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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entziindung
1.1.1 Allgemeines
Unter einer Entziindung versteht man eine komplexe, physiologische Antwort des Organismus auf
schadliche Reize, wie z.B. Infektionen oder chemische bzw. physikalische Noxen.! Das primare
Ziel der Entziindung ist hierbei die Beseitigung und nachfolgende Reparatur des entstandenen
Schadens. Das lokale Entziindungsgeschehen ist allgemein durch die durch Celsus (25 v.Chr. bis
50 n. Chr.) beschriebenen fiinf Kardinalsymptome gekennzeichnet:?

e Schwellung (Tumor)

e RO6tung (Rubor)

o Erwarmung (Calor)

e Schmerz (Dolor)

o Funktionseinschrankung (Functio laesa)

1.1.2 Ablauf der Entzlindungsreaktion

Der Ablauf einer Entzindungsreaktion ist sehr komplex. Es sind sowohl humorale als auch zellulare
Bestandteile beteiligt.” Nach schéadlicher Reizung wird zuerst die angeborene, jedoch
unspezifische, Immunabwehr aktiv. Deren humorale Bestandteile umfassen das
Komplementsystem, Lysozym sowie Akute-Phase-Proteine.> Zusammen mit den zellularen
Bestandteilen, zu welchen Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und natirliche Killerzellen
gehoren, erfolgt eine erste Erregerabwehr und das Ausldsen einer lokalen Entziindungsreaktion.?
Die zellularen Bestandteile sind hierbei befahigt, Pathogene Uber pathogen-associated molecular
pattern (PAMP), wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS) gram-negativer Bakterien, Mikroorganismen
oder endogene Zelltrimmer, mittels spezifischer Rezeptoren, den pattern recognition receptors
[PPR, z.B. Toll like receptors (TLR)] zu erkennen und zu phagozytieren.? Die Bindung von z.B. LPS
an TLR-4-Rezeptoren I6st eine transembrane Signalkaskade aus, welche die Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) oder Interleukin-6 (IL-6),
fordert und die Entzindungsreaktion positiv verstarkt.*® Die Einleitung der adaptierten,
hochspezifischen Immunantwort erfolgt anschlieBend.” Hierbei prasentieren Phagozyten Antigene
der Pathogene mit Hilfe humaner Leukozytenantigene (HLA) auf ihrer Oberflache (Antigen-
prasentierende Zellen).® Es wird zwischen HLA-Molekdilen der Klassen | (MHC I) und Il (MHC II)
unterschieden.” Die Antigenprasentation erleichtert das Erkennen durch T- und B-Lymphozyten,
die Zellen der adaptiven Immunabwehr.® T-Lymphozyten konnen sich anschlieBend in
verschiedene Subtypen differenzieren, z.B. MHC Il vermittelt zu CD4+ T-Zellen (u.a. TH1- und
TH2--Zellen) sowie MHC | vermittelt zu CD8+ (zytotoxische) T-Zellen.® TH1-Zellen differenzieren
sich nach Stimulation durch Interferon-gamma (IFN-y) und Interleukin-12 (IL-12). Sie setzen

vorwiegend IFN-y und Interleukin-2 (IL-2) frei und aktivieren dadurch weitere Makrophagen.’

1
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TH2--Zellen hingegen kénnen durch Interleukin-4 (IL-4) und IL-6 differenziert werden. Sie setzen
nachfolgend IL-4, Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-13 (IL-13) frei und fuhren dadurch zu einer
B--Lymphozytenaktivierung.”® Die Aktivierung von B-Lymphozyten flihrt zur Bildung und
Sezernierung von Immunglobulinen (Antikorpern), welche spezifisch und effektiv gegen das
Pathogen wirken. DarUber hinaus sind die B-Lymphozyten befahigt, Gedachtniszellen auszubilden,
die bei erneuter Infektion eine schnellere Mobilisierung der zelluldaren und humoralen Abwehr
ermoglichen. CD8+ T-Zellen hingegen erkennen kdrpereigene virusinfizierte oder entartete Zellen
und initiieren apoptotische Prozesse (programmierter Zelltod).'™ Eine Unterbrechung der zellularen
immunologischen Prozesse erfolgt durch eine dritte Gruppe der CD4+ T-Zellen, den
regulatorischen T-Zellen (Treg), die sowohl Antigenprasentierende Zellen als auch autoreaktive
T-Zellen hemmen koénnen. lhre Differenzierung ist Interleukin-10 (IL-10) und IL-2 vermittelt. Sie
selbst produzieren Transforming Growth Factor-beta (TGF-B) und IL-10, die beide

antiinflammatorisch wirken.®

1.1.3 Therapie der Entziindung

Aufgrund der Komplexitat der Entzlindungsreaktion gibt es verschiedene Targets und Therapie-
optionen. Im Rahmen akuter Entzindungen werden nichtsteriodale Antiphlogistika (Non-steroidal
anti-inflammatory  drugs, NSAIDs), selektive COX-2-Hemmer sowie Glucocorticoide
angewendet.”'2 Im chronischen Entziindungsgeschehen kommen dariiber hinaus auch
Basistherapeutika (disease-modifying antirheumatic drugs, DMARDs) zum Einsatz.’® NSAIDs
sowie selektive COX-2-Hemmer hemmen die Prostaglandinbiosynthese, indem sie den
Arachidonsaureabbau durch Cyclooxygenasen unterdriicken." Es resultieren analgetische,
antipyretische sowie antiphlogistische Effekte. Bei Glucocorticoiden hingegen wird die
immunsupprimierende und antiinflammatorische Wirkung vor allem auf einen Eingriff in die T-Zell-
Aktivierungskaskade zurlickgeflihrt.'? Hierbei soll die Synthese von Zytokinen [z.B.
Interleukin-1(IL-1), IL-2, IL-6, TNF-a] unterdriickt und daraus eine Hemmung der Lymphozyten-
aktivierung resultieren. Weiterhin ist die Hemmung der Phagozytoseaktivitat von Monozyten und
Makrophagen beschrieben. Basistherapeutika hingegen reduzieren die Entzindungsaktivitat,
wirken jedoch nicht analgetisch.' Sie werden vor allem flr chronisch entziindliche Prozesse, wie
z.B. bei der rheumatoiden Arthritis, eingesetzt. Man kann sie in synthetische und biologische
Therapeutika unterteilen.’® Synthetische DMARD gehdren zu den Immunsuppressiva und besitzen
verschiedene Targets, wie z.B. die Hemmung der Dihydrofolat-Reduktase (Metotrexat), die
Hemmung von Calcineurin (Ciclosporin) oder die Hemmung von Januskinasen (Bariticinib,
Tofacitinib).’®'® Biologische DMARD hingegen haben als Targets vorwiegend Zytokine, wie z.B.
TNF-a (Etanercept, Infliximab, Adalimumab, Glimumab, Certolizumab), IL-1 (Anakinra) oder IL-6
(Tocilizumab, Sarilumab).'®'34 AuRerdem konnen auch T-Zellen (Abatacept) oder B-Zellen

(Rituximab) beeinflusst werden.0.13.14
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1.1.4 Monozyten/Makrophagen als Therapie-Target

Ein weiteres Therapie-Target in der Behandlung von Entzindungen sind Monozyten bzw.
Makrophagen.®' Sie sind ein Teil des angeborenen Immunsystems und zur Phagozytose von
Pathogenen und apoptotischen Zellen befahigt. Je nach Stimulus bilden vor allem Makrophagen

unterschiedliche Phanotypen aus, klassisch aktivierte M1- und alternativ aktivierte M2-
Makrophagen (Abbildung 1)."617

Monozyt
I I I I
IFN-y, LPS, IL-4 IL-13 IK + TLR, APZ, IL-10, TGF-B,
TNF-a, GM-CSH ' L-1R Ligand Glucocorticoid
IL-10 4
IL-10 t
-1 1 IL-10t TNF-a 4
TNF-at TGF-B1 s |L—1(_n
i o
L2331 IL-12%
M1 M2a M2b M2c
Klassisch Alternativ Typ 2 Deaktiviert
TH1 Antwort t TH2 Antwort t TH2 Aktivierung t  Immunregulation t
Typ | Entziindung t Typ Il Entziindung t Immunregulation + Geweberemodelling t
antimikrobielle Allergie t Tumorpromotion ¥ Tumorpromotion t
Eigenschaften t Verkapselung von
Tumorsuppression t Parasiten t

Tumorpromotion t

Abbildung 1: Ubersicht der Makrophagen-Phinotypen.
Die verschiedenen Makrophagen-Phanotypen werden im Text beschrieben.

Die Abbildung ist modifiziert nach & und 7.

M1-Makrophagen werden durch IFN-y und LPS oder TNF-a stimuliert und sind durch Bildung
proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-1, TNF-a oder IL-6 charakterisiert.2'” Sie flihren zur
TH1-Zell-Aktivierung und férdern die Tumorsuppression. Alternativ aktivierte M2-Makrophagen
werden in drei Subgruppen unterteilt.®'” M2a-Makrophagen werden durch IL-4 oder IL-13
stimuliert. Sie sezernieren IL-10 und TGF-B und fuhren zur TH2-Zell-Aktivierung. M2b-
Makrophagen werden u.a. durch Immunkomplexe (IK), TLR-Liganden sowie apoptotische Zellen
(APZ) stimuliert. Sie sezernieren vermehrt IL-10, wohingegen die Produktion proinflammatorischer
Zytokine reduziert ist. Sie regulieren dadurch die Immunreaktion. M2c-Makrophagen werden durch
IL-10, TGF-B oder Glucocorticoid-Einfluss stimuliert. Auch sie bilden vermehrt IL-10 und TGF-.
Neben der Immunregulation férdern sie die Wundheilung. Allen M2-Makrophagen ist die

Tumorpromotion eigen.®
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Die Polarisation der Makrophagen in Richtung eines speziellen Phanotyps ist ein
vielversprechender Therapieansatz.’ Im Falle von malignen Tumoren, kann eine Polarisation in
Richtung eines M1-Makrophagen erfolgen, um die Tumorzellen zu zerstoren. Dies entspricht dem
Wirkungsmechanismus von MEPACT®, einer liposomalen Zubereitung von Mifamurtide, welche fur
die Behandlung von Osteosarkomen zugelassen ist.?%> Bei entzlindlichen Erkrankungen
hingegen erscheint eine Polarisation in Richtung eines M2-Makrophagen sinnvoll.?* Ein

Anwendungsbeispiel hierfir ist der akute Myokardinfarkt.2526

1.2 Akuter Myokardinfarkt

Mit 46.207 Todesfallen im Jahr 2018 ist der akute Myokardinfarkt eine der haufigsten
Todesursachen in Deutschland.?’” Therapieansatze umfassen intensivmedizinische und
medikamentése MalRnahmen sowie interventionelle GefaRerdffnungen durch chirurgische
Eingriffe.?® Medikamenttse Therapien zielen einmal direkt wahrend des akuten Myokardinfarktes
auf die Reperfusion und Fibrinolyse sowie zum anderen in der Langzeittherapie auf die Reduktion
von Blutdruck und Herzfrequenz ab.?® Die Reperfusion wird durch Thrombozytenaggregations-
hemmer und Antikoagulantien-Gabe versucht, eine Fibrinolyse erfolgt durch Fibrinolytika. Mit dem
Ziel der Reduktion von Blutdruck und Herzfrequenz erfolgt die Langzeittherapie mit Betablocker,
ACE-Hemmer, Angiotensin-lI-Rezeptorblocker, Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonisten und
durch Lipidsenker. Ein Nachteil bei der Akut- und Langzeit-Therapie des akuten Myokardinfarktes
ist, dass keine Reparatur des geschadigten Myokards erfolgt. Stattdessen wird nur das Risiko
neuer ischamischer Ereignisse reduziert.

Ein neuer, darlber hinaus ergdnzender Ansatz in der Behandlung des akuten Myokardinfarktes
betrachtet, neben der schnellen Reperfusion des betroffenen Infarkigebietes, auch die sich daran
anschlieRende Heilungsphase.?®3® Diese ist durch eine inflammatorische, gefolgt von einer
proliferativen und einer Ausreifungsphase gekennzeichnet.3' Wahrend der als steril zu
charakterisierenden inflammatorischen Phase, direkt nach dem ischamischen Ereignis, steigt
zuerst die Anzahl an neutrophilen Granulozyten und Monozyten.®' Die Monozyten werden hierbei
vorwiegend aus der Peripherie, vor allem aus der Milz, rekrutiert.? Im Entziindungsgebiet
differenzieren sie sich zuerst in M1-Makrophagen, die ihrerseits die Entzindung férdern und zum
Abbau des Zelldébris beitragen.3? Zeitlich folgend differenzieren sich weitere Monozyten in M2-
Makrophagen.®? Ca. 5 Tage post-Myokardinfarkt dominieren M2-Makrophagen, die Entziindung
wird gehemmt und die Heilung gefordert. Es schliet sich der Ubergang in die proliferative Phase
an, in welcher das nekrotische Myokard und das Granulationsgewebe in Narbengewebe umgebaut
werden.®! Mit Abschluss der Ausreifungsphase liegt zellarmes Narbengewebe vor.!

Die friihe Modulation von Monozyten hin zu M2-Makrophagen kdnnte die inflammatorische Phase
nach Myokardinfarkt verkirzen und das Risiko flr erhohtes ventrikulares Remodeling verringern.
Erste Studien, in welchen das Schlusselmolekil apoptotischer Zellen, Phosphatidylserin (PS), in

Hinblick auf seine Makrophagenmodulationsfahigkeit untersucht wurde, sind vielversprechend.*
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1.3 Phosphatidylserin
PS gehort zur Gruppe der Phospholipide. Es besteht aus einem Glycerophosphoskelett, welches
mit L-Serin verestert ist (Abbildung 2).

Abbildung 2: Chemische Struktur des Phosphatidylserins.

R1 und R2 stellen Alkylketten unterschiedlicher Kettenlange und -sattigung dar.

Aufgrund seiner chemischen Struktur hat PS 3 ladungstragende Gruppen: die Carboxylgruppe und
die Aminogruppe des L-Serins sowie die Phosphatgruppe des Glycerophosphoskeletts. Bei
physiologischem pH-Wert resultiert somit netto eine negative Ladung. PS ist ein endogener
Bestandteil der Zellmembranen von Pflanzen und Tieren. Es wurde erstmals 1941 aus Rinderhirn
gewonnen.® In den Hirn-Zellen ist es in einem Anteil von ca. 15 % am Gesamtphospholipid
vertreten.®* In allen anderen Zellen ist PS mit einem geringeren Anteil (2 - 15 %) vorhanden. Es
wird daher als ,minor‘ Phospholipid bezeichnet. In Pflanzen und Tieren liegt PS mit unterschiedlich
veresterten Acylketten vor. Pflanzlich, aus Soja gewonnen, dominiert die Linolsdure, wohingegen
aus dem Rinderhirn gewonnenes PS an R1 meistens Stearinsaure und an R2 vorwiegend Olséure
substituiert hat.3®

PS wird unter physiologischen Bedingungen in Mitochondrienmembranen synthetisiert.*¢ Die
Synthese erfolgt durch die Phosphatidylserin-Synthasen (PSS) 1 oder 2, entweder aus
Phosphatidylcholin (PC) oder Phosphatidylethanolamin (PE).*® Ein Abbau zu PE kann durch die
Phosphatidylserin-Decarboxylase erfolgen. Im Anschluss an die Synthese wird PS von den
Mitochondrienmembranen intrazellular durch Transportproteine zur Lipiddoppelschicht
transportiert.>® Dort ist es im physiologischen Zustand intrazellular lokalisiert und somit u.a. mit PE
fur die Membranasymmetrie und negative Ladungsverteilung verantwortlich.3” Die
Aufrechterhaltung des Membranpotentials wird durch ATP-abhangige Flippasen, welche
Phospholipide von aufen nach innen und ATP-abhangige Floppasen, welche Phospholipide in
umgekehrter Richtung transportieren, gewahrleistet.®®* Kommt es zur Apoptose, werden
Scramblasen, wie Xkr8 (Caspase-vermittelt) aktiv.3¢3° Sie bewegen PS aktiv nach auBen. Es
kommt zum Kollaps der Membranasymmetrie, das Membranpotential bricht zusammen. Auf der
extrazellularen Seite dient PS als ,eat me* Signal fir Makrophagen.*° Sie erkennen das prasentierte
PS auf apoptotischen Zellen tber PS-Rezeptoren (heterogene Gruppe, z.B. TIM- oder MerTK-

Rezeptoren), was ein Signal fiir die Phagozytose darstellt.>#'*3 Parallel zur Phagozytose der
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apoptotischen Zellen differenzieren sich die Makrophagen zu M2-Makrophagen mit anti-
inflammatorischem Charakter.®'” Das Abklingen der Entziindung ist Resultat dieser Prozesse.*344
Weitere PS-abhangige physiologische Prozesse umfassen die Katalyse der Thrombozyten-
aggregation, die Forderung der Osteoklastogenese, Einflisse auf Parasit-Host-Reaktionen, auf die
Bildung von Muskelfasern, auf die Spermiendifferenzierung, Wirkungen auf die Erythropoese und
Erythrozytenclearance, die Entfernung von seneszenten Stabchen-Zellen durch retinale
Pigmentepithelzellen sowie das Kappen von leichten bzw. nicht-funktionalen Synapsen-
verbindungen durch Astrozyten und Mikrogliazellen.

PS hat sowohl antiinflammatorische wie auch immunsupprimierende Wirkung und ist somit
potentiell ein interessantes Therapeutikum. Sein immunmodulierendes Potential, insbesondere die
Fahigkeit der Makrophagenpolarisation zu M2-Makrophagen, wurde bereits in vitro
getestet.*0434546 Eine Reduktion der Konzentration proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-a und
IL-6, wurde beschrieben.' Darlber hinaus konnte ein Anstieg der antiinflammatorischen Zytokine
IL-10 und TGF-B nachgewiesen werden.3®4-%° |n vivo wurde PS bereits bei systemischer und
lokaler Entziindung untersucht.335-%  Systemisch fiihrte die Phagozytose PS-haltiger
Formulierungen zur Produktion antiinflammatorischer Zytokine, welche zu einer Antigen-
prasentation dendritischer Zellen und zur Hemmung der Proliferation von TH1-Zellen beitrugen.
Lokale kurative Effekte wurden u.a. bei akutem Myokardinfarkt, bei Osteoporose, bei bakteriellen
Infektionen mit dem Mycobacterium tuberculosis, bei Alzheimer und bei retinaler Ischamie
beobachtet. Neben den physiologischen Prozessen wird PS pathophysiologisch vermehrt in
Tumoren exprimiert, was u.a. die Tumorsuppression durch M1-Makrophagen reduziert und die
Tumorpromotion foérdert.36°° PS ist daher auBerdem ein Target in der Tumortherapie. U.a. ist der
Antikorper Bavituximab gegen PS gerichtet. Seine Wirkung wird aktuell in klinischen Studien
untersucht.3¢-°

Pharmazeutisch technologisch wird PS u.a. als Hilfsstoff fir liposomale Formulierungen eigesetzt.
MEPACT®, welches flr die Behandlung des Osteosarkoms zugelassen ist, enthalt PC und PS in
einem molaren Verhaltnis von 7:3.2° Die als multilamellare Vesikel (MLV) formulierten
Phospholipide schlieRen Mifamurtide ein, ein synthetisches Analogon von Mycobacterium ssp.,
welches in vivo immunstimulierend wirkt.2" Durch den Anteil an PS in der liposomalen Formulierung
wird sichergestellt, dass die Liposomen gezielt von Makrophagen phagozytiert werden, dem
Wirkort des Mifamurtides.?? Es aktiviert die Makrophagen, sodass sie proinflammatorische
Zytokine, wie TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-12, freisetzen und eine Entziindungsreaktion
verursachen.?'®% Durch diesen Mechanismus ist es moglich, allogene und autologe Tumorzellen

abzutdten, was u.a. fur Melanom-, Ovarial- sowie Kolonkarzinom-Zellen beschrieben ist.?2:23.61
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1.4 Phosphatidylglycerol

Neben PS ist auch Phosphatidylglycerol (PG) ein endogener Immunmodulator. Es gehdrt ebenfalls
zur Gruppe der Phospholipide und besteht aus einen Glycerophosphoskelett, welches mit Glycerol
verestert ist (Abbildung 3).

0O
o OH

/k I )\/OH
Ri © 3 0—P—0—CH,
sz/o H CI)_

o]

Abbildung 3: Chemische Struktur des Phosphatidyiglycerols.
R1 und R2 stellen Alkylketten unterschiedlicher Kettenlange und -sattigung dar.

Aufgrund seiner chemischen Struktur besitzt PG eine ladungstragende Gruppe, die
Phosphatgruppe des Glycerophosphoskeletts. Es ist somit ebenfalls ein anionisches Phospholipid.
PG ist endogen und ein Bestandteil des Lungen-Surfactant.®? Dort ist es als ,minor' Phospholipid
mit 2-10 % vorhanden.®® In der alveolaren Hypophase ist es jedoch stark angereichert
(5-10 mg/ml).%3

Dort dient es der Reduktion der Grenzflachenspannung zwischen Luft und Mukus auf der einen,
sowie der Immunmodulation auf der anderen Seite.®* PG interagiert ebenfalls mit Makrophagen.
Es dient jedoch nicht als ,eat me* Signal wahrend der Phagozytose apoptotischer Zellen, sondern
wirkt extrazellular am TLR4-Rezeptor.®® PG soll hier am Komplex von LPS-Bindeprotein (LBP),
MD2 und CD14 angreifen und somit die LPS-vermittelte Entziindungsreaktion hemmen.%® Die
Arbeitsgruppe um Voelker et al. untersuchte anhand verschiedener Virustypen (z.B.
respiratorisches Syncytial Virus®, Influenza Typ A Virus®) und Bakterien (Mycoplasma
pneumoniae®”) wie PG bei Infektionen die Entziindung regulieren und zur Bekampfung der
Pathogene beitragen kann. Sie konnten zeigen, das Makrophagen, die mit PG stimuliert waren,
weniger mit den Viren interagierten, da PG die Bindungsstellen am TLR4-Rezeptor besetzte. Es
resultierte eine geringere Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wodurch eine
Entziindungsreaktion vermindert wurde.®® Zusatzlich war eine Reduktion der Viruslast zu
verzeichnen.®® Bollag et al. flihrten dartiber hinaus erste in vivo Studien durch. Sie konnten positive
Einflisse auf die Wundheilung der Kornea und der Haut beschreiben.®®% Die Ergebnisse von
Voelker et al. und Bollag et al. verdeutlichen die wichtige physiologische und immunmodulierende
Rolle von PG.

Auch PG wird pharmazeutisch technologisch als Hilfsstoff fur liposomale Formulierungen
verwendet. Es ist u.a. ein Bestandteil von AMBISOME®, welches aus gesattigtem PC, Cholesterol
und 1,2-Disteaoryl-sn-glycero-3-phospho-(1’-rac-glycerol) Natrium (DSPG), in einem molaren

Verhaltnis von 2:1:0.8, besteht und als kleine unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUV)
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formuliert ist.”%”" AMBISOME® enthalt den Wirkstoff Amphotericin B und ist fur die antimikrobielle
Therapie, z.B. von Infektionen durch Aspergillus ssp., Candida ssp., Cryptococcus ssp. oder fur
die Behandlung der viszeralen Leishmaniose zugelassen.”®’! Aufgrund des Gehalts an PG ist eine
starke Anreicherung der Liposomen in Makrophagen zu verzeichnen.”? Diese sollen als Reservoir
fur Amphotericin B dienen, um sowohl extrazellulare als auch intrazellulare Pathogene Uber Iangere

Zeit abzutdten.”?

1.5 Nanoskalige Formulierungen

1.5.1 Allgemeines

Mit der Entwicklung nanoskaliger Arzneiformen seit den 1990er Jahren ist man Ehrlichs Konzept
der ,Zauberkugel’, bzw. ,Magic Bullet”>*, eines Arzneistoffes, der zielgerichtet am Pathogen
angreift ohne gesunde Zellen zu beeinflussen oder zu beeintrachtigen, sehr nah gekommen. Es
werden passive und aktive Targeting-Mechanismen unterschieden.” Passiv kénnen sich
nanoskalige Formulierungen aufgrund des durch Maeda erstmals beschriebenen ,enhanced
permeation and retention effect' (EPR-Effekt) in pathologisch veranderten, durchlassigen Organen
bzw. Geweben anreichern.”®’® Eine aktiv vermittelte Wirkung hingegen kann durch Binden von
Liganden an Zielzellen erfolgen.” Erste nanoskalige Arzneimittel erhielten Mitte der 1990er Jahren
ihre Marktzulassung.”” Unter diesen stellen Liposomen die erfolgreichsten galenischen
Formulierungen dar.”” Sie bestehen aus Phospholipiden und weisen eine geringe Toxizitat sowie
hohe Biokompatibilitat auf.”® Alternative Formulierungen fiir Phospholipide umfassen parenterale
Fettemulsionen, Mischmizellen und Suspensionen.”® Im Rahmen der galenischen Formulierung
von PS und PG lag der Fokus auf Liposomen (1.5.2 Liposomen) und Mischmizellen (1.5.3

Mischmizellen), da beide hohe Phospholipidmengen enthalten.

1.5.2 Liposomen

Liposomen sind durch Selbstaggregation von Phospholipiden gebildete Assoziationskolloide.” In
Kontakt mit Wasser lagern sich die polaren Kopfgruppen der gequollenen Phospholipide zum
Wasser, wohingegen die lipophilen Schwanze versuchen, die Kontaktoberflache mit Wasser zu
verkleinern. Es resultieren Aggregate, die Phospholipiddoppelschichten. Diese tendieren dazu,
spharische Vesikel zu bilden, konzentrisch angeordnete Phospholipiddoppelschichten, die einen
wassrigen Kern umschliefen.®-82 |hre GroRe variiert von etwa 20 nm bis 50 nm (SUV) bis hin zu
mehreren um Durchmesser (groRe unilamellare, LUV, bzw. MLV) (Abbildung 4).8%-% Liposomen
werden pharmazeutisch technologisch fur die Verkapselung hydrophiler Wirkstoffe (Wirkstoff
befindet sich in der wassrigen Phase) genutzt.®® Dariiber hinaus dienen sie auch als
Lésungsvermittler fur lipophile Wirkstoffe (Wirkstoff befindet sich in der Phospholipid-
doppelschicht).8® Man unterscheidet konventionelle von ,stealth’ Liposomen.®” Die konventionellen
Liposomen enthalten ungeséattigte oder gesattigte Phospholipide und kénnen mit Cholesterol

angereichert sein.8” Der Cholesterolzusatz stabilisiert hierbei die Phospholipiddoppelschicht.87:88
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Suv LUV MLV
<50 nm > 50 nm 100 nm bis mehrere uym
z.B. 30 nm z.B. 300 nm z.B. 3000 nm

Abbildung 4: Klassifizierung der Liposomen mit GroRenangaben.
SUV = kleine unilamellare Vesikel, LUV = grof3e unilamellare Vesikel, MLV = multilamellare Vesikel.

Die Abbildung ist modifiziert nach 8.

Die ,stealth’ Liposomen hingegen enthalten zusatzlich polymermaodifizierte Phospholipide, wie z.B.
Polyethylenglycol-haltige Phospholipide (DSPE-PEG-2000, PEG).®° Der Zusatz von DSPE-PEG-
2000 schirmt die Phospholipidkopfgruppen ab und erhoht die Zirkulationszeit der Liposomen
in vivo. 8 Erste Wirkstoff-haltige Liposomen wurden in den 1990er Jahren durch die FDA und die
EMA zugelassen.®® Aktuell haben mehr als 10 Liposomen eine Marktreife.®® Unter diesen sind auch
Formulierungen, die mit PS (MEPACT®)?° oder PG (AMBISOME®)"%"" angereichert sind.

1.5.3 Mischmizellen

Neben Liposomen werden auch Mischmizellen mit hohen Anteilen an Phospholipiden formuliert.
Sie enthalten neben den Phospholipiden Detergenzien, z.B. Gallensalze, die die Phospholipide
solubilisieren. Aufgrund der Solubilisierung resultieren optisch isotrope, klare Lésungen, die
thermodynamisch stabil sind.®' Gallensalze sind endogen und haben physiologisch eine grofRe
Bedeutung bei der Aufnahme und dem Verdau von Nahrungsfetten. Sie kbnnen grofe Mengen
Phospholipide und andere Stoffe, wie Cholesterol oder freie Fettsduren, solubilisieren.®
Mischmizellen wurden erstmals 1909 durch Moore beschrieben.®® In den 1960er Jahren gewannen
sie vermehrt an Bedeutung. Erste Charakterisierungen von Lecithin-Gallensalz-Wasser-Systemen
wurden von Small und Carey vorgenommen.®**% Sie erstellten terndre Phasendiagramme und
konnten Regionen herausarbeiten, in welchen optisch isotrope, klare Ldsungen vorhanden
waren.®*% Morphologisch postulierten sie scheibenférmige (,disc’) Strukturen einer GroRe von
ca. 10 nm.® Die Phospholipidmolekdile sollten in diesen Scheiben mit den Alkylketten zueinander
orientiert, im Inneren, vorliegen und von einem &ufBeren Ring aus Gallensalz-Molekilen
umschlossen sein. Im Laufe der 1970er bis 1990er Jahre wurde diese Modellvorstellung um die
Modelle der Mischscheiben (,mixed disc')%, bei welcher sich die Gallensalze auch im Inneren der
Scheiben befinden und Stabchen (,radial shell')*” erweitert (Abbildung 5).
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"disc" Modell "mixed disc" Modell "radial shell" Modell
nach SMALL nach MAZER nach HJELM

Querschnitt

Abbildung 5: Modellvorstellungen der Struktur von Phospholipid-Gallensalz-Mischmizellen.
Dargestellt sind die Langs- und Querschnitte durch Mischmizellen.

Die Abbildungen sind modifiziert nach % und 7.

Das Modell der Stabchen-Mischmizelle zeigt Mischmizellen einer Grof3e von bis zu 100 nm. Es ist
das aktuell durch Roéntgenstreuung®, NMR® und Neutronenstreuung (SANS)":1%° am besten
belegte Modell.

Mischmizellen sind eingehend biologisch, sowohl in vitro als auch in vivo, charakterisiert. Sie
besitzen eine hohe Kapazitat, lipophile Wirkstoffe zu solubilisieren’"1°2 und dabei biologisch weder
embryotoxisch noch terato- oder mutagen zu wirken.'®® Das stark lytische Verhalten der
Gallensalze wird durch den Zusatz von Phospholipiden reduziert.®®* Pharmazeutisch technologisch
werden Mischmizellen u.a. fur die Solubilisierung schlecht 16slicher Wirkstoffe eingesetzt. Einige
Mischmizellen, wie z.B. KONAKION® MM (Phytomenadion, Vitamin K) kénnen hierbei parenteral
intravends und intramuskuldr sowie oral appliziert werden.'® Mischmizellen sind leicht
herzustellen. Aufgrund ihrer vielseitigen Applikationsformen stellen sie eine interessante

Alternative zu Liposomen fir die galenische Formulierung von Phospholipiden dar.
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1.6 Zielstellung

Die Therapie der Entzindung mit dem Ziel einer schnellen Reparatur sowie geringen
Narbenbildung ist auch im 21.Jahrhundert eine Herausforderung. Die Modulation von
Makrophagen hin zu einem antiinflammatorischen Phanotyp und einer damit verbundenen zeitlich
friher einsetzenden Heilungsphase ist ein vielversprechender Behandlungsansatz, z.B. in der
Therapie des akuten Myokardinfarkts. Eine solche Immunmodulation kann mit Hilfe der endogenen
Phospholipide Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylglycerol (PG) erfolgen. PS wird von
Makrophagen phagozytiert, wohingegen fir PG eine Wirkung in der LPS-Bindungskaskade
beschrieben ist. Beide haben somit intrinsische immunmodulierende Eigenschaften und kénnten
in der Therapie der Entziindung Einsatz finden. Trotz dieser vielversprechenden Qualitaten ist ihre

pharmazeutisch technologische Anwendung aktuell auf ihre Funktion als Hilfsstoff beschrankt.

Aufgrund dieser Diskrepanz und ihres Potentials als endogene, wenig toxische und biokompatible
Immunmodulatoren war es erklartes Ziel dieser Arbeit, PS- und PG-angereicherte Formulierungen
fur die parenterale Applikation zu entwickeln und physikochemisch und biologisch zu
charakterisieren. Als Kontrolle wurde Phosphatidylcholin (PC) verwendet, welches fir einen
direkten Vergleich mit PS und PG diente. Die galenische Basis bildeten nanoskalige
Formulierungen als Liposomen und Mischmizellen, fir die Quality Target Product Profile gemaf
ICH Guideline Q8R2 vordefiniert wurden.'%-'9 Folgende Aspekte wurden in dieser Arbeit

untersucht:

e Galenische Formulierung von PS- und PG-angereicherten konventionellen und
,Stealth' Liposomen sowie Gallensalz-haltigen Mischmizellen unter Verwendung naturlicher

und synthetischer Phospholipidderivate.

o Physikochemische Charakterisierung der nanoskaligen Formulierungen sowie

Untersuchung der Lagerstabilitat.

e Biologische Charakterisierung der Zelltoxizitat, der Hamolyseeigenschaften, der
Phagozytoseaktivitat sowie der immunmodulierenden Aktivitdt mittels reprasentativer

Zellkulturmodelle in vitro.

e Biologische Charakterisierung der Biodistribution ausgewahlter nanoskaliger

Formulierungen im gesunden und myokardial infarktierten Mausmodell in vivo.

Abbildung 6 illustriert die Struktur der Arbeit und gibt eine Zuordnung der verwendeten Analyse-

methoden zum jeweiligen Abschnitt der Arbeit.
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) physiko- biologische biologische
galenische Wi i .
Formulierung chemische nalyse nalyse

Analyse (in vitro) (in vivo)

Liposomen
- konventionell - DsC - Resazurin-Assay -in vivo Fl
- 'stealth’ - DLS - Hdmolyse-Assay - ex vivo Fl
- Lichtmikroskopie - TNF-0-ELISA - Immunhistologie
- kryo-TEM - Zytakin-Bead-Assay
- ELS - Multispektrale Fluoreszenz-
- NP-HPLC-ELSD Mikroskopie
Mischmizellen
- Tensiometrie - Resazurin-Assay
- UV/VIS - Hdmolyse-Assay
- DLS - TNF-a-ELISA
- Lichtmikroskopie - Zytokin-Bead-Assay
- negativ-kontrastierte EM
- ELS

- NP-HPLC-ELSD

Abbildung 6: Struktur der experimentellen Arbeiten mit Zuordnung der jeweiligen Analytik.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeines

Nachfolgend werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien aufgefiihrt und die verwendeten
Methoden erlautert. Verbrauchsmaterialien wie Zentrifugenréhrchen, Lochplatten, Einmalpipetten,
u.a. wurden von den Firmen Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland), Carl Roth GmbH + Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland) und VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland) bezogen.
Weitere, nicht methodenspezifische Gerate und Verbrauchsmaterialien entsprachen gangigen

Laborstandards und werden nicht gesondert aufgefihrt.

2.2 Handhabung und Lagerung von Phospholipiden

Die in dieser Arbeit verwendeten Phospholipide wurden durch den Hersteller Lipoid GmbH

(Ludwigshafen, Deutschland) zur Verfugung gestellt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Phospholipide der Lipoid GmbH.

Bezeichnung | Hauptbestandteil Quelle Sattigungsgrad der Reinheit
Acylketten

S100 Phosphatidylcholin Soja ungesattigt mind. 94,0 %

SPC-3 Phosphatidylcholin Soja gesattigt mind. 95,0 %
Phosphatidylserin

DOPS (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- synthetisch | ungesattigt mind. 90,0 %
phospho-L-serin)

SPS Phosphatidylserin Soja ungesattigt mind. 94,0 %
Phosphatidylglycerol

DOPG (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3- synthetisch | ungesattigt mind. 98,5 %
phospho-1‘-rac-glycerol)

EPG Phosphatidylglycerol Ei ungesattigt mind. 98,0 %
Pegyliertes
Phosphatidylethanolamin

DSPE-PEG- | (1,2-distearoyl-sn-glycero- . s B o

2000, PEG 3-phosphoethanolamine-N- synthetisch | gesattigt 95,0 -105,0 %
[methoxy
(polyethylenglycerol)-2000])

S LPC 80 Lysophosphatidylcholin Soja ungesattigt mind. 80,0 %

Die Phospholipide wurden bei -20 °C gemal Herstellerangaben gelagert. Vor Gebrauch wurden
sie aliquotiert. Hierfir wurden je 1 g Phospholipid auf Raumtemperatur temperiert, abgewogen und
(4:1, VIV) gelést (Chloroform: Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland, Methanol: VWR International S.A.S., Fontenay-Sous-Bois, Frankreich). Aus diesen

in 10 ml Chloroform:Methanol
Stammlésungen wurden Phospholipidaliquote hergestellt und das Losungsmittel verdampft.
Lésungsmittelspuren wurden uber Nacht im Hochvakuum (0 mbar, 25 °C) entfernt. Anschlielend

wurden die Phospholipide mit Argon Uberschichtet, dicht verschlossen und bei -20 °C gelagert.
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2.3 Herstellung nanoskaliger Formulierungen
2.3.1 Herstellung der Liposomen

2.3.1.1 Allgemeines Vorgehen

Fur die Herstellung der Liposomen fand die Filmmethode Anwendung. Ein entsprechendes
FlieRschema zeigt Abbildung 7.

Phospholipide + Chloroform:Methanol (4:1, V/V)

Losen der Phospholipide

4

I Phospholipid-Stammlésungen |

Mischen der Phospholipide
Entfernen des Losungsmittels

aq

Uberschichten mit Schutzgas (Stickstoff oder Argon)

| Phospholipid-Film |  +NaCl (0,9 %, m/V)

Hydratisieren des Phospholipid-Films

¢

| Multilamellare Vesikel |

Verkleinern der Vesikel mittels Extrusion durch
Polycarbonatmembranen definierter GroRe

¢

| Liposomen definierter GroRe |

Verdiinnen der Liposomen mit NaCl (0,9 %, m/V)

@@

Sterilfiltrieren (0,2 um Filter) und aspetisches Abfiillen

| Fertige Liposomen I

Abbildung 7: FlieBschema fiir die Herstellung von Liposomen.

Aus den einzelnen Phospholipidaliquoten wurden Stammldsungen in Chloroform:Methanol (4:1,
V/V) hergestellt. Diese wurden nachfolgend entsprechend der gewlnschten Liposomen-
formulierung zusammen pipettiert (3.2.1 Alilgemeines). Von diesen Phospholipidmischungen wurde
anschlielRend das Lésungsmittel verdampft. Weiterhin wurden sie Uber Nacht unter Hochvakuum
(0 mbar, 25 °C) gelagert, bevor sie mit Schutzgas Uberschichtet und dicht verschlossen bei -20 °C
gelagert wurden. Am Tag der Weiterverarbeitung wurden die Phospholipidfiime in frisch
hergestellter isotoner Kochsalzlésung (0,9 %, m/V, pH = 6,5, osmotischer Druck = 308 mOsm/l)
suspendiert (10 mg/ml) und fur ca. 15 Minuten im Thermoschttler (Torrey Pines Scientific, Inc.,
Carlsbad, CA, USA) bei 45 °C temperiert (Schuttler Stufe 3 bis 4). Die Dispersion wurde
anschlieBend fir 30 Sekunden gevortext. Die nachfolgende Extrusion erfolgte durch
Polycarbonatmembranen  definierter PorengréBe (100 nm, Whatman™  Nucleopore™
Polycarbonatmembran, 19 mm, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) mittels
Handextruder (Avestin LiposoFast, Avestin Europe GmbH, Mannheim, Deutschland oder Mini-
Extruder, Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, Alabama, USA). Die Extrusion (21-mal) fand hierbei

immer bei einer Temperatur oberhalb der Phasenubergangstemperatur der jeweiligen
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Phospholipidmischung, meist jedoch bei Raumtemperatur, statt (3.2.2.1 Lipidfluiditat). Im
Anschluss daran wurden die Liposomen auf eine Konzentration von 2,5 mg/ml eingestellt
(verdiinnt) und sterilfiltriert (0,2 um Porendurchmesser der Spritzenaufsatzfiltermembran, wassrig).

Die Lagerung der fertigen Liposomen erfolgte bei 8 °C und vor Licht geschutzt in Braunglasvials.

2.3.1.2 Markierung der Liposomen

Fur einige biologische in vitro und alle in vivo Versuche wurden die Liposomen mit einem lipophilen
Fluoreszenzfarbstoff (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindotricarbocyanin-lodid, DiR, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) markiert. Hierfir wurde zuerst eine
Fluoreszenzfarbstoffstammldsung in Methanol hergestellt (Konzentration: 2,5 mg/ml). Diese wurde
nachfolgend zu den Phospholipidmischungen in Chloroform:Methanol (4:1, V/V) zugegeben,
sodass pro 5 mg Phospholipid 10 ug DiR vorlagen. Die weitere Herstellung der Liposomen erfolgte
analog 2.3.1.1 Allgemeines Vorgehen. Fur invivo Versuche wurde abweichend davon die

Konzentration der Liposomen auf 5 mg/ml eingestellt.

2.3.2 Herstellung der Mischmizellen
Die Mischmizellen wurden ebenfalls mittels Filmmethode hergestellt. Ein entsprechendes

Fliedischema zeigt Abbildung 8.

L

Phospholipide | + Chloroform:Methanol (4:1, V/V) + Methanol

Lésen der Bestandteile in addquatem Lésungsmittel

|Phospholipid-Stammlﬁsungen| | Gallensalz-Stammlésung |

Mischen der Phospholipide mit Gallensalz @
Entfernen des Losungsmittels g

Uberschichten mit Schutzgas (Stickstoff oder Argon)

0@

Phospholipid-Gallensalz-Film + NaCl (0,9 %, m/V)

@ Hydratisieren des Phospholipid-Gallensalz-Films

| Mischmizellen |

Sterilfiltrieren (0,2 um Filter) und aspetisches Abfiillen

| Fertige Mischmizellen ‘

Abbildung 8: FlieBschema fiir die Herstellung von Mischmizellen.

Aus den einzelnen Phospholipidaliquoten wurden Stammlésungen in Chloroform:Methanol (4:1,
V/V) hergestellt und nachfolgend die gewunschte Mischmizellenformulierung zusammen pipettiert
(3.3.1 Allgemeines). Zu diesen Phospholipidmischungen wurden definierte Mengen an
Natriumcholat (Stammlésung in Methanol) gegeben und die Formulierungen gemischt.
AnschlieRend wurde das Lésungsmittel verdampft und die Phospholipid-Gallensalz-Filme im

Hochvakuum (0 mbar, 25 °C) Uber Nacht gelagert. Am darauffolgenden Tag wurden die
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entstandenen Phospholipid-Gallensalz-Filme mit Schutzgas Uberschichtet, dicht verschlossen und
bei -20 °C gelagert. Zur Weiterverarbeitung wurden die Phospholipid-Gallensalz-Filme in frisch
hergestellter isotoner Kochsalzlésung (0,9 %, m/V, pH = 6,5, osmotischer Druck = 308 mOsm/I)
suspendiert und fur ca. 15 Minuten im Thermoschuttler (Torrey Pines Scientific, Inc., Carlsbad, CA,
USA) bei 45 °C temperiert (Schittler Stufe 3 bis 4). Das Entstehen einer isotropen klaren Lésung
diente hierbei als Indikator fur die Bildung der Mischmizellen. Fir die anschlielende Lagerung
wurden die Mischmizellen sterilfiltriert (0,2 um Porendurchmesser der Spritzenaufsatz-

fitermembran, wassrig). Die Lagerung erfolgte bei 8 °C und vor Licht geschitzt in Braunglasvials.

2.4 In vitro Charakterisierung
2.4.1 Chemische Analytik

2.4.1.1 Allgemeines

Die verwendeten Phospholipide besallen Pharmaqualitdt. Dies wurde durch die
Analysenzertifikate des Herstellers Lipoid GmbH bestatigt. Um die hohe Qualitat der Phospholipide
Uber die Lagerung zu gewahrleisten, wurden diese entsprechend der Herstellerangaben
prozessiert (2.2 Handhabung und Lagerung von Phospholipiden). Die chemische
Charakterisierung erfolgte im Rahmen von Stabilitatsuntersuchungen mittels Hochleistungs-

flissigkeitschromatographie (HPLC).

2.4.1.2 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

Fir Stabilitatsuntersuchungen fand eine Normalphasen (NP)-HPLC-Methode Anwendung. Hierbei
wurde im basischen Milieu gearbeitet. Die Phospholipide wurden qualitativ und quantitativ
charakterisiert. Zuerst erfolgte eine Extration der Phospholipide aus den wassrigen nanoskaligen
Formulierungen. 100 pl (2,5 mg/ml) Liposomen bzw. 25 yl Mischmizellen, versetzt mit 75 pl
isotoner Kochsalzldsung, wurden hierflr mit 100 ul Methanol und 500 ul Chloroform vermischt und
fur 2 Stunden bei Raumtemperatur und vor Licht geschitzt extrahiert. Im Anschluss daran wurde
die jeweilige Chloroform-Phase per HPLC analysiert. Die Chromatographiebedingungen sind
nachfolgend in Tabelle 2 zusammengefasst. Die Phospholipide eluierten wie beispielhaft im
Anhang (Abbildung A 1) dargestellt. Die Quantifizierung erfolgte mittels externer Standards, den
reinen Phospholipiden. Entsprechende Kalibriergeraden dienten der Berechnung der
Phospholipidkonzentrationen in den jeweiligen nanoskaligen Formulierungen. Fir die Berechnung
von relativen Werten wurde der Sollgehalt des jeweiligen Phospholipids in der jeweiligen

nanoskaligen Formulierung verwendet.
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Tabelle 2: Chromatographiemethode fiir die NP-HPLC.

Parameter Bedingung

HPLC-Anlage Merck Hitachi

Saulen 1: Nucleodur HILIC 5 ym 125 x 2, Macherey-Nagel
2: Zorbax RX-SIL 5 ym 150x2,1, Agilent

Mobile Phase A: Chloroform/Methanol/Ammoniak 90/9,5/0,5

B: Chloroform/Methanol/Ammoniak 60/39,5/0,5

DOPS/S100 bzw. SPS/S100:
Gradient: 0 — 10 Minuten 80 % A auf 55 % B (Saulen 1 und 2)

S100 allein, DOPG/S100 bzw. EPG/S100:
Gradient: 0 — 10 Minuten 100 % A auf 55 % B (Séaule 1)
Gradient: 0 — 10 Minuten 90 % A auf 55 % B (Saule 2)

Flussrate 1,0 mli/Minute Druck 110 bar (Start)
Injektionsprobe 50 — 500 pg/ml in Chloroform/Methanol 95/5
Injektionsvolumen 20 ul
Standard 50 — 600 ug/ml in Chloroform
Saulentemperatur 40 °C
Detektion ELSD Sedex 90, ERC GmbH uv
Tragergas: Stickstoff Wellenlange 1: 250 nm
Temperatur: 45 °C
Druck: 3,7 bar
Verstarkung: 5

2.4.2 Physikochemische Analytik
2.4.2.1 Differenzielle Leistungskalorimetrie (DSC)

Die kalorische Charakterisierung der Liposomen erfolgte mittels differenzieller
Leistungskalorimetrie (DSC). Hierfir wurde das MicroCal VP-DSC (MicroCal Inc., Northampton,
MA, USA) verwendet. Vor den Messungen wurden die Proben (c = 1 mg/ml) sowie die Referenz
(isotone Kochsalzlésung) unter Vakuum entgast. Die Proben wurden in einem Temperaturintervall
von 5 bis 70 °C mit einer Heizrate von 60 °K pro Stunde untersucht. Die Messungen erfolgten
dreifach konsekutiv. Fur die Auswertung der Messdaten wurde das Referenzthermogramm (isotone
Kochsalzlésung) vom jeweiligen Probenthermogramm subtrahiert. Die weitere Auswertung erfolgte
mit der MicroCal Origin 8.0 Software (OriginLab Corporation, Northhampton, MA, USA).

2.4.2.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Der mittlere hydrodynamische Durchmesser (Z-Average) sowie der Polydispersitatsindix (PDI) der
nanoskaligen Formulierungen wurde mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) bestimmt. Die
Messungen erfolgten mit einem Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical Ltd., Malvern,
Worcestershire, UK) im Backscattering-Modus, in einem Winkel von 173 °. Fur die Phospholipide

wurde ein Brechungsindex von n = 1,48 verwendet. Die nanoskaligen Formulierungen wurden in
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isotoner Kochsalzlésung verdiinnt (¢ = 0,25 mg/ml) und bis zum Messbeginn bei 25 °C temperiert.
Jede Probe wurde finffach vermessen. Aus den Ergebnissen wurde nachfolgend das jeweilige
arithmetische Mittel berechnet. Fir die Histogrammdarstellungen wurde die intensitatsgewichtete
GroRenverteilung gewahlt. Die Datenauswertung erfolgte mit der Zetasizer Software 6.30 (Malvern

Panalytical Ltd, Malvern, Worcestershire, UK).

2.4.2.3 Mikroskopie

Lichtmikroskopie

Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden mit dem Lichtmikroskop Axio Lab (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Oberkochen, Deutschland) angefertigt. Das Mikroskop war hierbei mit der Digitalkamera
OLYMPUS UC 30 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) ausgestattet. Die
Auswertung erfolgte mittels OLYMPUS Software Stream motion 1.7 (Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland).

Transmissionselektronenmikroskopie negativ-kontrastierter Proben (negative-stain-EM)
Negativ-kontrastierte elektronenmikroskopische Aufnahmen (negative-stain-EM) wurden in
Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Meister, ZIK HALOmem und Institut fir Biochemie und
Biotechnologie, Naturwissenschaftliche Fakultat | — Biowissenschaften, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg, angefertigt.

Die Proben wurden bei Raumtemperatur prapariert. Hierfir wurden 10 pl der Dispersion
(c = 0,1 mg/ml) auf ein mit Formvar-Film beschichtetes Kupfernetz (Grid) gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von einer Minute wurde die Uberschissige Dispersion mit einem Filterpapier
entfernt. Im Anschluss daran wurden 10 pl einer 1 % (m/V) Uranylacetat-Losung (wassrig) auf das
Grid gegeben, fir 30 Sekunden inkubiert und nachfolgend ebenfalls mittels Filterpapier entfernt.
Aufnahmen der getrockneten Proben wurden mit Hilfe eines Transmissionselektronenmikroskops
EM 900 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Deutschland) angefertigt. Die Auswertung
erfolgte mittels OLYMPUS Software Soft Imaging Viewer 5.1 (Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland).

Transmissionselektronenmikroskopie kryopraparierter Proben (kryo-TEM)

Die Transmissionselektronenmikroskopie kryopraparierter Proben erfolgte in Zusammenarbeit mit
Frau PD Dr. Meister, ZIK HALOmem und Institut flir Biochemie und Biotechnologie,
Naturwissenschaftliche Fakultat | — Biowissenschaften, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg,
und Herrn Dr. Hause, Biozentrum, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg.

Die Proben wurden mit Hilfe des Kryopraparationssystems Leica EM GP (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Deutschland) bei Raumtemperatur prapariert. Hierfir wurden 6 pl der
Probenldésung (c =1 mg/ml) auf einem EM-Netz, welches mit einem perforierten Polymerfilm

beschichtet ist, platziert. Die Uberschissige Flissigkeit wurde nachfolgend mit Hilfe eines
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Filterpapiers entfernt. AnschlieRend wurde der diinne Probenfilm auf dem EM-Netz durch schnelles
EinschieRen in flissigem Ethan (ca. -89 °C) verglast. Die fertig praparierten Proben wurden Uber
die Dauer der Lagerung bis hin zur mikroskopischen Untersuchung bei einer Temperatur
unter -165°C gelagert. Aufnahmen wurden bei 120kV mit einem Libra 120 Plus
Transmissionselektronenmikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, Deutschland)
angefertigt. Das Mikroskop war hierbei mit einem Gatan 626 Cryo-Transfersystem (Gatan GmbH,
Minchen, Deutschland) sowie einer Dual-Speed Kamera BM-2k-120 (Tréndle Restlichtverstarker
Systeme, Moorenweis, Deutschland) ausgestattet. Die Auswertung erfolgte mittels OLYMPUS

Software Soft Imaging Viewer 5.1 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland).

2.4.2.4 Elektrophoretische Lichtstreuung (ELS)

Das Zetapotential nanoskaliger Formulierungen wurde mit Hilfe der elektrophoretischen
Lichtstreuung (ELS) bestimmt. Die Messungen erfolgten mit einem Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical Ltd., Malvern, Worcestershire, UK) im Forwardscattering-Modus, in einem Winkel von
13 °. Die Proben wurden hierfir in isoosmotischen Medien (jeweils isoton) verdinnt
(c=0,25 mg/ml). Sowohl 5% (m/V) Glucoselésung (Leitfahigkeit: 1,7 —2,1 mS/cm) als auch
isotone Kochsalzlésung (Leitfahigkeit: 16 — 20 mS/cm) wurden verwendet. Jede Probe wurde
funffach vermessen. Aus den Ergebnissen wurde nachfolgend das jeweilige arithmetische Mittel
berechnet. Die Datenauswertung erfolgte mit der Zetasizer Software 6.30 (Malvern Panalytical Ltd,

Malvern, Worcestershire, UK).

2.4.2.5 Ring Methode nach Du Nouy

Die Ring Methode nach Du Nouy diente der Bestimmung der kritischen Mizellbildungs-
konzentration (CMC) von Natriumcholat. Es wurde das Tensiometer K8 mit einem Du Nouly Ring
(Kriiss, Hamburg, Deutschland) verwendet. Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur. Hierfur
wurde eine Natriumcholat-Stammlésung in isotoner Kochsalzlésung hergestellt und nachfolgend
geometrisch verdinnt. Die Bestimmung der Oberflachenspannung erfolgte dreifach. Aus den
Ergebnissen wurde nachfolgend das jeweilige arithmetische Mittel berechnet. Durch Auftragen der
Oberflachenspannungen gegen die Natriumcholat-Konzentration wurde die CMC graphisch

ermittelt.

2.4.2.6 Tribungsmessung

Durch Bestimmung der Trubung konnte die Menge an Natriumcholat ermittelt werden, die
notwendig ist, um ein Phospholipid vollstandig zu solubilisieren. Die Trubung wurde bei einer
Wellenlange von A 660 nm spektralphotometrisch mit dem Spektralphotometer Spekol 1200
(Analytik Jena AG, Jena, Deutschland) gemessen. Die Null-Wert-Bestimmung erfolgte mit isotoner
Kochsalzlésung. Alle Messungen wurden dreifach durchgefuhrt. Aus den Ergebnissen wurde

nachfolgend das jeweilige arithmetische Mittel berechnet.
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2.4 .3 Biologische Analytik
2.4.3.1 Zellviabilitat

Die Etablierung und Optimierung des Zellviabilitats-Assays sowie die Bestimmung der Zelltoxizitat
einiger Liposomenformulierungen erfolgte im Rahmen der Masterarbeit ,Untersuchung der in vitro
Toxizitat nanoskaliger Arzneistoffformulierungen“'®, welche Frau M.Sc. Martinez (Biochemie) in
der Arbeitsgruppe von Prof. Mader, Institut fir Pharmazie, Naturwissenschaftliche Fakultat | —
Biowissenschaften, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, anfertigte.

Es wurden zwei Fibroblasten-Zelllinien, eine murine (3T3) sowie eine humane Zelllinie (normal
human dermal fibroblasts, NHDF), verwendet. Die Lebensfahigkeit (bzw. metabolische Aktivitat)
beider Zelllinien wurde mittels Resazurin-Assay bestimmt (Resazurin Natrium, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland). Die Fluoreszenzintensitat des Produktes Resorufin
wurde mittels des Cytation™ 5 Cell Imaging Multi-Mode Lesers (Winooski, Vermont, USA),

ausgestattet mit einem RFP Filtersatz (Aex 531 nm, Aem 593 nm), quantifiziert.

Die Zellen wurden in den nachfolgend aufgeflihrten Zellkulturmedien Kkultiviert (gesattigte
Luftfeuchtigkeit, 37 °C, 5 % CO.):

e 3T3: Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) [Lonza GmbH, KoéIn, Deutschland, hoher
Glucosegehalt (ohne Phenolrot), erganzt mit 2 mM L-Glutamin, bzw. Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland, hoher Glucosegehalt. Beide zusatzlich erganzt mit 10 %
(V/IV) fetalem Kalberserum (FBS), 4 mM Natrium-Pyruvat sowie 100 I.E. Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin, alles Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland]

e NHDF: Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) [Lonza GmbH, Kdéln, Deutschland,
hoher Glucosegehalt (ohne Phenolrot), erganzt mit 2 mM L-Glutamin, bzw. Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland, hoher Glucosegehalt. Beide zusatzlich erganzt
mit 10 % (V/V) FBS, sowie 100 I.E. Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin, alles Sigma
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland].

Das Passagieren der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von mind. 90 % mittels Trypsin-EDTA-
Lésung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland). Die Zell-Passagen 12 bis 21
fanden fur die Charakterisierung der Zellviabilitdt Verwendung. Hierfur wurden beide Zelllinien
jeweils in 96-Lochplatten mit definierter Zellzahl ausgesat und fur 24 Stunden vorinkubiert. Die
jeweilige Zellzahl richtete sich hierbei nach Zelllinie und Inkubationszeit. Die verwendeten

Zellzahlen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Zelldichten je Fibroblasten-Zelllinie.

Zelllinie Zelldichte (Zellen/Loch)

4 Stunden Inkubation 24 Stunden Inkubation 48 Stunden Inkubation
NHDF 2*104 108 o
3T3 1*104 1*104 5*103

Am darauffolgenden Tag wurden die nanoskaligen Formulierungen vorverdinnt und in definierten
Konzentrationen zu den Zellen zugegeben. Nachfolgend wurden diese fir die entsprechenden
Inkubationszeiten (4, 24, 96 Stunden) inkubiert. Daran anschlielend erfolgte die Zugabe der
Resazurin-Lésung [0.025 mg/ml in Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland] und eine Inkubation flir weitere 2 Stunden. Die Fluoreszenz-
intensitdt des Produktes Resorufin wurde nachfolgend quantitativ bestimmt. Neben Leerwerten
(reines Medium ohne Zellen) wurden Positiv- [Triton X-100, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland, ¢ = 0,025 % (m/V)] sowie Negativkontrollen (Medium) mitgefuhrt. Jede
Probenbedingung wurde hierbei in 8 Replikaten inkubiert. Im Rahmen der Datenanalyse wurde
das Leerwertsignal von den Fluoreszenzsignalen der Negativkontrolle und Proben subtrahiert.
Weiterhin wurde das arithmetische Mittel der Negativkontrolle als 100 % definiert und nachfolgend
die relativen Fluoreszenzintensitaten der Proben berechnet. Aus den 8 Replikaten wurde ebenfalls
das arithmetische Mittel gebildet. Um die Qualitdt der Untersuchung der Zellviabilitat zu
gewabhrleisten, wurden nur Experimente berilicksichtigt, deren relative Standardabweichung der

Negativkontrolle < 15 % war.

2.4.3.2 Hamolyse

Die Etablierung und Optimierung des Hamolyse-Assays erfolgte in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Loppnow, Universitatsklinik und Poliklinik fur Innere Medizin I,
Universitatsklinikum Halle (Saale). Die humanen Erythrozyten (RBC) wurden aus dem Vollblut
gesunder Spender gewonnen. Das Vollblut stammte aus der Einrichtung fur Transfusionsmedizin
des Universitatsklinikums Halle (Saale) und war entsprechend des dort bestehenden
Qualitatsmanagementsystems getestet und freigegeben. Das Arbeiten mit humanen RBC war
durch die Ethik-Kommission des Universitatsklinikums Halle (Saale) bewertet und genehmigt.

Die RBC wurden durch Dichtegradientenzentrifugation von heparinisiertem Vollblut (Biocoll-
Trennlésung, 1,077 g/ml, isotonisch, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) erhalten. Sie waren
das Nebenprodukt bei der Gewinnung humaner mononuklearer Zellen. Die RBC wurden nach
Separierung dreimal mit PBS (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) gewaschen. Nach
Zentrifugation (Tischkihlzentrifuge 3-18 K, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode im Harz,
Deutschland, 2.660 x g; 7 Minuten) wurde die Zellzahl bestimmt (Trypanblau-Farbung, Neubauer-
Zahlkammer improved, C-Chip Zahlkammer, NanoEnTek Inc., Waltham, USA) und die RBC-

Stammlosung in PBS eingestellt (8 x 10° Zellen/ml). 0,5 ml dieser RBC-Stammldsung wurden

21



Material und Methoden

nachfolgend vorsichtig mit 0,5 ml vorverdiinnter nanoskaliger Formulierungen gemischt und fir
60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Daran anschlieRend wurden die Proben zentrifugiert (Centrifuge
5415 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland, 2.300 x g; 5 Minuten) und je 10 ul des
Probenuberstandes in mit 90 ul PBS gefillliten 96-Lochplatten transferiert und gemischt. Das
freigesetzte Hamoglobin wurde mittels des Plattenlesegerats Infinite® 200 Pro (Tecan Group Ltd.,
Mannedorf, Schweiz) spektralphotometrisch quantifiziert (Absorbanzmessung bei A 540 nm).
Reines PBS wurde flir den Leerwert verwendet, isotone Kochsalzldsung diente als Negativ-, 2 %
(m/V) Natriumdodecylsulfat-Lésung (SDS) als Positivkontrolle. Jede Probenbedingung wurde in 3
Replikaten erstellt. Fir die Datenanalyse wurde das Leerwertsignal von den Probensignalen
subtrahiert. Das arithmetische Mittel der Positivkontrolle wurde als 100 % definiert und die dazu
relativen Probenwerte berechnet. Aus den 3 Replikaten wurde ebenfalls das arithmetische Mittel
gebildet. Um die Qualitat der Untersuchung der Hamolyseeigenschaften zu gewahrleisten, wurden
nur Experimente bertcksichtigt, deren relative Standardabweichung der Positivkontrolle < 25 %

war.

Die Hamolyseeigenschaften wurde gemaR des Standards F756 -Standard Practice for Assessment
of Hemolytic Properties of Materials der American Society for Testing and Materials (ASTM)

ausgewertet.'® Sie wurde wie folgt klassifiziert:

* 0%-2%: nicht hdmolytisch
* 2%-5%: leicht hamolytisch
. 5 %: hamolytisch

2.4.3.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen

Die Etablierung des Assays zur Bestimmung der Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen (MPM)
(direkte Stimulation) erfolgte durch Frau Dr. Mauch im Rahmen ihrer Dissertation ,Der Einfluss von
PS-Liposomen auf die Makrophagenaktivitait im Kontext vom Myokardinfarkt“''® in der
Arbeitsgruppe von Herr Prof. Hofmann und Dr. Ramos, vormals Universitatsklinik und Poliklinik far
Innere Medizin Ill, Universitatsklinikum Halle (Saale), aktuell Medizinische Klinik und Poliklinik I,
bzw. Deutsches Zentrum fur Herzinsuffizienz (DZHI) Wiurzburg, beide Universitatsklinikum
Wiarzburg.

MPM wurden aus dem Peritoneum mannlicher Mause [C57BL/6J WT bzw. SKH1, Alter: zwei bis
drei Monate, Charles River Laboratories, Wilmington, USA bzw. hausinterne Zucht im Zentrum fur
Medizinische Grundlagenforschung (ZMG), Medizinische Fakultat, Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg] gewonnen. Die Mause wurden zuerst durch zervikale Dislokation getotet (hausinterne
Anzeigennummer des ZMG fir die Meldung der Tétung von Wirbeltieren zu wissenschaftlichen
Zwecken gemaf §4 Abs. 3 TierSchG: K6IIIM9). Anschlieend wurde jedes Peritoneum mit je 8 ml
gekihltem und heparinisiertem PBS (10 I.E. in PBS, Heparin-Natrium, Injektionslésung,
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25.000 I.LE/5 ml, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) gespult. Nachfolgend wurden die
gesammelten Peritonealflissigkeiten vereinigt und bis zur Aufreinigung auf Eis gelagert. Nach
Zentrifugation (Tischkihlzentrifuge 3-18K, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode im Harz,
Deutschland, 400 x g, 10 Minuten, 4 °C) wurde die Zellsuspension in Lysepuffer (1 ml RBC Lysis
Buffer, Biolegend, San Diego, CA, USA) resuspendiert. Dies diente der Lyse eventuell vorhandener
RBC. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml geklhlter Hank’s Salzlésung (Biochrom GmbH,
Berlin, Deutschland, gepuffert) mit einem Zusatz von 1 % bovinem Serumalbumin (Albumin
Fraktion V, proteasefrei, Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) gestoppt.
AnschlieRend wurden die Zellen erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen
in Medium (DMEM, beinhaltet bzw. versetzt mit 3,7 g/l NaHCOs;, 1,0 g/l D-Glucose; 10 % FBS,
2 mM L-Glutamin, 100 L.E. Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, alles Biochrom GmbH, Berlin,
Deutschland) resuspendiert. Die Qualitat der Zellen wurde durch Zellzédhlung in Trypanblau
(Bestimmung der Zellviabilitdt) und Turk’scher Losung (Erythrolyse, Anfarben der Leukozyten-
kerne) ermittelt (Neubauer-Zahlkammer improved, C-Chip Zahlkammer, NanoEnTek Inc.,
Waltham, USA). AnschlieRend wurden die Zellen mit Medium verdinnt und in 48-Lochplatten
ausgesat (100.000 Zellen/Loch). Nach 2 Stunden Inkubation (37 °C, 7,5 % CO;) wurden die Zellen
zweimal mit warmen PBS gewaschen, um nicht an der Lochplatte anhaftende Zellen zu entfernen.
Nachfolgend wurde neues Medium zugesetzt. Im Anschluss daran wurden die in Medium
vorverdinnten nanoskaligen Formulierungen zugegeben und die Zellen fiir 24 Stunden inkubiert.
Die anschlieRende Zellstimulation erfolgte durch Zugabe einer Mischung aus murinem IFN-y
(mIFN-y, 10 U/ml, Peprotech, Hamburg, Deutschland) und LPS aus E.coli (1 ng/ml; aufgereinigt
durch lonenaustauschchromatographie, TLR-Ligand getestet, Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland). Es wurden zwei Stimulationsprotokolle angewandt (Abbildung 9).

Direkte Stimulation Sequentielle Stimulation
N XN < X
nanoskalierle 7 = nanoskalierte - =
Formulierung E mIFNvaPST Formulierung E mIFNvaPST
Peritoneal- \ \ Peritoneal- \
lavage Y oan N }  lavage Y2 v
‘ ¢ . 24h . ¢ . 24h . 24h )
—4 p t == = Analytik —4 — ¢ — gm— W-— gy —— Analytik

C57BL/6J WT bzw. SKH1 Mause, C57BL/6J WT bzw. SKH1 Mause,

mannlich, 2 - 3 Monate alt mannlich, 2 - 3 Monate alt

Abbildung 9: Stimulationsprotokolle fiir die Bestimmung der immunmodulierenden Aktivitidt nano-
skaliger Formulierungen auf MPM.

In A) ist die direkte Stimulation in B) die sequentielle Stimulation inklusive Waschschritt (W) dargestellt.

Bei der direkten Stimulation (Abbildung 9A) erfolgte die Zugabe von mIFN-y/LPS direkt auf die
Zellen, wobei die nanoskalige Formulierung vorhanden war. Fir die sequentielle Stimulation

(Abbildung 9B) hingegen wurde die nanoskalige Formulierung durch einen Waschschritt entfernt,
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bevor mIFN-y/LPS zugegeben wurde. Unstimulierte Zellen dienten als Negativ-, stimulierte Zellen
ohne Zugabe von Probe als Positivkontrolle. Nach einer weiteren Inkubation Gber 24 Stunden
wurden die 48-Lochplatten zentrifugiert (Tischkuhlzentrifuge 3-18K, Sigma Laborzentrifugen
GmbH, Osterode im Harz, Deutschland, 400 x g, 3 Minuten, 4 °C), die Zellkulturiberstande
abgenommen und bis zur biochemischen und immunologischen Analytik (2.4.4 Biochemische und

immunologische Analytik) bei -20 °C eingefroren.

2.4.4 Biochemische und immunologische Analytik

2.4.4.1 Enzym-linked-immunosorbent Assay (ELISA)

Das ELISA MAX™ Standard Set Mouse TNF-a (Biolegend, San Diego, CA, USA) wurde geman
Herstellerangaben verwendet. Die Absorbanz des farbigen Endproduktes wurde bei einer
Wellenlange von A 450 nm mittels Plattenlesegerat Infinite® 200 Pro (Tecan Group Ltd., M&nnedorf,
Schweiz) bestimmt. Fur die Datenanalyse wurde das Leerwertsignal von den Probensignalen
subtrahiert und anhand der Standardkurve die Probenkonzentration ermittelt. Nachfolgend wurde
das arithmetische Mittel der Positivkontrolle als 100 % definiert und die dazu relativen Probenwerte
berechnet. Um die Qualitat der Experimente zu gewahrleisten, wurden nur solche berlcksichtigt,

deren relative Standardabweichung der Positivkontrolle < 25 % war.

2.4.4.2 Multiplex-Assay

Fur die detailliertere Analytik ausgewahlter Proben fand der Multiplex-Assay LEGENDplex™
Mouse Inflammation Bead-based Immunoassay (Biolegend, San Diego, CA, USA) Anwendung. Er
wurde gemal Herstellerangaben durchgefiihrt. Die nachfolgend aufgelisteten Zytokine wurden
parallel bestimmt. lhre wichtigsten biologischen Eigenschaften fast Tabelle A1 im Anhang

Zusammen.
IL-23, IL-1q, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-12p70, IL-1B, IL-10, IL-6, IL-27, IL-17A, IFN-B, GM-CSF

Die Auswertung des Multiplex-Assays erfolgte mittels des Durchflusszytometers LSR Il Fortessa

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Die Gerateeinstellungen fasst Tabelle 4 zusammen.

Tabelle 4: Gerateeinstellungen fiir die Multiplex-Analytik mittels Durchflusszytometer LSR Il Fortessa.

Parameter Bedingung
Exzitation
Partikeleigenfluoreszenz (APC) 639 nm
Antigen-Antikérper-Komplex (SA-PE) 561 nm
Emission
Partikeleigenfluoreszenz (APC) 660 nm
Antigen-Antikérper-Komplex (SA-PE) 575 - 585 nm
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Die Daten des Durchflusszytometers wurden mit der Software LEGENDplex v8.0 (Biolegend, San
Diego, CA, USA) ausgewertet. Fir jedes einzelne Zytokin wurde eine Standardkurve erstellt und
daraus die Probenkonzentration berechnet. Die Basislinienkorrektur erfolgte automatisch.
AnschlieRend wurde das arithmetische Mittel der Positivkontrolle als 100 % definiert und die dazu

relativen Probenwerte berechnet.

2.4.4.3 Multispektrale Fluoreszenzmikroskopie

Der qualitative Nachweis der Phagozytose von Liposomen durch MPM erfolgte mittels
multispektraler Fluoreszenzmikroskopie. Hierfir wurden neben den DiR-markierten Liposomen
(2.3.1.2 Markierung der Liposomen) auch die Zellmembran (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethyl-
indocarbocyanin-Perchlorat, Dil, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) und
der Zellkern (DAPI, 4',6-Diamidino-2-Phenylindol, Dihydrochlorid, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA) angefarbt.

Die Zellen (100.000 Zellen/Loch) wurden in 8-Loch-Kammer-Objekttragern (Nunc™ Lab-Tec™ ||
Chamber Slide™ System, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) mit
phenolrotfreiem Medium (DMEM, Lonza GmbH, Kdéln, Deutschland, beinhaltet bzw. erganzt mit
3,7 g/l NaHCOs3, 4,5 g/l D-Glucose; 10 % FBS, 2 mM L-Glutamin, 100 I.E. Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, alles Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) kultiviert. Nach Zugabe der Liposomen
und anschlieBender Stimulation (direkt bzw. sequentiell, Abbildung 9) wurde das Medium entfernt
und die Zellen in 4 % Formalin (in PBS) fir 10 Minuten fixiert. Uberschiissiges Formalin wurde
durch Waschen (dreimal, PBS, fur je 5 Minuten) entfernt. Die Zellmembran wurde nachfolgend mit
5 ug/ml Dil (in PBS) fir 10 Minuten angefarbt. Uberschissiges Dil wurde durch Waschen (dreimal,
PBS, fur je 5 Minuten) entfernt. Die Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte durch Inkubation
mit 1 mg/ml Triton X-100 (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) in PBS
(10 Minuten). Nach dem Waschen (dreimal, PBS, fur je 5 Minuten) wurde der Zellkern mit 300 nM
DAPI (in PBS) angefarbt. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten unter Lichtschutz wurde
Uberschussiges DAPI durch Waschen entfernt (dreimal, PBS, fur je 5 Minuten). Die 8-Loch-
Kammer-Objekttrager wurden anschlieiend mit ProLong™ Diamond Antifade Mountant (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) eingebettet, 24 Stunden bei
Raumtemperatur gelagert und anschlieBend mittels des Leica DM 4000 B
Fluoreszenzdurchlichtmikroskops, ausgestattet mit einem Nuance® Ex multispectral
Imagingsystem (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA) mikroskopiert. Das Mikroskop ist mit einer
200 W Halogen-Metalldampf-Lampe ausgestattet. Graustufen- und Fluoreszenzbilder wurden mit
einer 1,4 MP CCD Kamera aufgenommen (Arbeitstemperatur des CCD Sensors: 8 °C). Die

wichtigsten Einstellungen sind tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Gerateeinstellungen fiir die multispektrale Fluoreszenzmikroskopie am Nuance® Ex

multispectral Imagingsystem.

Parameter Bedingung
Exzitation (Schmalband-Filter, BP)
DAPI 340 — 380 nm
Dil 515 - 560 nm
DiR 710 =775 nm
Emission (Langpass-Filter, LP) + Bedingungen
DAPI 470 nm (450 — 650 nm; 10 nm Schritte)
Dil 590 nm (595 — 800 nm; 10 nm Schritte)
DiR 780 nm (785 — 950 nm; 10 nm Schritte)
Vergroflierung
Okular 10 x
Objektiv 40 x
Belichtung Automatischer Modus
Belichtungszeit optimal fir jeweiligen Fluorophor,
1-5000 ms
Binning 2x2

Die Auswertung erfolgte mit der Software Nuance® (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA). Fir
jeden BP-Filter wurden Dateien, sogenannte Cubes, erstellt, welche fir die untersuchten
Wellenlangen (LP-Filter-Messbereich) die spektralen Informationen enthalten. Mit Hilfe einer
vorher eingepflegten Spektrenbibliothek, welche die spektralen Informationen fir den Hintergrund
(Objekttrager), DiR (Liposomen), Dil (Makrophagenzellmembran) und DAPI (Zellkern) enthielt,
wurde jeder Cube des jeweiiligen Fluorophors in entsprechende 12-bit Graustufenbilder zerlegt.
Fir die qualitative Auswertung wurden die 12-bit Graustufenbilder selektiert, welche die
Fluoreszenzinformationen des jeweiligen Fluorophors bei optimaler BP- und LP-Filter-Kombination
enthielten. Fur den jeweiligen Fluorophor wurde eine definierte Farbe festgelegt (DAPI = blau, Dil
= rot, DIR = grun). Nachfolgend wurde mittels der Bildbearbeitungssoftware GNU Image
Manipulation Program (GIMP, Version 2.8.22, https://www.gimp.org/), der Hintergrund der
jeweiligen Fluorophorbilder als transparent gesetzt und die Einzelbilder als Ebenen in einem Bild

Ubereinandergelegt und als Gesamtdarstellung zusammengeflgt.
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2.5 In vivo und ex vivo Charakterisierung

2.5.1 Aligemeines

In vivo Biodistributionsstudien und ex vivo Charakterisierungen am gesunden und myokaridal
infarktierten  Tier wurden im Rahmen des Versuchsvorhabens ,Modulation der
Inflammationsreaktion nach Myokardinfarkt mit den Phospholipiden Phosphatidylserin und
Phosphatidylglycerol in nano-skaligen Formulierungen® (Anzeigennummer fir die Genehmigung
von Versuchen am lebenden Tier: 42502-2-1500 Martin-Luther-Universitat, erteilt durch das
Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, Referat Verbraucherschutz, Veterindrangelegenheiten)
durchgefiihrt. Leiterin des Versuchsvorhabens ist Frau Dr. Lucas, Institut fur Pharmazie,
Naturwissenschaftliche Fakultat | — Biowissenschaften, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg.
Sie und Dr. Rieckmann, Universitatsklinik und Poliklinik fiir Innere Medizin Ill, Universitatsklinikum

Halle (Saale), Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, nahmen die Manipulationen am Tier vor.

2.5.2 Mause

Es wurden haarlose, immunkompetente Mause mit Albinohintergrund (SKH1) verwendet. Diese
stammten aus der hausinternen Zucht des ZMG, Medizinische Fakultat, Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg und wurden zu maximal finf Tieren je Kafig in geschlossenen, vollklimatisierten
Kafigsystemen gehalten. lhr Tag/Nacht-Rhythmus war einem vollautomatischen Lichtregime

unterworfen. Sie erhielten Wasser und Futter ad libitum.

2.5.3 Experimentelles Versuchsdesign

2.5.3.1 Untersuchung der in vivo und ex vivo Biodistribution am gesunden Tier

Die Charakterisierung der Biodistribution der Liposomen im gesunden Tier erfolgte mittels in vivo
und ex vivo Fluoreszenzbildgebung (fluorescence imaging, Fl). Sowohl 6 weibliche wie auch 6
mannliche Mause wurden untersucht. Ein entsprechendes Versuchsablaufprotokoll zeigt
Abbildung 10.

l i.v. Applikation
B 2 Méause - Endpunkt: 2 Méause - Endpunkt: 2 Mause - Endpunkt:
"ﬁ' Tétung -1h -24h -48h
: 6 Mause - Zeitpunkte: 4 Mause - Zeitpunkt: 2 Mause - Zeitpunkt:
@i Bildgebun p p P
regening @ -0.25h @ -24h @ -48h
- 1h
6 SKH1 Méuse d h
 —— | ! | -
0 3 6 12 24 36 48 Zeit (h)

Abbildung 10: Versuchsablaufschema fiir die in vivo und ex vivo Biodistributionsuntersuchung am
gesunden Tier.

Fur jedes Geschlecht wurden jeweils 6 Mause untersucht.
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Jede Liposomenformulierung wurde somit in 12 Mausen getestet. Dies entspricht vier Tieren pro
Endpunkt (Abbildung 10). Zu Beginn wurden jeder Maus 100 pl Liposomen (5 mg/ml) i.v. in die
Schwanzvene appliziert. Anschlieiend wurden die Mause fir das in vivo Fl narkotisiert. Im
Anschluss an den jeweils letzten Zeitpunkt der Bildgebung (Endpunkte: 1, 24 oder 48 Stunden,
Abbildung 10) wurden die Mause noch in Narkose durch zervikale Dislokation get6tet. Nachfolgend
wurden die inneren Organe entfernt, in PBS gespult und auf 12-Lochplatten flr das ex vivo FI
platziert (Tabelle 7, Tabelle 8).

2.5.3.2 Untersuchung der in vivo und ex vivo Biodistribution am infarktierten Tier

Die Charakterisierung der Biodistribution der Liposomen in der myokardial infarktierten Maus
erfolgte mittels invivo und exvivo FlI sowie Immunhistologie. Ein entsprechendes
Versuchsablaufprotokoll zeigt Abbildung 11.

QP v
l i.v. Applikation Encfr;usntl:t:
Tétung Zeitpunkt: Zeitpunkt: Zeitpunkt:
T @ -075h @8 -24n @8 -48h
@m Bidgebung
l Einfachgabe
” verglichen mit
l l i Mehrfachgabe
SKH1 Mause
 —— | | | =
0 3 6 12 24 36 48 Zeit (h)

Abbildung 11: Versuchsablaufschema fiir die in vivo und ex vivo Biodistributionsuntersuchung am
myokardial infarktierten Tier.

Die Mause erhielten Liposomen entweder einfach oder mehrfach (dreifach).

Jede Liposomenformulierung wurde in zwei Applikationsschemata untersucht. Es wurde zwischen
Einfach- und Mehrfachgabe (dreifach) unterschieden (Abbildung 11). Initial, vor dem Setzen des
Herzinfarktes (experimenteller Myokardinfarkt, EMI), erhielt jede Maus 100 pl Liposomen (5 mg/ml)
i.v. in die Schwanzvene appliziert. Die Mause der Mehrfachgabe erhielten zusatzlich 24 und
48 Stunden nach EMI nochmals jeweils 100 pl Liposomen i.v. appliziert. Sofort nach dem Setzen
des EMI, noch in Narkose, erfolgte eine erste Bildgebung. Im Anschluss an den jeweils letzten
Zeitpunkt der Bildgebung (Endpunkt: 48 Stunden, Abbildung 11) wurden die Mause noch in
Narkose durch zervikale Dislokation getdtet. Nachfolgend wurden die inneren Organe entfernt, in

PBS gespdilt und auf 12-Lochplatten fir das ex vivo Fl platziert (Tabelle 7, Tabelle 8).

2.5.3.3 Experimenteller Myokardinfarkt (EMI)
Das Setzen des experimentellen Myokardinfarkts wurde durch den Tierarzt Herr Dr. Rieckmann,

Universitatsklinik und Poliklinik flr Innere Medizin Ill, Universitatsklinikum Halle (Saale), Martin-

28



Material und Methoden

Luther-Universitat Halle-Wittenberg, vorgenommen. Unter strengen aspektischen Bedingungen
flhrte er eine permanente Ligation der linken Koronararterie durch.'"'2 Fiir eine detaillierte

Beschreibung der Durchfiihrung wird auf seine Dissertation verwiesen.?

2.5.4 In vivo und ex vivo Analytik

2.5.4.1 In vivo und ex vivo Fluoreszenzbildgebung (FI)

Die in vivo und ex vivo Bildgebung erfolgte mit dem IVIS Spektrum Fl system (PerkinElmer, Inc.,
Waltham, MA, USA). Hierfur wurden die Mause mittels Isofluran (Initial: 2,5 % Isofluran in
Sauerstoff bei 3 I/Minute, Erhaltung: 2,5 % lIsofluran in Sauerstoff bei 0,3 I/Minute) narkotisiert
(Narkosesystem XGlI-8, Caliper LifeSciences, Runcorn, Cheshire, Grof3britanien) und im auf 37 °C
temperierten IVIS Spectrum platziert. Das Gerat ist mit einer 150 W Quartz Wolfram Halogen
Lampe ausgestattet. Graustufen- und Fluoreszenzbilder wurden mit einer 4,1 MP (2048 x 2048)
CCD Kamera aufgenommen (Arbeitstemperatur des CCD Sensors: -90 °C). Die wichtigsten

Einstellungen sind tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 6).

Tabelle 6: Gerateeinstellungen fiir die Fluoreszenzbildgebung am IVIS Spectrum.

Parameter Bedingung
Exzitation (DiR) 745 nm (30 nm Bandbreite)
Emission (DiR) 800 nm (20 nm Bandbreite)
Aufnahmefeld
Maus D (FOV 22,5 cm)
Organ C (FOV 13,0 cm)
Belichtungseinstellungen automatischer Modus
Belichtungszeit 0,5 - 60 Sekunden
Binning 1-8
F/Stop 1-8
Ziel-Zahl Photonen 6000

Die Bildgebung erfolgte zu den in Abbildung 10 und Abbildung 11 definierten Zeitpunkten von je

vier Seiten:

dorsal (Ruckenansicht)

lateral rechts (Seitenansicht, rechts)

ventral (Bauchansicht)

lateral links (Seitenansicht, links)

Hierbei wurde darauf geachtet die Injektionsstelle abzudecken, um Verfalschungen wahrend des
in vivo Fl zu vermeiden. Ex vivo wurden die in Tabelle 7 und Tabelle 8 aufgelisteten Organe in zwei

12-Lochplatten platziert und analysiert.
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Tabelle 7: Auftragungsschema Platte 1 fiir das ex vivo Fl.

1 2 3 4
Blut (Réhrchen) Leber Milz Zwolffingerdarm
B | Herz Niere, Nebenniere Pankreas Blinddarm
C | Lunge Harnblase Magen Kolon
Tabelle 8: Auftragungsschema Platte 2 fiir das ex vivo Fl.
1 2 3 4
Hirn Femur, Knie, Tibia Besonderheiten Hautnarbe
B | Haut Oberschenkelmuskel | Besonderheiten Thoraxnarbe
subkutanes Fettgewebe | Uterus, Eierstdcke Besonderheiten Lymphknoten

Die Auswertung der in vivo und ex vivo Bilder erfolgte mit der Software Living Image® (PerkinElmer,
Inc., Waltham, MA, USA). Der Parameter (Total) Radiant Efficiency (TRE) wurde ausgewertet. Er
bertcksichtigt neben der Zahl der detektierten Photonen, der Belichtungszeit und —flache, sowie
einem festen Raumwinkel (Steradiant) auch die Belichtungsintensitat und ermaoglicht somit einen
quantitativen Vergleich zwischen verschiedenen Proben und Aufnahmezeitpunkten. Fir die
Quantifizierung wurden ,Bereiche von Interesse“ (Region of Interest, ROI) definiert. In vivo Studien
wurden mit einer ellipsoiden ROI (Hauptachse: 9,7 cm; Nebenachse: 4,47 cm), ex vivo Studien mit
einem 4 x 3 Gitternetz (je Gitterfeld: Langsachse: 2,65 cm, Querachse: 2,65 cm) festgelegt und die
TRE bestimmt. Anschlieliend wurde das Leerwertsignal (Kontroll-Maus) von den Probensignalen
subtrahiert. Die Fluoreszenzintensitat des Zeitpunktes 15 Minuten nach Applikation wurde fir die
in vivo Studien als 100 % definiert und nachfolgend die dazu relativen Fluoreszenzintensitaten

berechnet. Ex vivo diente die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Leber als Referenz.

2.5.4.2 Immunhistologie

Die Etablierung und Durchfuhrung der immunhistologischen Farbungen oblag Dr. Rieckmann,
Universitatsklinik und Poliklinik fur Innere Medizin Ill, Universitatsklinikum Halle (Saale), Martin-
Luther-Universitat.

Repréasentative ex vivo Organe der infarktierten Mause wurden immunhistologisch gefarbt. Hierflr
wurden die Organe in Tissue Tec® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen,
Deutschland) schockgefroren. Anschief3iend wurden die Organe in 5 um dicke Tranchen (Leber,
Milz) oder 8 um dicke Tranchen (Herz, infarktiertes Gebiet) geschnitten und auf Objekttrager
getrocknet und nachfolgend bei -20 °C gelagert. Vor der immunhistologischen Farbung wurden die
Proben mittels Cytofix (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) fixiert, gewaschen (dreimal, PBS, fir
je 5 Minuten) und mit Superblock (ScyTek LABORATORIES Inc., Logan, UT, USA) fur ca.

30 Minuten geblockt. Monozyten und Makrophagen wurden anschlieBend mit 2,5 pg/ml
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ALEXA Fluor® 594 nm Anti-Maus CD68 Antikorper (in PBS) fir 2 Stunden bei Raumtemperatur in
einer Feuchtekammer im Dunkeln inkubiert. Nachfolgend wurden die Proben gewaschen (dreimal,
PBS, fur je 5 Minuten) und anschlieBend jede Probe mit einem Tropfen DAPI enthaltendes
Immunoselect Antifading Mounting Medium (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) eingebettet.
Das Mikroskopieren der Proben erfolgte mit dem Leica DM 4000 B Fluoreszenz-
durchlichtmikroskop, welches mit mit einem Nuance® Ex multispectral Imagingsystem
(PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA) ausgestattet ist. Nachfolgend sind die wichtigsten

Einstellungen tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 9).

Tabelle 9: Geriteeinstellungen fiir die multispektrale Inmunfluoreszenzmikroskopie am Nuance® Ex

multispectral Imagingsystem.

Parameter Bedingung
Exzitation (Schmalband-Filter, BP)
DAPI 340 — 380 nm
Gewebeautofluoreszenz 450 — 490 nm
Alexa Fluor 594 nm CD 68 Antikorper 515 - 560 nm
DiR 710 =775 nm
Emission (Langpass-Filter, LP) + Bedingungen
DAPI 470 nm (450 — 650 nm; 10 nm Schritte)
Gewebeautofluoreszenz 515 nm (520 — 720 nm; 10 nm Schritte)
ALEXA Fluor 594 nm CD68 Antikdrper 590 nm (595 — 800 nm; 10 nm Schritte)
DiR 780 nm (785 — 950 nm; 10 nm Schritte)
VergréRerung
Okular 10 x
Objektiv 40 x
Belichtung Automatischer Modus
Belichtungszeit optimal fur jeweiligen Fluorophor,
1-5000 ms
Binning 2x2

Die Auswertung erfolgte mit der Software Nuance® (PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA). Fiir
jeden BP-Filter wurden Cubes erstellt, welche fir die untersuchten Wellenlangen (LP-Filter-
Messbereich) die spektralen Informationen enthalten. Mit Hilfe einer vorher eingepflegten
Spektrenbibliothek, welche die spektralen Informationen fir den Hintergrund (Objekttrager), DiR
(Liposomen), ALEXA Fluor 594 nm CD68 Antikdrper (Makrophagenzellmembran), Gewebeauto-
fluoreszenz und DAPI (Zellkern) enthielt, wurde jeder Cube des jeweiiligen Fluorophors in
entsprechende 12-bit Graustufenbilder zerlegt. Fir die qualitative Auswertung wurden die 12-bit
Graustufenbilder selektiert, welche die Fluoreszenzinformationen des jeweiligen Fluorophors bei
optimaler BP- und LP-Filter-Kombination enthielten. Fur den jeweiligen Fluorophor wurde eine
definierte Farbe festgelegt (DAPI = blau, Gewebeautofluoreszenz = weil3, ALEXA Fluor 594 nm
CD68 Antikorper = rot, DiR = gruin). Nachfolgend wurde mittels der Bildbearbeitungssoftware GNU
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Image Manipulation Program (GIMP, Version 2.8.22, https://www.gimp.org/), der Hintergrund der
jeweiligen Fluorophorbilder als transparent gesetzt und die Einzelbilder als Ebenen in einem Bild

Ubereinandergelegt und als Gesamtdarstellung zusammengefugt.

2.6 Statistik

Die Berechnung von absoluten und relativen Werten, arithmetischen Mitteln, absoluten und
relativen Standardabweichungen sowie die lineare Regression von Standardkurven mit der
Ermittlung von Geradengleichung und Bestimmtheitsmal R? erfolgte mittels Microsoft Office Excel
2010 (Microsoft Corporation, USA).

Fur die weiterfihrende statistische Auswertung wurde Statgraphics® Centurion 17.2.07, (Statpoint
Technologies, Inc., The Plains, VA, USA) genutzt. Wo mdglich, wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt (Signifikanzlevel: p < 0,05).

Hierfur wurde zu Beginn das Folgende geprift:

e Prufung auf Normalverteilung:
Beurteilung der Asymmetrie (Schiefe) sowie der Verteilungskonzentration der Messwerte
um den Mittelwert (Excess). Beide Parameter sollten in einem Bereich von -2,0 bis 2,0

liegen, dann ist es wahrscheinlich, dass eine Normalverteilung vorliegt.

e Prufung auf Gleichheit der Varianzen (Homoskedastizitat):
Die Prifung der Homoskedastizitat erfolgte mit dem Levene-Test. Wird dieser abgelehnt

(p > 0.05), so kann die Gleichheit der Varianzen angenommen werden.

Waren beide Prufungen erfolgreich, wurde nachfolgend die ANOVA berechnet. Unter Verwendung
des Tests auf den kleinsten signifikanten Unterschied (LSD-Post-hoc-Test) wurden anschlieRend
paarweise Mittelwertvergleiche durchgefuhrt, die dariiber Auskunft gaben, welche Mittelwerte sich
signifikant unterscheiden. Graphisch wurde dies durch Buchstaben tber den Saulen dargestellt.
Hierbei zeigen gleiche Buchstaben, dass sich die Mittelwerte der Saulen nicht signifikant
unterscheiden. Ungleiche Buchstaben hingegen verdeutlichen signifikant unterschiedliche

arithmetische Mittel.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Etablierung der Zellkulturmethoden

3.1.1 Hamolyse

Fur die Bestimmung der hdmolytischen Eigenschaften dienten die Arbeiten von Fischer et al.''3114
und die standardisierte ASTM-Vorschrift ' als Referenzen. Hierbei wurde nach einer Inkubation
von 60 Minuten das freigesetzte Hamoglobin aus RBC spektralphotometrisch bestimmt. Im
Rahmen der Optimierung lag ein besonderes Augenmerk auf der Analytik der unterschiedlichen
Hamoglobinformen, die wahrend der Lyse der RBC frei werden. Man unterscheidet 4 verschieden
substituierte Hamoglobine: Oxyhamoglobin, Desoxyhamoglobin, Carboxyhamoglobin und
Methamoglobin."® Je nach Substituenten absorbiert das H&moglobin anders, was eine
vollstandige bzw. quantitative Analytik erschwert. Zwei Losungsansatze wurden hierbei verfolgt.
Zum einen bestand die Moglichkeit, die unterschiedlichen Hamoglobinformen in Methamoglobin
umzuwandeln, wie es z.B. durch Inkubation mit Drabkins Reagenz (Na.COs, KCN, Ki[Fe(CN)g])
moglich ist.'® Zum anderen war es moglich die Absorbanz der Mischhamoglobine bei
unterschiedlichen Wellenlangen zu bestimmen. Traten hier Unterschiede in der Quantifizierung auf,
war davon auszugehen, dass die unterschiedlichen Hadmoglobinformen sich gegenseitig negativ
beeinflussen. Waren hingegen alle Werte vergleichbar, ist ein Einfluss der unterschiedlichen
Hamoglobinformen wenig wahrscheinlich. Erste Untersuchungen der nanoskaligen
Formulierungen zeigten fur die Wellenlangen A 380, 415 und 540 nm keine Unterschiede in der
Quantifizierung (Abbildung 12).113114.116
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Abbildung 12: Optimierung Hamolyse-Assay, Untersuchung verschiedener Wellenlangen, bestimmt
auf RBC.

A) zeigt die Hamolyseaktivitat bei 380 nm, B) bei 415 nm und C) bei 540 nm Wellenlange.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von einem naturlichen Replikat.

Eine weiterfiihrende Inkubation und Umwandlung der verschiedenen Hamoglobinformen in
Methamoglobin mittels Drabkins Reagenz war mdglich, bedurfte jedoch eines zusatzlichen
Inkubationsschrittes, der zeitaufwendig war. Diese Option war daher Proben vorbehalten, bei

denen die quantitative Aussage bei den drei unterschiedlichen Wellenlangen differierte.
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Die Optimierung des Hamolyse-Assays umfasste weiterhin die Untersuchung der Zellzahl und die
Definition der optimalen Zellzahl. Neben 4x10” Zellen/ml (Abbildung 12) wurden Zellzahlen von
4x108, 4x108 und 4x10° Zellen/ml untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt.

w01 4x10° 200 gxq08 200 4x10°
1804 180 180 4
1604 160 160 4
3 1404 @ 140 :': 140 4
< 1204 < 120 — 120
En; 100 E 100 § 100
5 80 5 eo0d S 80
:E 60 =E 604 E 60
I 404 I 40 I 40
20] |—1—| l—I—l 20 201
0 1 e == 0 e E 0
. & Q @ N ) ) @ H S » N H S ) S O &
. Q & . ) o o o . Q9 o L 3
Konzentration (pgiml): PR & & Konzentration (pg/ml): + & F & & Konzentration (pg/mi): + & F K ,ﬁ? & §

Abbildung 13: Optimierung Hamolyse-Assay, Untersuchung verschiedener Zellzahlen, bestimmt auf
RBC.

A) zeigt 4x10° Zellen, B) 4x108 Zellen und C) 4x10° Zellen je Probe.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von einem natirlichen Replikat.

Bei einer Zellzahl von 4x108 Zellen/ml wurde ein hohes Hintergrundrauschen detektiert. Dartiber
hinaus waren hier, ebenso wie bei einer Zellzahl von 4x108 Zellen/ml, die lytischen Eigenschaften
des Natriumcholats starker ausgepragt, als von der Positivkontrolle SDS. Fur 4x10° Zellen/ml
wurden fur hohe Konzentrationen an Natriumcholat vergleichbare lytische Effekte ermittelt, wie fur
die Positivkontrolle SDS. Da 4x10° Zellen/ml dariiber hinaus auch den physiologischen Zustand
am besten imitieren, wurde diese Zellzahl fur alle weiteren Untersuchungen, analog Fischer et al.,

verwendet. 13114

3.1.2 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen
Im Rahmen der Untersuchung von MPM erfolgte die Bestimmung der optimalen PS-Konzentration
fur die Herstellung nanoskaliger Formulierungen. Es wurden DOPS-Konzentrationen von 10 %,

30 % und 50 % untersucht. Tabelle 10 prasentiert die physikochemischen Daten.

Tabelle 10: GroRe, GroRenverteilung und Zetapotential der DOPS Liposomen, bestimmt mittels DLS
bzw. ELS.

. . : Zetapotential (mV) Zetapotential (mV)
Liposomenformulierung | Z-Average (nm) | PDI Kochsalz Glucose
10 % DOPS 90 % S100 | 152 0,07 | -15 -49
30 % DOPS 70 % S100 | 149 0,08 | -32 -70
50 % DOPS 50 % S100 | 150 0,09 |-44 -73

Die Stimulation der MPM erfolgte direkt (2.4.3.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen). Es

konnte eine TNF-a-Reduktion in Abhangigkeit von der DOPS- und Liposomenkonzentration
ermittelt werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Optimierung MPM-Assay, Untersuchung des Einflusses der DOPS-Konzentration in
konventionellen Liposomen (direkte Stimulation) auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von einem natirlichen Replikat.

Fir 30 % DOPS war eine klare dosisabhangige Reduktion des TNF-a erkennbar. 50 % DOPS
sowie 10 % DOPS hingegen reduzierten TNF- a weniger potent. Aus diesem Grund wurden 30 %

DOPS fur alle weiteren Studien verwendet.

Im Laufe der Arbeit wurden neben C57BL/6J WT Mausen (Inzuchtstamm, immunkompetent) auch
SKH1 Mause (Auszuchtstamm, immunkompetent) fiir die Gewinnung der MPM verwendet."” Dies
ist damit zu begrinden, dass die SKH1 Mause kein Fell besitzen, haarlos sind und sich daher gut
fur spatere in vivo Versuche mittels in vivo Fl eignen. Um die Vergleichbarkeit der Zellkultur-
versuche zu gewahrleisten, wurden die Makrophagen beider Mausstamme in einem parallelen
Versuch in Gegenwart von konventionellen Liposomen untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 15 dargestellt. Auch fir SKH1 MPM wurde eine dosisabhangige Reduktion von TNF-a
festgestellt. Im Vergleich zu den C57BL/6J WT MPM war dieser immunmodulierende Effekt jedoch
etwas vermindert ausgepragt. Dies ist wahrscheinlich auf die hohere genetische Variabilitat der
Auszucht SKH1 Mause im Vergleich zu den Inzucht C57BL/6J WT Méausen zuriickzufiihren."” Fir
die in vitro Untersuchungen erschien dieses reduzierte Ansprechen etwas nachteilig, da weniger
eindeutig zu differenzierende TNF-a-Effekte flr die einzelnen nanoskaligen Formulierungen zu

erkennen waren. Im Kontext spaterer in vivo Untersuchungen wurde dies jedoch akzeptiert.
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Abbildung 15: Optimierung MPM-Assay, Vergleich MPM Aktivitit von C57BL/6J WT und SKH1 Mause
(direkte Stimulation) auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

A) zeigt mit IFNy/LPS stimulierte C57BL/6J WT MPM, B) mit IFNy/LPS stimuliete SKH1 MPM, C)
unstimulierte C57BL/6J WT MPM, D) unstimulierte SKH1 MPM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von einem natirlichen Replikat.

Weiterhin galt es die Reihenfolge der Stimulation tiefgreifender zu untersuchen sowie einen
alternativen Stimulus zu testen. Die Reihenfolge der Stimulation ist in der Literatur in Form von
unterschiedlichen Protokollen angegeben. So untersuchten die Arbeiten von Aramaki et al.''8,
Matsuno et al.*” und Gaulthier et al.’"® die Aktivitat PS-haltiger Liposomen im Makrophagen-Assay
analog des hier etablierten Protokolls. Ma et al.5® hingegen gaben Liposomen und mIFN-y/LPS
simultan, Urbano et al.®® und Quan et al.'®® sogar in umgekehrter Reihenfolge, also zuerst
mIFN-y/LPS und danach die Liposomen. Interessant war hierbei, dass im Grunde alle Autoren zu
dem Schluss kamen, dass PS immunmodulierende Eigenschaften aufweist. Um dies detailliert zu
untersuchen, wurden die nachfolgend aufgelisteten Zellkulturprotokolle in der direkten und
sequentiellen Stimulation (Abbildung 9) angewandt:

o etablierten Reihenfolge = 1. nanoskalierte Formulierung, 2. mIFN-y/LPS

e geanderte Reihenfolge = 1. mIFN-y/LPS, 2. nanoskalierte Formulierung
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Flr einen besseren Vergleich sind die Ergebnisse der etablierten und gednderten Reihenfolge in
einer Abbildung (Abbildung 16A, B) dargestellt.
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Abbildung 16: Optimierung MPM-Assay, Untersuchung der Reihenfolge der Liposomenzugabe und
Zellstimulation (direkte und sequentielle Stimulation) auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

A) und B) zeigen die etablierte Reihenfolge. A) prasentiert die direkte und B) die sequentielle Stimulation.
C) und D) zeigen die gednderte Reihenfolge. C) prasentiert die direkte und D) die sequentielle Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte * Standardabweichungen von 3 naturlichen Replikaten (etablierte

Reihenfolge), bzw. einem naturlichen Replikat (geanderte Reihenfolge).

Die Ergebnisse der etablierten Reihenfolge, es ist eine dosisabhangige Reduktion von TNF-a in
Gegenwart von PS und PG zu erkennen, werden ausfuhrlich unter 3.2.4.3 Aktivitat peritonealer
Mausmakrophagen diskutiert. Bei der geadnderten Reihenfolge (Abbildung 16C, D) hingegen trat
dieser Effekt nicht auf. Hier wurde in allen Zellkulturbedingungen eine vergleichbare Menge an
TNF-a wiedergefunden. Die Ergebnisse entsprechen den Vorstellungen des physiologischen
Hintergrundes in vivo. Szondy et al. beschrieben, dass die Polarisation von Monozyten in
Makrophagen eines antiinflammatorischen Phanotyps zwei Stimuli bendtigt, zuerst die
apoptotische Zelle, dann einen TLR-4-Liganden, wie LPS." Mosser et al. bestétigten dies.62’

Daher erfolgten alle weiteren Studien mit dem Zellkulturprotokoll der etablierten Reihenfolge.
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Als alternativer Stimulus wurde Zymosan ausgewahlt. Zymosan ist ein Homoglykan aus sich
wiederholenden (-1,3-glykosidisch verknupften Glucose-Einheiten, welches aus Hefe gewonnen
wird.* FUr Zymosan ist beschrieben, dass es TLR-2 aktiviert und somit Makrophagen stimuliert, die
anschlielend proinflammatorische Zytokine freisetzen. Es wird ebenfalls in der Zellkultur fir die
Induktion einer Entzindung eingesetzt. Fur den Vergleich mit mIFN-y/LPS wurde eine
Konzentration von 1 pyg/ml Zymosan verwendet. Die Stimulation erfolgte sowohl direkt als auch
sequentiell (Abbildung 9). Die Ergebnisse der mIFN-y/LPS-Stimulation (3.2.4.3 Aktivitat
peritonealer Mausmakrophagen) sind fir Vergleichszwecke zusammen mit den Ergebnissen der

mIFN-y/Zymosan-Stimulation in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Optimierung MPM-Assay, Untersuchung des etablierten Stimulus LPS und des
alternativen Stimulus Zymosan auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

A) und B) zeigen die MPM Stimulation mit mIFN-y/LPS. A) prasentiert die direkte und B) die sequentielle
Stimulation. C) und D) zeigen die MPM Stimulation mit mIFN-y/Zymosan. C) prasentiert die direkte und D)
die sequentielle Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte £ Standardabweichungen von 3 natirlichen Replikaten (mIFN-y/LPS) bzw.

einem naturlichen Replikat (mIFN-y/Zymosan).
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Fir mIFN-y/LPS war eine dosisabhangige Reduktion der TNF-a-Produktion in Gegenwart von
Liposomen zu erkennen (Abbildung 17A, B). Fir mIFN-y/Zymosan hingegen zeigte sich keine
TNF-a-Reduktion (Abbildung 17C, D). Auf Grundlage dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass PS
und PG einen Einfluss auf den TLR-4-Rezeptor (LPS-vermittelt) haben und nicht auf den TLR-2-
Rezeptor (Zymosan-vermittelt). Diese Ergebnisse stehen etwas in Kontrast zu den Ergebnissen
von Fadok et al., die den Einfluss apoptotischer Zellen auf mit LPS bzw. Zymosan stimulierte
Makrophagen untersuchten.'? Sie konnten zeigen, dass apoptotische Zellen die TNF-a-Produktion
sowohl in LPS-stimulierten als auch Zymosan-stimulierten Zellkulturen reduzierten. Hierbei ist
jedoch zu bemerken, dass neben PS als Erkennungsmerkmal fir Makrophagen auch andere
Bestandteile der apoptotischen Zelle einen Einfluss auf die TLR-2 Aktivitat haben kdnnten. Eine
alleinige Untersuchung von PS in Form von Liposomen oder anderen nanoskaligen
Formulierungen wurde hier nicht durchgeflihrt. Lediglich Serinkan et al. zeigten in einem Letter to
the Editor, dass PS allein in Gegenwart von Zymosan nicht in der Lage ist, die TNF-a-Produktion
zu senken.'?® Somit sind die hier erhaltenen Ergebnisse plausibel. PS und PG scheinen vermehrt

Uber den TLR-4 Signalweg zu wirken.
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3.2 Liposomen?

3.2.1 Allgemeines

Das Quality Target Product Profile fir nanoskalige Liposomenformulierungen ist in Tabelle 11
zusammengefasst. Es diente der Vordefinition wichtiger physikochemischer Parameter, die fir die

Herstellung der Liposomen einzuhalten waren.

Tabelle 11: Quality Target Product Profile fiir Liposomenformulierungen.

Parameter Wert

Lipidfluiditat flissigkristalline Phase La

GroRe <1um

Grolkenverteilung eng (PDI < 0,1)

Morphologie runde Form, vorwiegend unilamellar
Oberflachenladung negativ bis neutral geladen

Neben den synthetischen anionischen Phospholipiden DOPS und DOPG wurden auch die
natirlichen Phospholipide SPS und EPG fir die Herstellung der Liposomen verwendet. Es wurden
sowohl konventionelle als auch ,stealth’ Liposomen formuliert und systematisch und vergleichend
untersucht. Nachfolgend ist die Zusammensetzung und Nomenklatur der untersuchten Liposomen
dargestellt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Zusammensetzung der Liposomenformulierungen.

. . S100 DOPS | DOPG | DSPE-PEG-2000 (PEG) | SPS EPG

Liposomenformulierung
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

S100 10
S100 20 % PEG 8 2
DOPS 7 3
DOPS 10 % PEG 6 3 1
DOPS 20 % PEG 5 3 2
DOPG 7 3
DOPG 20 % PEG 5 3 2
SPS 7 3
EPG 7 3

1 Ergebnisse dieses Kapitels wurden publiziert in:

Klein, M.E., et al. Phosphatidylserine (PS) and phosphatidylglycerol (PG) nanodispersions as potential anti-
inflammatory therapeutics: Comparison of in vitro activity and impact of pegylation. Nanomedicine
Nanotechnology, Biol. Med. 23, (2020)

Klein, M.E., et al. Phosphatidylserine (PS) and phosphatidylglycerol (PG) enriched mixed micelles (MM): A
new nano-drug delivery system with anti-inflammatory potential?, Eur. J. Pharm. Sci. 152 (2020)
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3.2.2 Physikochemische Charakterisierung

3.2.2.1 Lipidfluiditat

Phospholipide kénnen in unterschiedlichen lamellaren Phasen vorliegen, zum einen der
flussigkristallinen Phase La, zum anderen der Gel-Phase LB."?* Die Lipidfluiditat der Phospholipide
ist u.a. abhangig von deren chemischer Struktur und der Umgebungstemperatur. Ungesattigte
Phospholipide liegen bei Raumtemperatur in der Phase La vor. lhr Phasenlbergang ist bei
Temperaturen kleiner 0 °C.8° Gesattigte Phospholipide hingegen liegen bei Raumtemperatur in der
Phase LB vor.8 |hr Phasenlibergang ist oberhalb 0 °C und primar abhéngig von der Lange der
veresterten Acylketten. Fir eine mechanische Verkleinerung vesikularer Strukturen, z.B. mittels
Extrusion durch Polycarbonatmembranen definierter GroR3e, ist es essentiell zu wissen, in welcher
lamellaren Phase sich die Phospholipidaggregate befinden, da eine Extrusion nur in der
flissigkristallinen Phase La moglich ist.'-'?" Aus diesem Grund wurden die Phasenibergangs-
temperaturen aller Liposomenformulierungen mittels DSC bestimmt. Die Ergebnisse prasentiert
Abbildung 18.
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Abbildung 18: Heizkurven der Liposomen, bestimmt mittels DSC.
A) zeigt die konventionellen und B) die ,stealth' Liposomenformulierungen.

Die Kurven sind vertikal verschoben.

In Abbildung 18A sind die DSC-Heizkurven konventioneller Liposomen dargestellt. Im untersuchten
Temperaturintervall war kein Phasentibergang zu erkennen, was mit dem ungeséattigten Charakter
der verwendeten Phospholipide (2.2 Handhabung und Lagerung von Phospholipiden) zu
begrinden ist. Die fur die konventionellen Liposomen verwendeten Phospholipide befinden sich
somit in der flussigkristallinen Phase La, was eine Extrusion bei Raumtemperatur ermdglicht. In
Abbildung 18B sind die DSC-Heizkurven der ,stealth’ Liposomen visualisiert. Trotz des Zusatzes
von bis zu 20 % gesattigtem DSPE-PEG-2000 (2.2 Handhabung und Lagerung von
Phospholipiden) war auch hier kein Phasenlibergang erkennbar. Es ist daher zu vermuten, dass

sich die ,stealth’ Liposomen ebenfalls vorwiegend in der flissigkristallinen Phase La befinden. Eine
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Extrusion der ,stealth’ Liposomen war daher ebenfalls bei Raumtemperatur moglich. Als Proof-of-
Principle und um festzustellen, ab welcher Konzentration an gesattigtem Phospholipid ein
Phasenubergang erkennbar wird, wurden weiterhin Phospholipidmischungen aus DOPS und
gesattigtem SPC-3 (2.2 Handhabung und Lagerung von Phospholipiden) hergestellt und ebenfalls
mittels DSC charakterisiert. Die Ergebnisse sind im Anhang dargestellt (Abbildung A 2). Ab einem
Gehalt von 50 % SPC-3 war hier ein Phasenubergang bei 35 °C erkennbar.

Bereits 1990 berichteten Lang et al., dass Phospholipide mit unterschiedlichen lodzahlen — eine
hohe lodzahl entspricht hierbei einem hohen Gehalt und eine niedrige lodzahl einem niedrigen
Gehalt an Doppelbindungen — in deren Abhangigkeit unterschiedliche Phasenumwandlungen
zeigen.'?® Bei einer hohen lodzahl war hierbei keine, bei einer niedrigen lodzahl hingegen war eine
klare Phasenumwandlung sichtbar.'?® Die in Abbildung 18A untersuchten Liposomen enthalten
ausschliellich ungesattigte Phospholipide. Dass sie keine Phasenumwandlungen zeigen, stimmt
somit mit Lang et al. Uberein. Durch Veranderung des Phospholipid-Mischungsverhaltnisses
zwischen mischbaren ungesattigten und gesattigten Phospholipiden kann gemal Vemuri et al.
gezielt eine spezielle Phaseniibergangstemperatur festgelegt werden.®® Eine systematische Studie
hierzu wurde durch Svetlovics et al. 2012 veréffentlicht.'?® Sie untersuchten die synthetischen
Phospholipide 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC, gesattigt) und 1--Palmitoyl-2-
oleoyl-glycero-3-phosphocholin (POPC, teilweise ungesattigt) in unterschiedlichen Phospholipid-
Mischungsverhaltnissen.'?® Bei einem Mischungsverhaltnis von DPPC:POPC (25:75) war kaum
ein dem DPPC zuzuordnender Phasenlbergang ersichtlich, wohingegen der dem POPC
zuzuordnende Phasenlbergang ausgepragt war. Erst bei einem Mischungsverhaltnis von
DPPC:POPC (50:50) wurde auch der dem DPPC zuzuordnende Phasenlbergang erkennbar,
wohingegen der fur POPC kleiner wurde. Diese Studie bestatigt die Ergebnisse des Proof-of-
Principle Versuches. Erst ab einem Mischungsverhaltnis von 50 % SPC-3 erscheint ein dem SPC-3
zuzuordnender Phasenubergang. Fur die ,stealth® Liposomen (Abbildung 18B) mit 20 %
DSPE-PEG-2000 hingegen konnte kein klarer Phasenlibergang im Temperaturintervall von 5 bis
70 °C ermittelt werden. Zusammenfassend liegen alle Liposomen in der flussigkristallinen Phase
La vor. Dies entspricht dem vordefinierten Quality Target Product Profile. Eine Extrusion der

Liposomen war daher bei Raumtemperatur méglich. 2127

3.2.2.2 GroRRe und Grolenverteilung

Die GroRRe und GroRenverteilung von Liposomen ist von groRer Bedeutung. Einerseits kénnen
aufgrund von heterogenen GréRenverteilungen Stabilitdtsprobleme, z.B. aufgrund von Ostwald-
Reifung, auftreten.'® Zum anderen kénnen GréRenschwankungen auch Einflisse auf biologische
Assays in vitro'™° (Phagozytoseaktivitat), sowie auf die Biodistribution in vivo''-*% haben. Viele
Studien, die PS-angereicherte Formulierungen untersuchten, haben keine GroRe?547-52.54.58,134,135
bzw. breite GroRenverteilungen33°5-57.11% angegeben. Es war daher unklar, welchen Einfluss die

Liposomengrofie auf die biologische Aktivitat und die in vivo Pharmakokinetik hat. Im Kontext einer
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spateren parenteralen Applikation war jedoch eine GréfRRe kleiner 1 um mit enger GréRenverteilung
wiinschenswert, um das Risiko flir embolische Ereignisse zu reduzieren.'¢ Alle Liposomen wurden
durch Polycarbonatmembranen einer GréRe von 100 nm Porendurchmesser extrudiert. lhre

Charakterisierung erfolgte mittels DLS. Die Ergebnisse prasentiert Abbildung 19.
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Abbildung 19: GroBe und GroBenverteilung der Liposomen, bestimmt mittels DLS.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 nattrlichen Replikaten.

Alle Liposomen besallen mittlere hydrodynamische Durchmesser von 100 bis 150 nm mit
Polydispersitatsindizes von maximal 0,1, was gemal Bhattacharjee etal. einer engen
PartikelgroRenverteilung entspricht.’” Die Darstellungen intensitatsgewichteter GroRen-
verteilungen reprasentativer Beispiele (Abbildung A 3) sowie Z-Average und PDI DiR-markierter
Liposomen (Abbildung A 4) sind im Anhang zu finden. Es zeigten sich monomodale und enge
Grolenverteilungen. Liposomen im Mikrometerbereich wurden nicht detektiert, was auch die

lichtmikroskopische Analytik bestatigt. Das Quality Target Product Profile war somit erfullt.

3.2.2.3 Morphologie

Fir die Bestatigung der Grélie und Grdlienverteilung sowie flr eine detaillierte Charakterisierung
der Morphologie der Liposomen wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen kryopraparierter
Proben (kryo-TEM) angefertigt. Die (kryo)-TEM bietet hierbei den Vorteil sowohl Groéle,
GroRenverteilung, Morphologie als auch Lamellaritat der Liposomen bestimmen zu kénnen.'38
Trotz des groRen praparativen Aufwands wird die kryo-TEM u.a. auch in der Routine fur die
Freigabe von Liposomenchargen verwendet. Einerseits werden hier besondere Morphologien, wie
z.B. oligolamellare Strukturen untersucht, die einen Einfluss auf die Wirkstofffreigabe haben
konnen.'® Zum Anderen wird die kryo-TEM auch fiir das Visualisieren von Wirkstoffkristallen im
Rahmen der Freigabe genutzt.8%'% Nachfolgend wurden die Liposomen mittels kryo-TEM

untersucht. Entsprechende Darstellungen sind in Abbildung 20 zusammengefasst.
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Abbildung 20: Morphologie, GroRRe und GroRenverteilung der Liposomen, bestimmt mittels kryo-TEM.

Die Malstabsskala zeigt eine Lange von 100 nm.
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Fuar DOPS und DOPG konnte eine hohe Anzahl an uni- sowie wenige bi- und oligolamellare Vesikel
mit runder Form dargestellt werden (Abbildung 20). Die Vesikel der naturlichen Phospholipide
S100, SPS und EPG zeigten hingegen eine heterogenere Gréle und Form (Abbildung 20). Dies
ist wahrscheinlich auf den hohen Anteil mehrfach ungesattigter Fettsduren in den naturlichen
Phospholipiden (2.2 Handhabung und Lagerung von Phospholipiden) zurtckzufihren. Im
Vergleich zu den synthetischen Phospholipiden enthalten S100, SPS und EPG hohe Anteile
mehrfach ungesattigter Fettsduren wie Linol- und Linolensdure, die dazu fihren, dass die
Phospholipide gemaBR Evans et al. ,schlaffe* vesikulare Strukturen bilden.' Hingegen zeigt der
Zusatz von DSPE-PEG-2000 in den ,stealth’ Liposomen vorwiegend homogene Vesikel mit
vergleichbarer Grofie, Grélenverteilung und Morphologie. Der Zusatz gesattigter Fettsauren, wie
sie im DSPE-PEG-2000 vorkommen, scheint hier die Phospholipiddoppelschicht zu stabilisieren
und zu ,starreren” vesikularen Strukturen zu fiihren.'*" Die GroRen und GroRenverteilungen der
untersuchten Liposomen waren mit den Daten der DLS (3.2.2.2 Grofle und Grélenverteilung)
vergleichbar. Es wurden Liposomen definierter Gréke, enger GroRRenverteilung und homogener
Morphologie hergestellt, die eine Grofie kleiner 1 um besitzen. Sie sind somit fir die parenterale

Applikation geeignet und entsprechen dem Quality Target Product Profile.

3.2.2.4 Oberflachenladung

Die Oberflachenladung der Liposomen wurde als weiterer Parameter des Quality Target Product
Profiles untersucht. Sie ist ein kritischer Parameter u.a. bei Stabilitdtsuntersuchungen, da in
Abhangigkeit des Oberflachenpotentials Aggregation und Fusion der Liposomen zu
Stabilitatsproblemen fiihren konnen.'® Darliber hinaus besteht ein Einfluss auf biologische
Charakteristika. Je nach Ladung und Chemie der Kopfgruppe kann die Aufnahme der Liposomen
durch Zellen variieren und somit u.a. auch die Biodistribution beeinflussen.®%%°142 Darliber hinaus
bietet die Bestimmung des Oberflachenpotentials auch die Mdglichkeit der Identifizierung der
Liposomen. Es gibt sowohl qualitativ als auch quantitativ einen Anhaltspunkt, welche
Phospholipide (neutral, positiv, negativ) in welcher Konzentration in der Phospholipid-
doppelschicht enthalten sind.’*® Die Bestimmung des Zetapotentials erfolgte in zwei
unterschiedlichen  isoosmotischen  Dispersionsmedien  (isotone  Kochsalzlésung  und
Glucoselosung). Dies diente dazu, auch den Einfluss der lonenstarke, z.B. im Rahmen der
Verdunnung der Liposomen wahrend der Applikation, zu untersuchen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 21 dargestellt. In Abhangigkeit des Dispersionsmediums wurden unterschiedliche
Zetapotentiale erhalten. In isotoner Kochsalzlosung waren sie weniger negativ als in
Glucoselosung. Dies ist auf die unterschiedliche lonenleitfahigkeit der Dispersionsmedien
zurickzufuhren. Isotone Kochsalzlésung besitzt eine hohe lonenleitfahigkeit (gemessen:
16 — 20 mS/cm), Glucoseldsung hingegen eine niedrige lonenleitfahigkeit (gemessen:
1,7 — 2,1 mS/cm). Daraus schlussfolgernd sind Unterschiede in der Dicke der elektrischen

Doppelschicht der Liposomen zu erwarten.
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Abbildung 21: Zetapotential der Liposomen, bestimmt mittels ELS.

Zetapotential (mV)

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natirlichen Replikaten.

In Dispersionsmedien mit hoher lonenleitfahigkeit ist die diffuse Doppelschicht dinner als in
Dispersionsmedien mit niedriger lonenleitfahigkeit, wo sie dicker ist. Daraus resultiert, dass der
Betrag des Zetapotentials bei hoher Leitfahigkeit geringer ist als bei niedriger lonenleitfahigkeit.
Aufgrund dieser Ergebnisse ist es essentiell, die Zetapotentiale immer im Kontext ihrer
Dispersionsmedien zu betrachten. Eine detaillierte Beschreibung dieses Phanomens erfolgte u.a.
durch Grit und Crommelin, welche teilweise gesattigtes EPC mit EPG verglichen.'** In Abhangigkeit
der lonenstarke des Dispersionsmediums veranderte sich das Zetapotential analog der auch hier
erhaltenen Ergebnisse.

Weiterhin zeigten die einzelnen Liposomenformulierungen in Abhangigkeit der verwendeten
Phospholipide unterschiedliche Zetapotentiale. Fir S100 wurden Werte nahe 0 mV gemessen
(Abbildung 21). Der Zusatz von anionischem Phospholipid (PS, PG) flihrte zu einem
betragsmalligen Anstieg des Zetapotentials. Es wurden negative Zetapotentiale bestimmt
(Abbildung 21). Da der Anteil beider anionischer Phospholipide gleich war — er betrug jeweils 30 %
(m/V) — waren auch die Zetapotentiale miteinander vergleichbar. Ebenfalls gab es keine
Unterschiede zwischen den Zetapotentialen von DOPS, DOPG, SPS und EPG. Die Zetapotentiale
waren vergleichbar, ein Einfluss der Phospholipidderivate besteht somit nicht (Abbildung 21). Die
erhaltenen Ergebnisse stimmen mit den Resultaten von Markones et al.’*® und Rahnfeld et al.’*®
Uberein. Beide veranschaulichten, dass ein Zusatz von negativ geladenem Phospholipid bei
physiologischem pH-Wert zu negativen Zetapotentialen fuhrt und das es eine Abhangigkeit des

gemessenen Zetapotentials vom Dispersionsmedium gibt (Tabelle 13).
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Tabelle 13: Literaturdaten Zetapotentiale anionischer Liposomen.

Quelle Molare Anteil an negativ Zetapotential Dispersionsmedium
geladenem Phospholipid (%) (mV) P
. 10 mM TRIS Puffer, pH = 7,4
143 _ . ) 4,
Markones™ | 25 25bis 27| 400 mM NaCl, 0.5 mM EDTA
Rahnfeld 5 25 -40 bis -50 20 mM HEPES Puffer, pH = 7,4

Der Unterschied in den Absolutwerten der Zetapotentiale beider Arbeitsgruppen ist auf das
verwendete Dispersionsmedium zuruckzufuhren (Tabelle 13). Sowohl HEPES
[2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure] als auch TRIS [Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan] sind Puffersubstanzen in der Zellkultur. Der Zusatz von 100 mM Kochsalz bei
Markones et al.’® allerdings lasst schlieBen, dass in diesem Dispersionsmedium im Vergleich zu
Rahnfeld et al.’* eine hohere lonenleitfahigkeit vorhanden war, was das vom Betrag her kleinere
Zetapotential erklart.

Der Zusatz von DSPE-PEG-2000 in den ,stealth’ Liposomen mit anionischen Phospholipiden fihrte
zu einem betragsmafigen Abfall des Zetapotentials (Abbildung 21). Fir DOPS 10 % PEG war das
Zetapotential vom Betrag her grof3er als fur DOPS 20 % PEG. Eine Konzentrationsabhangigkeit
zwischen DSPE-PEG-2000-Gehalt und Zetapotential konnte hier am Beispiel von DOPS
nachgewiesen werden. Zwischen DOPS 20 % PEG und DOPG 20 % PEG waren die
Zetapotentiale vergleichbar. Dass der Zusatz von DSPE-PEG-2000 einen Einfluss auf das
Zetapotential hat, erklart Barenholz durch den Abschirmungseffekt der PEG-Ketten.® So formuliert
er, dass ein Zusatz von DSPE-PEG-2000 zu konventionellen Liposomen die Phospholipid-
doppelschicht tberzieht und dass sich deswegen sowohl das Stern-Potential als auch die diffuse
Doppelschicht von der Phospholipidkopfgruppe entfernen und daraus resultierend das
Zetapotential vom Betrag her kleiner wird.®® Er betont jedoch, dass die PEG-Ketten mit hoher
Wahrscheinlichkeit keinen Einfluss auf das Oberflachen- oder Nernst-Potential haben und dass
dieses somit vermutlich vergleichbar dem konventioneller Liposomen ist.2® Es handelt sich also
lediglich um eine Abschirmung der Ladung, sie ist trotzdem weiterhin existent. Fur S100 20 % PEG
stieg das Zetapotential vom Betrag im Vergleich zu den S100 Liposomen leicht. Dies kann geman
Barenholz z.B. durch den Phospholipidrest im PEG verursacht sein.®® Alle Liposomen wiesen

negative bis neutrale Zetapotentiale auf. Sie entsprechen somit dem Quality Target Product Profile.

3.2.3 Stabilitatsuntersuchungen

3.2.3.1 Chemische Stabilitat

Im Rahmen von Stabilitatsuntersuchungen wurden die Stabilitat der Liposomen bei einer Lagerung
bei 8 °C und vor Licht geschutzt Uber 28 Tage untersucht. Speziell fur die konventionellen
Liposomen erfolgte sowohl eine chemische (NP-HPLC) als auch physikochemische (DLS, ELS)
Analytik. Fur die ,stealth’ Liposomen wurde nur die physikochemische Charakterisierung (DLS,

ELS) durchgefuhrt. Aufgrund des hdheren Anteils ungeséttigter Fettsduren waren die
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konventionellen Liposomen gegenlber chemischem Abbau als anfalliger bewertet, als die, auch
gesattigte Phospholipide enthaltenden, ,stealth’ Liposomen. Die chemischen Stabilitdtsdaten der

konventionellen Liposomen prasentiert Abbildung 22.
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Abbildung 22: Chemische Stabilitit konventioneller Liposomen, bestimmt mittels NP-HPLC.

Die Dauer der Stabilitatsuntersuchung betrug 28 Tage, die Lagerung erfolgte bei 8 °C vor Licht geschitzt.
A) zeigt S100, B) DOPS, C) DOPG, D) SPS und E) EPG Liposomen. Die Relativwerte sind bezogen auf den
Sollgehalt des jeweiligen Phospholipids.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natirlichen Replikaten.

S100 zeigte Uber den Untersuchungszeitraum von 28 Tagen eine Reduktion des Gehalts von
anfanglich 100 % auf 70 % (Abbildung 22A). Hingegen wurde fur DOPS (Abbildung 22B) und
DOPG (Abbildung 22C) lediglich eine Reduktion der Gehalte um ca. 10 % festgestellt. SPS
(Abbildung 22D) und EPG (Abbildung 22E) zeigten analog dem S100 einen schnelleren Abbau.
Hier sind nach Beendigung der Stabilitdtsuntersuchungen noch ca. 40-60 % vorhanden. Mit
anderen Phospholipiden kombiniert wurde auch fir S100 ein schnellerer Abbau ermittelt
(Abbildung 22B, C, D, E). So war in den Formulierungen mit SPS bzw. EPG nach Beendigung der
Stabilitdtsuntersuchung lediglich noch ca. 30 % S100 detektierbar.

Als chemische Abbauprozesse sind Oxidation und Hydrolyse in Betracht zu ziehen. Bereits 1990
untersuchten Lang und Martin das Oxidationsverhalten von partiell gesattigten
Phosphatidylcholinen.?® Sie veranschaulichten eindriicklich, dass mit steigender Anzahl und
steigendem Grad an ungesattigten Fettsduren das Risiko fur eine Oxidation zunimmt. Auch Grit
und Crommelin untersuchten Oxidationsprozesse an Phospholipiden und schlussfolgerten, dass
eine Oxidation vorwiegend an ungeséttigten Phospholipiden stattfindet.™® Weiterhin beschrieben
sie sehr ausflhrlich Einflussfaktoren auf die Hydrolyse von Phosphatidylcholinen.™® Sie gingen

hierbei auf Parameter wie den pH-Wert, die Temperatur, die lonenstarke, die
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Liposomenformulierung (Sattigungsgrad der Fettsduren, Art der Kopfgruppe) sowie das
Aggregationsverhalten der Liposomen ein.'*® Hierbei erstellten sie potentielle Abbauschemata fir
Phosphatidylcholin und identifizierten Lyso-Phosphatidylcholin als Reaktionszwischenprodukt,
welches weiter zu Glycerophosphocholin (GPC) und Glycerophosphorsaure abgebaut werden
kann. Eine Spaltung der Phospholipidkopfgruppe und das Entstehen von Phosphatsaure (PA)
bewerteten sie als einen sehr langsamen Hydrolyseprozess, welcher unter entsprechend
pharmazeutisch relevanten Lagerungsbedingungen zu vernachlassigen ist.

Sie veranschaulichten eindricklich, dass die Hydrolyserate von gesattigtem Soja-
Phosphatidylcholin einen V-férmigen Verlauf mit einem Minimum bei pH 6,5 hat.® Weitere
Phospholipide, wie das synthetische 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin  (DSPC),
natlrliches Soja-Phosphatidylcholin sowie teilweise gesattigtes Ei-Phosphatidylcholin zeigten
vergleichbare Ergebnisse. Hingegen diskutierten die Autoren im Rahmen einer weiteren
Veroffentlichung, dass der Zusatz von geladenem Phospholipid, in dem Fall EPG, zu einer
Verschiebung der V-formigen Kurve in den alkalischen Bereich flihrte, das Minimum der
Hydrolyserate hier also in Abhangigkeit der Konzentration des EPG > pH 6,5 war.'* Die Autoren
begriindeten dies damit, dass aufgrund der Ladung der EPG-haltigen Liposomen der Oberflachen-
pH-Wert der Vesikel ein anderer ist, als im Dispersionsmedium, da u.a. Protonen mit den
anionischen Phospholipiden in Wechselwirkung treten.’* Die Autoren schlussfolgerten, dass
aufgrund der Verschiebung der V-férmigen Kurve zu héheren pH-Werten ein Zusatz von
geladenem Phospholipid flr Wirkstoffe sinnvoll ist, deren Stabilitdtsmaximum im leicht alkalischen
Bereich liegt."* Im Sauren hingegen erwarteten sie, dass die Hydrolyserate EPG-haltiger
Liposomen hoéher ist als fur EPC-haltige Liposomen. Dies konnten sie experimentell
bestatigen.4146 Bei den hier vorliegenden Stabilititsdaten konventioneller Liposomen, die in
isotoner Kochsalzlésung mit pH 6,5 hergestellt waren, war der Abbau von S100 dominant. Vor
allem DOPS und DOPG zeigten Stabiltdt. SPS und EPG hingegen wurden ebenfalls schnell
abgebaut. Die Ergebnisse von Grit und Crommelin wurden somit nicht vollstandig bestatigt.
Weiterhin diskutierten die Autoren den Einfluss des Sattigungsgrades der Phospholipide auf die
Hydrolyseraten und identifizierten diese als mdgliche Ursache fiir verschiedenen Werte."* Im
Rahmen der eigenen Stabilitdtsuntersuchungen konnte besonders fir SPS und EPG ein héherer
Abbau als fur DOPS und DOPG ermittelt werden. Ein Einfluss des Sattigungsgrades der
Phospholipide erscheint hier wahrscheinlich.

Aulerdem diskutierten Grit und Crommelin den Parameter Temperatur. Sie stellten fest, dass die
Hydrolyserate von Phospholipiden einer Arrhenius-Kinetik unterliegt.*” Bei einer Erhdhung der
Temperatur stieg auch die Hydrolyserate der Phospholipide an, einer halblogarithmisch linearen
GesetzmaRigkeit folgend.'” Im Falle der im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten wurde die
Lagerungstemperatur mit 8 °C konstant gewahlt, sodass die Temperatur als madglicher

Einflussfaktor fiir chemische Abbauprozesse als vernachlassigbar anzusehen ist. Bei dieser
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niedrigen Temperatur ist eine geringere Hydrolyserate zu erwarten, als bei den unter
Stressbedingungen (70 °C) aufgenommenen Daten von Grit und Crommelin. #7148

Weiterflhrend untersuchten die Autoren die lonenstarke des Dispersionsmediums. Sie
veranschaulichten, dass fur PC-haltige Liposomen, aufgrund der neutralen Oberflachenladung,
kein nennenswerter Einfluss auf die chemische Stabilitat besteht.'#6148 F{ir geladene Oberflachen
hingegen, wie sie in den EPG-haltigen Liposomen vorliegen, war ein Einfluss der lonenstarke auf
die Hydrolyserate erkennbar.'** Hier zeigte sich, dass die Hydrolyserate fir EPG-haltige
Liposomen in einem Dispersionsmedium niedriger lonenstarke im Vergleich zu EPC-haltigen
Liposomen zunahm.™* Grit und Crommelin erklaren dieses Phanomen ebenfalls mit der bereits
erwahnten Oberflachen-pH-Wert-Verschiebung EPG-haltiger Liposomen.'** Diese ist ihrer
Meinung nach in Dispersionsmedien niedrigerer lonenstarke grofler, als in Dispersionsmedien
hoher lonenstérke, sodass hier ein Einfluss des Dispersionsmediums vorhanden ist."* Die im
Rahmen eigener Stabilitdtsstudien untersuchten Liposomenformulierungen wurden alle in isotoner
Kochsalzlosung, einem Dispersionsmedium hoher lonenstarke, hergestellt und gelagert. Eine
beschleunigte Hydrolyse geladener Phospholipide wurde nicht festgestellt und ist im Kontext der
Ergebnisse von Grit und Crommelin als wenig wahrscheinlich zu betrachten.4

Als letzten potentiellen Einflussfaktor diskutierten Grit und Crommelin das Aggregationsverhalten
der Phospholipide.'® Sie analysierten hierbei eine Studie von Kepsil und Dennis, welche das
Hydrolyseverhalten von Phospholipiden im basischen Milieu in Abhangigkeit vom
Aggregationsverhalten  untersuchte.”*® Kepsil und Dennis konnten zeigen, dass
Liposomenformulierungen eine 10- bis 20-fach geringere Hydrolyserate aufweisen, als die
entsprechenden Mischmizellenformulierungen. Ein Vergleich zu in dieser Arbeit hergestellten
Mischmizellen erfolgt im Kapitel Mischmizellen (3.3.3.1 Chemische Stabilitat).

Zusammenfassend lasst sich die Abnahme des Phospholipidgehaltes durch Oxidation und
Hydrolyse erklaren. Gemaf Samuni und Barenholz tritt zuerst die Oxidation ein, hier vor allem von
mehrfach ungesattigten Fettsduren, wohingegen eine Hydrolyse zu einem spateren Zeitpunkt
beginnt.’ Die Einflussfaktoren pH-Wert, Temperatur, lonenstarke, Liposomenzusammensetzung
(Sattigungsgrad der Fettsauren, Art der Kopfgruppe) sowie Aggregationsverhalten auf
hydrolytische Prozesse wurden diskutiert. Zu vermuten ist, dass der Sattigungsgrad der
Fettsauren, die Art der Kopfgruppe sowie der pH-Wert die groften Einflisse auf die Hydrolyserate
haben. Temperatur und lonenstarke waren Uber die Zeit konstant. Aggregationen sind nicht
aufgetreten. Fur eine weiterfihrende Charakterisierung waren z.B. Elektron-Spin-Resonanz-
(ESR)-Studien denkbar. Hier kénnen z.B. Sauerstoffverbrauch'™' sowie Mikro-pH-Werte'®? der
Phospholipiddoppelschichten untersucht werden. Erste eigene Vorstudien bestatigen, dass bereits
nach wenigen Tagen Oxidationsprozesse beginnen. Ausfuhrliche Untersuchungen sind jedoch
ausstehend. Eine Hydrolyse hingegen lasst sich in der NP-HPLC nachvollziehen, da

Lyso-Phospholipide mit anderen Retentionszeiten eluieren, als deren Phospholipidanaloga.
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Signifikante Peaks waren fur S100 nach 28 Tagen Lagerung zu erkennen. Es war daher zu
vermuten, dass das S100 zu einem grof3en Teil zu Lyso-Phosphatidylcholin abgebaut wird. Jedoch
wurde auf eine Quantifizierung des Lyso-Phosphatidylcholins aufgrund seines Charakters als

Reaktionszwischenprodukt verzichtet.

3.2.3.2 Physikochemische Stabilitat

Die physikochemische Analytik aller Liposomen zeigte Uber den Untersuchungszeitraum weder
eine Veranderung in der GroRe oder GroRenverteilung (Tabelle A 2), noch im Zetapotential
(Tabelle A 3). Ein etwaiger Anteil an Oxidations- bzw. Hydrolyseprodukten erscheint Gber die Dauer
von 28 Tagen noch nicht so grol3 zu sein, als dass die Integritat der Liposomen beeinflusst ware.
Grit und Crommelin unterteilten die physikochemischen Instabilitaten in a) eine Anderung der
Grofle und GroRenverteilung z.B. durch Aggregation oder Fusion, sowie in b) den Verlust
eingeschlossenen Wirkstoffs aufgrund von Undichtigkeiten der Liposomen.'#® Eine Veranderung
der Grole oder GroRenverteilung, z.B. aufgrund von Ostwald-Reifung, wurde Uber den
Untersuchungszeitraum nicht festgestellt.'’6'5® Darliber hinaus konnte keine Erhdhung der
Permeabilitat der liposomalen Strukturen aufgrund des chemischen Abbaus der Phospholipide
verzeichnet werden. Sowohl eine Oxidation ungesattigter Fettsduren im Phospholipid als auch die
Hydrolyse von Phospholipiden zu Lyso-Phospholipiden und freien Fettsauren kdénnen die
Permeabilitat der Liposomenmembranen erhéhen.'#® Hohe Konzentrationen an Lyso-Produkten
konnen, in der Theorie, sogar zu einer Umwandlung in mischmizellare Systeme flihren.'#® Wobei
hier, gemal eigener Studien, flir die Solubilisierung von ungesattigten Phospholipiden
Konzentrationen von Uber 80 % Lyso-Phosphatidylcholin notwendig waren (Abbildung A 5).
GemalR Grit und Crommelin scheinen sich die Eigenschaften der Lyso-Produkte und freien
Fettsauren bis zu einer Hydrolyse von 10 % aufzuheben, sodass keine erhdéhte Permeabilitat der
Phospholipiddoppelschicht zu detektieren ist.'*® Erst bei hoheren Konzentrationen konnen
Permeabilitatssteigerungen verzeichnet werden.

Potentielle Einflisse auf das Zetapotential sind durch chemischen Abbau von Phospholipiden
gemaR Grit und Crommelin gering."*® Weder Oxidation noch hydrolytische Spaltung von
Fettsdureestern beeinflussen die Phospholipidkopfgruppe, deren Ladung fir das Entstehen einer
Oberflachenladung bzw. eines Zetapotentials verantwortlich ist. Eine Spaltung der Phospholipid-
kopfgruppe und das Entstehen von PA bewerteten Grit und Crommelin als einen sehr langsamen
Hydrolyseprozess, welcher unter entsprechend pharmazeutisch relevanten Lagerungs-
bedingungen zu vernachlassigen ist.'*® Potentielle Zetapotentialanderungen sind eher auf
pH-Wert-Anderungen bzw. Anderungen der lonenstérke des Dispersionsmediums zuriickzufiihren.
Durch Hydrolyse entstandene freie Fettsduren kdnnten bei nicht physiologischen pH-Werten, wenn
sie also vorwiegend protoniert (saurer Bereich) oder deprotoniert (basischer Bereich) vorliegen,
Einfluss auf das Zetapotential nehmen. Da der pKs-Wert langkettiger Fettsduren in

Dispersionsmedium héherer lonenstarke (z. B. Zusatz von 0,1 M monovalenter Salzlésung) bei ca.
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7,3 liegt™*, ist gemal der Gleichung nach Henderson-Hasselbalch bei pH 6,5 lediglich ein ca.
6-facher Uberschuss protonierter Fettsauren zu erwarten. Ein Einfluss der freien Fettséauren auf
das Zetapotential scheint daher gering. Er kann aber dominant werden, wenn der pH-Wert des
Dispersionsmediums Uber die Lagerzeit sinkt und somit die saure Hydrolyse férdert. Dann kann
ein starker Uberschuss protonierter Fettsduren vorliegen, welcher einen Einfluss auf das
Zetapotential hat. Die hier untersuchten Liposomen zeigten jedoch keine Anderung des
Zetapotentials Uber die Lagerzeit von 28 Tagen (Tabelle A 3), sodass eine vermehrte Hydrolyse
wenig wahrscheinlich ist.

Zusammenfassend sind alle untersuchten Liposomen als physikochemisch stabil zu bewerten,
wobei erste chemische Abbauprozesse in den Liposomen, vor allem bestehend aus nattrlichen,
mehrfach ungesattigten Phospholipiden, zu verzeichnen waren. Fur eine weitere Optimierung der
Liposomen sind umfassende Stabilitatsuntersuchungen, z.B. mittels ESR, sinnvoll. Fir biologische

Untersuchungen wurden nur frisch hergestellte Liposomen verwendet.

3.2.4 Biologische Charakterisierung in vitro

3.2.4.1 Zellviabilitat

Die Bestimmung der Zellviabilitdt wurde zu grof3en Teilen durch Frau M.Sc. Martinez (Biochemie)
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der synthetischen konventionellen und ,stealth’ Liposomen sind mit
ihrer Genehmigung in dieser Arbeit abgebildet.’® Die Untersuchung der natirlichen
konventionellen Liposomen wurde in eigenen Studien durchgeflhrt.

Die Bestimmung der Zellviabilitat gibt Auskunft, wie metabolisch aktiv Zellen nach Zusatz von
nanoskaligen Formulierungen sind.®® Hierbei konnen u.a. die mitochondriale Aktivitat's®, die LDH-
Freisetzung'®, oder durch NADP bzw. NADPH vermittelte Redoxreaktionen'® als Surrogat
Anwendung finden. Fir die Untersuchung der Zellviabilitdt im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Resazurin-Assay angewandt. Dieses beruht auf einer NADP bzw. NADPH vermittelten
Redoxreaktion des Resazurin in das fluoreszierende Produkt Resorufin. Die Fluoreszenz des
Resorufins wurde hierbei spektralfluorometrisch quantifiziert.’® Als Zelllinien fanden nicht
artifizielle Fibroblasten-Zelllinien, die murine 3T3 und die humane NHDF Zelllinie, Verwendung.
Dies hatte den Vorteil, die Zellviabilitat fir zwei Spezies testen zu kénnen. Fibroblasten eigneten
sich als Zelltyp, da sie ein Hauptbestandteil des Bindegewebes sind, bei parenteraler Applikation
mit den nanoskaligen Formulierungen in Kontakt kommen und sensitiv auf Toxizitat reagieren.®
Fir beide Zelllinien wurde die Lebensfahigkeit der Zellen nach Zugabe der Liposomen fur drei
unterschiedliche Inkubationszeiten (4, 24, 96 Stunden) bestimmt. Fir die Auswahl der Maximal-
konzentration von 100 ug/ml Liposomen diente die Arbeit von Harel-Adar et al. als Referenz.* Die

Ergebnisse fur die 24 Stunden Inkubation sind in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Zellviabilitit der Liposomen auf Fibroblasten-Zelllinien, bestimmt mittels Resazurin-

Assay.

Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. A) zeigt die Zellviabilitdt von murinen 3T3 und B) die von humanen
NHDF Zellen. Es wurden nur Experimente beriicksichtigt, deren relative Standardabweichung der
unbehandelten Kontrolle < 15 % war.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen Zellviabilititen, bezogen auf die

unbehandelte Kontrolle, von jeweils 3 natirlichen Replikaten.

Fur keine der untersuchten Liposomenformulierung wurde eine Reduktion der Zellviabilitat
festgestellt (Abbildung 23). Hingegen zeigte sich eine leichte Zunahme des Fluoreszenzsignals
Uber das der unbehandelten Kontrolle. Eine mogliche Ursache kann eine leichte Phagozytose-
aktivitat der Fibroblasten sein, wie sie bei Gauthier et al. beschrieben ist.""® Eine Zytotoxizitat ist
hingegen bei den hier untersuchten Liposomenkonzentrationen wenig wahrscheinlich. Auch fur die
weiteren Inkubationszeitpunkte 4 und 96 Stunden konnten vergleichbare Ergebnisse erhalten
werden (Abbildung A 6). Reine Phospholipidformulierungen, hier in Form von Liposomen, besitzen
allgemein eine geringe Zelltoxizitat. Aufgrund ihres endogenen Charakters werden Phospholipide
als biokompatibel und bioabbaubar, mit geringer Toxizitat, angesehen.'” Jedoch sind Studien, die
reine Phospholipidformulierungen ohne Wirkstoff betrachten, selten.’ Parnham und Wetzig
beschrieben die grofRe Sicherheit reiner Phospholipidformulierungen flr die parenterale
Applikation.'® Jedoch wiesen sie gleichzeitig darauf hin, dass nach Modifikation (z.B. als ,stealth’
Liposomen) weitere Toxizitatsstudien durchzufiihren sind, da hier ein Risiko gesteigerter Toxizitat
besteht.'® Ein aktueller Vergleich von Phospholipidformulierungen (Liposomen, Emulsionen und
wassrige Lecithindispersionen) aus 2019 bestéatigt die hohe Sicherheit.®® In den untersuchten
Konzentrationen wies keine der konventionellen und ,stealth® Liposomenformulierungen
Zelltoxizitat auf.
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3.2.4.2 Hamolyse

Die Bestimmung der Hamolyseeigenschaften diente dazu, das Risiko einer Erythrolyse nach
Kontakt mit nanoskaligen Formulierungen abzuschéatzen.'® Der Vorteil hierbei ist, dass die Probe
direkt in Kontakt mit den RBC kommt und somit eine Lyse durch Freiwerden von Hamoglobin
erkennbar wird. ¢

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane RBC mit Liposomen einer Konzentration von 100 ug/ml
(3.2.4.1 Zellviabilitat) untersucht. Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Hamolyseaktivitidt der Liposomen, bestimmt auf RBC.
Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. Fur die Negativkontrolle (-) wurde PBS, fir die Positivkontrolle
(2 % SDS) verwendet. Es wurden nur Experimente bertcksichtigt, deren relative Standardabweichung der

Positivkontrolle < 25 % war.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der Hamolyse in Prozent, bezogen auf die

Positivkontrolle, von jeweils 3 naturlichen Replikaten.

Alle Formulierungen konnten als nicht hamolytisch (<2 % Hamolyse, gemal ASTM F756'%)
klassifiziert werden."'®''* Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Wang et al., die bei der
Untersuchung Curcumin-beladener, PS-haltiger Nano Lipid Carrier ebenfalls keine hamolytische
Aktivitat feststellen konnten.'®! Es ist zu vermuten, dass Phospholipide, als endogene Substanzen,
nicht hamolytisch wirken. In der Literatur ist sogar das Gegenteil beschrieben, dass Phospholipide
in der Lage sind, das hamolytische Potential von Gallensalzen zu reduzieren, also protektiv zu
wirken."® Eine entsprechende Studie dazu wurde im Rahmen der Charakterisierung der
Mischmizellen durchgefuhrt (3.3.4.2 Hamolyse). Fur eine i.v. Applikation in der Maus liegen keine
Hamolysedaten vor. Da jedoch bereits PS-haltige Liposomen in dieser Konzentration in vivo in der
Ratte getestet waren®* und Ratten RBC darlber hinaus ahnliche Hamolyseeigenschaften

aufweisen wie Maus RBC, %2 wird das Hamolyserisiko auch fiir die Maus als gering bewertet.

54



Ergebnisse und Diskussion

3.2.4.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen

Weitere in vitro Zellkulturen untersuchten die Phagozytoseaktivitdt sowie die immun-
modulierenden Eigenschaften der Liposomen an mIFN-y/LPS stimulierten MPM. Die MPM wurden
aus dem Peritoneum gesunder Mause gewonnen. Anders als bei Harel-Adar et al. waren die
Mause hierbei nicht mit Natriumthioglycolat vorbehandelt.®* Natriumthioglycolat- oder LPS-Gaben
in das Mausperitoneum fuhren zu einer lokalen Entziindungsreaktion, wodurch Monozyten bzw.
Makrophagen in vivo in das Peritoneum einwandern und sich bereits in Richtung eines pro-
inflammatorischen Phanotypes differenzieren.'®® Mit dem Ziel, naive Makrophagen zu isolieren,
wurde das Peritoneum daher lediglich mit heparinisiertem PBS gespilt. Nach Zugabe der
Liposomen und 24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit mIFN-y/LPS stimuliert und nochmals
fur 24 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden die Phagozytoseaktivitat charakterisiert und die
Zellkulturiberstdnde abgenommen. Die Zellkulturiberstande wurden auf proinflammatorische
Zytokine untersucht. TNF-a wurde hierbei im ELISA, weitere fir die Entziindung relevante
Zytokine, wie IL-1a oder IL-6, wurden mittels Multiplex-Assay charakterisiert.

Die Charakterisierung der Phagozytoseaktivitat wurde mit synthetischen konventionellen und
,Stealth’ Liposomen durchgefuhrt, da SPS und EPG eine hohere Anfalligkeit gegentuber Oxidation
und Hydrolyse aufwiesen (3.2.3.1 Chemische Stabilitat). Die multispektrale Fluoreszenz-
mikroskopie diente der Untersuchung der Phagozytoseaktivtat der MPM in Gegenwart von DOPS,
DOPG und S100. Hierfir wurden die MPM mit DiR-markierten Liposomen inkubiert und gemaf der
direkten und sequentiellen Stimulationsprotokolle mit IFN-y/LPS stimuliert. Die MPM wurden
anschlielRend mit Formalin fixiert. Der Zellkern wurde mit DAPI, die Zellmembran mit Dil gefarbt.
Entsprechende qualitative Gesamtdarstellungen sind in Abbildung 25 zu finden. Vor allem fir
DOPS konnte ein DiR-Fluoreszenzsignal in den MPM nachgewiesen werden. Fur DOPG und S100
hingegen wurden kaum bzw. keine DiR-Fluoreszenzsignale in den MPM wiedergefunden. Es
scheint daher wahrscheinlich, dass vor allem DOPS und nur zu kleinen Anteilen DOPG und S100
phagozytiert werden. Dies entspricht den Angaben der Literatur. Fur PS ist eine rezeptorvermittelte
Phagozytose (heterogene Gruppe, z.B. TIM- oder MerTK-Rezeptoren) beschrieben.?#*3 Dass der
Zusatz von DSPE-PEG-2000 zu DOPS keinen abschirmenden Effekt zeigte, wurde dariber hinaus
bereits durch Allen et al. und Boerman et al. publiziert.'33'%* Beide erklaren, dass der sterische
Effekt des PEG dem starken PS-Signal unterlegen ist. 338 Fir PG® und PC (S100)'65-1¢7
hingegen ist eine extrazellulare Wirkung am TLR-4-Rezeptor beschrieben. Leichte
Phagozytoseaktivitaten fiir PG werden jedoch durch Lee et al. und Quintero et al. bestétigt."®8%°
Vor allem Lee et al. veranschaulichten an Fibroblasten und Makrophagen, dass neben PS auch
PG phagozytiert wird."®® Allerdings wurde fiir PC nur eine sehr leichte Phagozytoserate ermittelt.'®®
AuBerdem ist ein schneller Abbau von PC und PG beschrieben.'® Aufgrund der langen
Inkubationszeit von 48 Stunden in dieser Arbeit ist zu vermuten, dass S100 und DOPG bereits zu

Groliteilen abbgebaut waren, wodurch kaum Fluoreszenz in den MPM wiedergefunden wurde.
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Abbildung 25: Phagozytoseaktivitit von MPM nach Inkubation mit konventionellen und ,stealth‘ DiR-markierten Liposomen, bestimmt mittels multispektraler
Fluoreszenzmikroskopie.
Es wurden SKH1 MPM verwendet. Die Makrophagenzellmembran ist mit Dil (rot), der Nukleus mit DAPI (blau) und die Liposomen mit DiR (griin) gefarbt.

Die MaRstabsskala zeigt eine Lange von 25 um.
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Eine Quantifizierung der DiR-Fluoreszenzsignale war aufgrund unterschiedlicher Belichtungs-
zeiten nicht maoglich. Sie koénnte in Zukunft z.B. mittels FACS-Analysen erfolgen. Da die
Quantifizierung jedoch nicht primar Ziel dieser Arbeit war, wurde hierauf verzichtet. Qualitativ legen
die Ergebnisse jedoch nah, dass die jeweiligen Phospholipide zu einem unterschiedlichen Malie
phagozytiert werden und somit unterschiedliche Wirkmechanismen vorliegen. Die
immunmodulierenden Eigenschaften wurden nachfolgend charakterisiert.

Initial wurden die immunmodulierenden Eigenschaften von $S100, DOPS und DOPG formuliert als
konventionelle Liposomen in Konzentrationen von 50 ug/ml und 100 pg/ml im direkten

(Abbildung 26A) und sequentiellen (Abbildung 26B) Stimulationsprotokoll untersucht.
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Abbildung 26: Imnmunmodulierende Eigenschaften von Liposomen auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-
ELISA.

Es wurden C57BL/6J WT MPM verwendet. A) zeigt die direkte und B) die sequentielle Stimulation. Es wurden
nur Experimente berlcksichtigt, deren relative Standardabweichung der stimulierten Kontrolle < 25 % war.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen TNF-a-Werte (bezogen auf die
stimulierte Kontrolle) von jeweils 3 natirlichen Replikaten. Alle Mittelwerte wurden statistisch gegeneinander
analysiert (ANOVA, LSD-Post-hoc-Test, p < 0,05). Gleiche Buchstaben (iber den Balken veranschaulichen,
dass diese Werte nicht statistisch signifikant unterschiedlich sind. Alle anderen Vergleiche sind statistisch

signifikant unterschiedlich (p < 0,05).

Unstimulierte Zellen (Abbildung 26, schwarz dargestellte Balken) zeigten hierbei in beiden
Stimulationsprotokollen fur alle konventionellen Liposomen keine TNF-a-Freisetzung. Bei den mit
mIFN-y/LPS stimulierten Zellen (Abbildung 26, grau dargestellte Balken) konnten Unterschiede in
Abhangigkeit der Stimulationsprotokolle und der Art der Liposomenformulierung festgestellt
werden. In der direkten Stimulation (Abbildung 26A) reduzierte S100 die TNF-a-Produktion um
ca. 40 %. DOPS und DOPG hingegen zeigten starkere Effekte, das proinflammatorische Zytokin
zu senken. Mit 90 % Reduktion war DOPG effektiver als DOPS. DOPS konnte TNF-a lediglich um
maximal 80 % reduzierten. In der sequentiellen Stimulation (Abbildung 26B) hingegen waren die

Effekte auf TNF-a nicht so stark ausgepragt. S100 zeigte eine maximale Reduktion um 30 bis 40 %,
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wohingegen der Effekt fir DOPS lediglich bei 30 % lag. DOPG war auch hier am effektivsten mit
einer maximalen Reduktion um 60 %. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aktivitat der

Liposomen in beiden Stimulationsprotokollen vorhanden, jedoch unterschiedlich ausgepragt ist.

Far eine weitere Charakterisierung wurden die folgenden Fragestellungen untersucht:

e Einfluss verschiedener DSPE-PEG-2000 Konzentrationen in DOPS auf MPM

e Einfluss der DSPE-PEG-2000 Konzentration in DOPG und S100 auf MPM

o Einfluss verschiedener Phospholipidderivate der anionischen Phospholipide (synthetisch
vs. naturlich) auf MPM

Hierfur wurde neben der Routineanalytik mittels TNF-a-ELISA fir ausgewahlte Proben auch die
Multiplex-Analytik (2.4.4.2 Multiplex-Assay) verwendet. Diese hat den Vorteil mehrere Zytokine

gleichzeitig analysieren zu kénnen.'”®

Fir die Untersuchung des Einflusses verschiedener DSPE-PEG-2000 Konzentrationen in DOPS
wurden zwei DSPE-PEG-2000 Konzentrationen, einmal 10 %, zum anderen 20 %, ausgewahlt.
Die Ergebnisse des TNF-a-ELISA sind in Abbildung 27, die Resultate der Multiplex-Analytik sind
als Heatmap in Tabelle A 4 dargestellt.
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Abbildung 27: Immunmodulierende Eigenschaften PEG-haltiger DOPS Liposomen auf MPM,
bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

Es wurden C57BL/6J WT MPM verwendet. A) zeigt die direkte und B) die sequentielle Stimulation. Es wurden
nur Experimente berlcksichtigt, deren relative Standardabweichung der stimulierten Kontrolle < 25 % war.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen TNF-a-Werte (bezogen auf die
stimulierte Kontrolle) von jeweils 3 natirlichen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte wie in

Abbildung 26.

Besonders in der direkten Stimulation (Abbildung 27A) konnte eine dosisabhangige Reduktion der
TNF-a-Produktion fir DOPS 10 % PEG und DOPS 20 % PEG ermittelt werden. Hierbei war die
TNF-a-Reduktion unabhangig von der zugesetzten Konzentration des DSPE-PEG-2000. Zwischen
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den 0%, 10 % und 20 % PEG-Zusatz gab es keine Unterschiede. Auch in der sequentiellen
Stimulation (Abbildung 27B) waren die TNF-a-Effekte fur alle Liposomen vergleichbar. Jedoch war
die TNFa-Reduktion insgesamt geringer als in der direkten Stimulation.

Die Analytik mittels Multiplex-Assay (Tabelle A 4) zeigte speziell fur die proinflammatorischen
Zytokine TNF-a und IL-6 mit dem TNF-a-ELISA vergleichbare starke Effekte. Beide Zytokine
wurden in Gegenwart von DOPS sowohl in der direkten als auch sequentiellen Stimulation
reduziert. Unterschiede zwischen konventioneller und ,stealth’ Liposomenformulierungen waren
nicht vorhanden. In der direkten Stimulation waren weiterhin leichte Effekte fir die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-12p70 und IL-1a nachweisbar. Beide Zytokine wurden nach
INF-y/LPS Stimulation in geringen Konzentrationen freigesetzt. Alle anderen untersuchten
Zytokine, auch in der sequentiellen Stimulation, besallen Werte an der Nachweisgrenze, sodass
hier keine Unterschiede festgestellt werden konnten. Ein Einfluss der DSPE-PEG-2000
Konzentration auf die immunmodulierenden Eigenschaften von DOPS war als gering zu bewerten.
Da 20% DSPE-PEG-2000 Zusatz dem Marktpraparat DOXIL®/CAELYX® entspricht, wurde
nachfolgend fir S100- und DOPG-haltige Liposomen ausschlief3lich dieser Gehalt untersucht.

Die Ergebnisse der Untersuchung von S100- und DOPG-haltigen konventionellen und ,stealth’
Liposomen (20 % DSPE-PEG-2000) sind in Abbildung 28 und Tabelle A 5 dargestellt.
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Abbildung 28: Immunmodulierende Eigenschaften PEG-haltiger DOPG und S100 Liposomen auf
MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

Es wurden C57BL/6J WT MPM verwendet. A) zeigt die direkte und B) die sequentielle Stimulation. Es wurden
nur Experimente berlicksichtigt, deren relative Standardabweichung der stimulierten Kontrolle < 25 % war.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen TNF-a-Werte (bezogen auf die
stimulierte Kontrolle) von jeweils 3 natirlichen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte wie in
Abbildung 26.

In der direkten Stimulation (Abbildung 28A) konnte ebenfalls eine dosisabhangige TNF-o-

Reduktion fur konventionelle und ,stealth’ Liposomen festgestellt werden. Der Zusatz von DSPE-

59



Ergebnisse und Diskussion

PEG-2000 hatte keinen Einfluss auf die TNF-a-Reduktion. Zwischen 0 % PEG und 20 % PEG gab
es keine Unterschiede. In der sequentiellen Stimulation wurde ebenfalls unabhangig von der
Konzentration an DSPE-PEG-2000 eine dosisabhangige TNF-a-Reduktion, besonders flir DOPG,
verzeichnet. Insgesamt war die TNF-a-Reduktion hier geringer als in der direkten Stimulation.

In der Multiplex-Analytik (Tabelle A5) waren fir TNF-a und IL-6 mit dem TNF-a-ELISA
vergleichbare starke Effekte zu erkennen. Beide Zytokine wurden in Gegenwart der Liposomen in
der direkten und sequentiellen Stimulation reduziert. In der direkten Stimulation waren auch fir
IL-1a, MCP-1 und IL-27 leichte Effekte erkennbar. Diese Zytokine wurden in Gegenwart der
Liposomen und nach INF-y/LPS Stimulation in geringen Konzentrationen freigesetzt. Alle anderen
untersuchten Zytokine besalRen Werte an der Nachweisgrenze, sodass hier keine Unterschiede
ermittelt wurden. Ahnliches war in der sequentiellen Stimulation zu detektieren. Ein Einfluss der
DSPE-PEG-2000-Konzentration auf die immunmodulierenden Eigenschaften von DOPG und S100

war als gering zu bewerten.

Die Untersuchung des Einflusses anionischer Phospholipidderivate (synthetisch vs. naturlich) auf
die biologische Aktivitat der MPM zeigt Abbildung 29 und Tabelle A 6.
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Abbildung 29: Immunmodulierende Eigenschaften natiirlicher (SPS, EPG) und synthetischer (DOPS,
DOPG) konventioneller Liposomen auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

Es wurden SKH1 MPM verwendet. A) zeigt die direkte und B) die sequentielle Stimulation. Es wurden nur
Experimente bericksichtigt, deren relative Standardabweichung der stimulierten Kontrolle < 25 % war.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen TNF-a-Werte (bezogen auf die
stimulierte Kontrolle) von jeweils 3 natirlichen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte wie in

Abbildung 26.

DOPS und SPS konnten TNF-a in gleichem Ausmal} dosisabhangig reduzieren. Es gab weder in
der direkten (Abbildung 29A) noch in der sequentiellen (Abbildung 29B) Stimulation Unterschiede.
Hingegen zeigte EPG in der direkten Stimulation (Abbildung 29A) eine etwas schwachere Tendenz

TNF-a zu reduzieren, als DOPG. In der sequentiellen Stimulation (Abbildung 29B) war dies nicht
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so stark ausgepragt. Insgesamt war die TNF-a-Reduktion hier geringer als in der direkten
Stimulation.

Die Analytik mittels Multiplex-Assay (Tabelle A 6) zeigte auch hier starke Effekte fur TNF-a und
IL-6. Beide Zytokine wurden in der direkten und sequentiellen Stimulation reduziert. Fir IL-1a und
IL-27 waren nach direkter IFN-y/LPS Stimulation in Gegenwart von Liposomen leicht reduzierte
Messwerte erkennbar. Alle anderen Zytokine besalRen Werte an der Nachweisgrenze, sodass hier
keine Unterschiede ermittelt wurden. Ein Einfluss der anionischen Phospholipidderivate auf die

immunmodulierenden Eigenschaften war als gering zu bewerten.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Untersuchung der Aktivitat von MPM in Gegenwart von
Liposomen ausfuhrlich diskutiert. PS, PG und S100 zeigen Potential proinflammatorische Zytokine,
besonders TNF-a, dosisabhangig zu reduzieren. Hierbei fallt ins Auge, dass auch weitere
makrophagenabhangige proinflammatorische Zytokine wie IL-1a, IL-6, IL-12p70 und IL-27
beeinflusst werden. Die dosisabhangige Reduktion erfolgt abhangig von der Art der Phospholipide
in unterschiedlichem Ausmal. PG zeigte die starkste Reduktion. PS folgte und S100 reduzierte am
schwachsten.

Eine mogliche Erklarung fur die erhaltenen Ergebnisse ist, dass in Abhangigkeit des jeweiligen
Phospholipids unterschiedliche zellulare Prozesse, u.a. Phagozytose- oder TLR-4-vermittelt,
stattfinden. In den 1990er Jahren wurde fiir PS die biologische Aktivitat bestimmt. Besonders aktiv
war hierbei die Gruppe um Valerie A. Fadok. Sie zeigte, dass die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch Makrophagen PS-abhangig ist.*> Andere negativ geladene Phospholipide wurden ebenfalls
untersucht. Ein Einfluss der negativen Ladung konnte speziell fiir PG ausgeschlossen werden.*®
Die Apoptose war gemaR der Autoren PS-abhangig und fuhrte zur Immunmodulation, PG zeigte
keine Aktivitat.*® Erst 10 Jahre spater wurde veroffentlicht, dass auch PG in der Lage ist,
immunmodulierend zu wirken.%4'7"172 Hierbei wurde statt einer Phagozytoseaktivitat eine
Interaktion im LPS-Binde-Prozess beschrieben. Sowohl eine Reduktion der Synthese der Typ IIA
Phospholipase A2'"" als auch die Moglichkeit der Bindung an LPS-Binde-Proteine wie MD-2 oder
CD-14"2 sind beschrieben. Aktuell wird eine TLR-4 und damit LPS-spezifische Reaktion postuliert,
welche zu einer TNF-a-Reduktion fiihrt.®® Vergleichende Studien zwischen PS und PG sind selten.
Lediglich Voelker et al. verdffentlichten eine Studie, in welcher sie 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-
3-phospho-(1'-rac-glycerol) Natrium (POPG), PS und DPPC auf mit LPS stimulierten U937 Zellen
untersuchten.'”? Sie konnten zeigen, dass POPG TNF-a effektiver reduziert als PS.""2 Dies stimmt
mit den hier erhaltenen Daten uberein. Weiterhin zeigte DPPC keine merkliche TNF-a-
Reduktion."? Der Unterschied zwischen dem durch Voelker et al. verwendeten DPPC und dem
hier verwendeten S100 liegt im Sattigungsgrad der am PC veresterten Fettsauren. Dass das S100
hier eine leichte Reduktion der TNF-a-Produktion zeigte, ist vermutlich auf eine partielle Oxidation
der ungesattigten Fettsauren zurlckzuflihren. So sind fir die immunmodulierenden Effekte

oxidierter PCs dosisabhangige Effekte beschrieben.'®5-%” Niedrige Konzentrationen oxidierter PCs
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scheinen in vitro die TLR-4-abhangige LPS-Wirkung zu stéren und somit protektiv zu wirken,
wohingegen hohere Konzentrationen proinflammatorische Eigenschaften besitzen sollen.®>-¢” Da
in dieser Arbeit vorwiegend naturliches S100 verwendet wurde, kann dieser Einfluss nicht
ausgeschlossen werden. Er wird, trotz sachgemaler Lagerung und Handhabung (2.2 Handhabung
und Lagerung von Phospholipiden), als Grund fur die TNF-a-Reduktion durch S100 angesehen.
Eine weitere Mdglichkeit, warum S100 TNF-a dosisabhangig reduziert, koénnten
Interkalationsphanomene des LPS in die Phospholipiddoppelschicht der Liposomen sein. LPS ist
ein amphiphiles Molekl. Es bestehend sowohl aus Zucker als auch aus Fettsauren. Es besitzt
somit das Potential, sich in die Phospholipiddoppelschichten einzulagern. Hierfir sind jedoch
gemafl Schromm et al. hbhere Temperaturen notwendig.'”® Durch Interkalation in die Liposomen
konnte eine geringere Konzentration an aktivem LPS vorliegen, was die MPM-Stimulation reduziert
und somit zu einer geringeren TNF-a-Freisetzung fiihrt."”® Da jedoch Unterschiede zwischen den
einzelnen Phospholipiden S100, PS und PG zu erkennen sind, scheint ein Interkalationsphanomen
des LPS eine eher untergeordnete Rolle zu spielen.

Zusammenfassend ist der grofite Einfluss auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine durch
die Art der Phospholipide verursacht, was sich in den Unterschieden zwischen S100, PS und PG
widerspiegelt. Hingegen zeigen weder der Zusatz von DSPE-PEG-2000 noch der Vergleich
verschiedener anionischer Phospholipidderivate (synthetisch vs. natirlich) Unterschiede in der
Reduktion von TNF-a. Da SPS und EPG jedoch im Rahmen von Stabilitdtsuntersuchungen einen
héheren chemischen Abbau zeigten (3.2.3.1 Chemische Stabilitat) wurden fur die nachfolgenden
in vivo Studien im Mausmodell * DOPS und DOPG Liposomen verwendet. Sie wurden sowohl
konventionell als auch mit 20 % DSPE-PEG-2000 formuliert.
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3.2.5 Biologische Charakterisierung in vivo und ex vivo

3.2.5.1 Allgemeines

Fiur die in vivo Charakterisierung wurden die mit synthetischen Phospholipiden hergestellten
konventionellen und ,stealth* Liposomen mittels DiR fluoreszenzmarkiert (2.3.1.2 Markierung der
Liposomen). Die physikochemische Charakterisierung dieser Liposomen umfasste die
Bestimmung der Grofe und GréRenverteilung sowie die Ermittlung der Oberflachenladung. Die
Ergebnisse entsprechen denen der Liposomen ohne Fluoreszenzmarkierung (3.2.2.2 Gré3e und
GroRenverteilung) und sind im Anhang dargestellt (Abbildung A 4). Nachfolgend sind die
Biodistributionsstudien am gesunden (3.2.5.2 Untersuchung der in vivo und ex vivo Biodistribution
am gesunden Tier) und myokardial infarktierten (3.2.5.3 Untersuchung der in vivo und ex vivo

Biodistribution am myokardial infarktierten Tier) Tier prasentiert.

3.2.5.2 Untersuchung der in vivo und ex vivo Biodistribution am gesunden Tier

Die systemische Biodistribution der Liposomen wurde an gesunden Mausen mittels in vivo und
ex vivo Fl untersucht. Das Versuchablaufschema zeigt Abbildung 10. Qualitative Bilder der
ventralen Position sind in Abbildung 30 dargestellt. Eine quantitative Auswertung veranschaulicht
Abbildung 31. Die Ergebnisse der weiteren Untersuchungspositionen (2.5.4.1 In vivo und ex vivo
Fluoreszenzbildgebung (FI)) sind im Anhang zu finden (Abbildung A 8 bis Abbildung A 13).

Es wurde eine konstante Dosis an Liposomen verabreicht (0,5 mg Liposomen/Maus). Da die
Mannchen (Abbildung 30B) jedoch deutlich schwerer waren als die Weibchen (Abbildung 30A),
sind die Ergebnisse der FlI nach Geschlechtern getrennt dargestellt. Die Gesamtfluoreszenz-
intensitaten der DiR-markierten Liposomen in der Maus zeigten qualitativ eine Abhangigkeit von
der Art der Liposomenformulierung. Konventionelle Liposomenformulierungen zeigten eine hdhere
Clearance als ,stealth’ Liposomen, auflerdem waren kopfgruppenabhangige Unterschiede
festzustellen. S100 verteilte sich homogen im gesamten Mausekoérper. Nur eine leichte
Anreicherung im oberen mittleren Abdomen war erkennbar (Abbildung 30A, B). Fur DOPS
hingegen wurde ein Maximum der Fluoreszenzintensitdt 0,25 h nach Injektion mit einer
Anreicherung im oberen mittleren Abdomen festgestellt (Abbildung 30A, B). DOPG konnte nur zu
einem geringen Mall im Mausekdrper wiedergefunden werden (Abbildung 30A, B). Es zeigte
sowohl eine Anreicherung im oberen mittleren Abdomen und als auch einen leichten Anstieg der
Fluoreszenzintensitat Gber den Untersuchungszeitraum. Im Gegensatz dazu war fur die ,stealth’
Liposomen S100 20 % PEG eine starkere Anreicherung und langere Zirkulation im Mausekoérper
feststellbar (Abbildung 30A, B). Hier wurden deutliche Unterschiede zu den konventionellen
Liposomen ersichtlich. Das Fluoreszenzsignal nahm Uber den Untersuchungszeitraum nur zu
einem geringen Mal ab. Fir DOPS 20 % PEG hingegen wurde, ebenso wie fur die konventionellen
Liposomen, eine starke Anreicherung im oberen mittleren Abdomen ermittelt (Abbildung 30A, B).
Jedoch war hier die Biodistribution zu frihen Untersuchungszeitpunkten auch im Gesamtkorper

der Maus gegeben.
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Abbildung 30: Gesamtfluoreszenzintensitaten DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, ventrale Position, bestimmt mittels in vivo Fl.
A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Exemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte Untersuchungszeitraum von
48 Stunden dargestellt.
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Abbildung 31: TRE-Quantifizierung fiir definierte ROl DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, ventrale Position, bestimmt mittels in vivo Fl.
A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Dargestellt sind relative TRE bezogen auf den Zeitpunkt 0,25 Stunden post Injektion. M1 und M2 entsprechen Mausen, die

nach einer Stunde, M3 und M4 Mausen, die nach 24 Stunden und M5 und M6 Mausen, die nach 48 Stunden getbtet wurden.
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DOPG 20 % PEG war zu frihen Zeitpunkten ebenfalls im gesamten Mausekdrper verteilt
(Abbildung 30A, B). Im Vergleich zu den konventionellen Liposomen war eine etwas starkere
Anreicherung im mittleren oberen Abdomen zu erkennen, die Uber die Zeit abnahm.

Far einen quantitativen Vergleich der Unterschiede in der Biodistribution und Pharmakokinetik der
Liposomen wurden vordefinierte ROl mit dem Parameter TRE ausgewertet. Die TRE war hierbei
auf den jeweiligen Wert bei 0,25 Stunden normalisiert. Abbildung 31 veranschaulicht die
quantitativen Ergebnisse fir die ventrale Position. Fir die konventionellen Liposomen wurde eine
schnellere Reduktion der TRE festgestellt. Besonders hervorzuheben sind hier die Ergebnisse der
weiblichen SKH1 Mause. Hier wurde ersichtlich, dass DOPS schneller als S100 eliminiert wird. In
mannlichen Mausen war dieser Effekt weniger deutlich. Im Gegensatz dazu stieg die TRE von
DOPG initial an und nahm Uber die Zeit langsam wieder ab. Dieses Pharmakokinetikprofil war in
beiden Geschlechtern erkennbar. Die ,stealth® Liposomen hingegen prasentierten andere
Pharmakokinetiken. Fur S100 20 % PEG wurden in beiden Geschlechtern Uber den
Untersuchungszeitraum von 48 Stunden ca. 80 % der relativen TREs wiedergefunden,
wohingegen S100 schnell eliminiert wurde. Im Gegensatz dazu wurde DOPS 20 % PEG ebenfalls
ahnlich schnell eliminiert wie das konventionelle DOPS. DOPG 20 % PEG hingegen zeigte
schnellere Elimination als DOPG.

Die nachfolgende exvivo Fl einzelner Organe diente der genaueren Bestimmung der
systemischen Biodistribution der Liposomen. Reprasentative qualitative Darstellungen fir
weibliche und mannliche SKH1 Mause sind im Anhang (Abbildung A 13 bis Abbildung A 16) zu
finden. Die jeweilige Organposition ist Tabelle 7 und Tabelle 8 zu entnehmen. Quantitative
Biodistributionsergebnisse zeigt Abbildung 32. Hierbei sind Relativwerte der TREs, welche auf die
jeweilige Leber (h6chste Fluoreszenzintensitat) bezogen sind, dargestellt. Hohe TREs wurden fur
alle Liposomenformulierungen in den jeweiligen Lebern detektiert. Zwischen weiblichen und
mannlichen SKH1 Mausen zeigten sich kaum Unterschiede in der ex vivo Biodistribution. Neben
hohen TREs in den jeweiligen Lebern zeigten konventionelle Liposomen Uber alle Endpunkte
moderate TREs in der jeweiligen Milz. In einigen Fallen wurden Ileicht erhdhte
Fluoreszenzintensitaten in Uterus und Eierstécken wiedergefunden. Gegensatzlich dazu zeigten
die ,stealth Liposomen eine andere ex vivo Biodistribution. Besonders S100 20 % PEG verteilte
sich am Endpunkt 1 Stunde in der Leber, in der Milz, im Blut, im Herz, der Lunge, den Nieren und
den Geschlechtsorganen. Diese Fluoreszenzintensitdten nahmen Uber die Zeit ab, wobei am
Endpunkt 48 Stunden weiterhin hdhere TREs wiedergefunden wurden, als in S100. Im Vergleich
dazu zeigten DOPS 20 % PEG und DOPG 20 % PEG hohere TREs in der jeweiligen Milz, auch
verglichen mit den konventionellen Liposomen. Fur diese ,stealth® Formulierungen waren jedoch
keine hohen TREs in anderen Organen zu verzeichnen. Sie reicherten sich vorwiegend in Organen

an, die reich an Zellen des mononuklearen Phagozytensystems (MPS) sind.
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Abbildung 32: Quantifizierung der TRE fiir definierte ROl der DiR-markierten Liposomen in gesunden Méusen, ex vivo, bestimmt mittels ex vivo FI.

A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Dargestellt sind relative TRE bezogen auf die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Leber. M1 und M2 entsprechen Mausen,

die nach einer Stunde, M3 und M4 Mausen, die nach 24 Stunden und M5 und M6 Mausen, die nach 48 Stunden getdtet wurden.
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Nachfolgend sind die Ergebnisse der in vivo und ex vivo Biodistributionsstudie in der gesunden
Maus diskutiert. Aufgrund der physikochemischen Eigenschaften der Liposomen, hier besonders
aufgrund ihrer definierten GroRe und GroRenverteilung, wurde eine langanhaltende in vivo
Zirkulation sowie eine langsame Elimination (iber Leber und Milz erwartet. Uberraschender Weise
zeigten sowohl die konventionellen als auch die ,stealth Liposomen verschiedenartige
Biodistributionsprofile. Hochst wahrscheinlich sind diese durch Unterschiede in den jeweiligen
Oberflacheneigenschaften, wie Ladung und Kopfgruppe der Liposomen, begriindet.

Fir S100, das nur PC enthélt, ist eine schnelle Elimination bekannt. Jedoch beschreibt die Literatur
kleinere Unterschiede in den Eliminationsraten in Abhangigkeit des Sattigungsgrades der
veresterten Acylketten der PCs. Fir PCs mit niedrigen Phasenibergangstemperaturen
(ungesattigt), wie dem hier verwendeten S100, werden etwas langere Eliminationszeiten diskutiert,
als fur PCs mit hohen Phaseniibergangstemperaturen (gesattigt)."”*'"> Nach einer Stunde konnte
besonders in den weiblichen SKH1 Mausen noch ca. 75 % der Fluoreszenzintensitat des S100
wiedergefunden werden, was in Einklang mit den Ergebnissen von Semple et al. steht.'”* Die
hydrophile Oberflachenmodifikation durch Zusatz von DSPE-PEG-2000 hingegen fuhrte flir S100
20 % PEG zu einer Verlangerung der in vivo Biodistribution und ex vivo zu einer homogeneren
Verteilung der Liposomen im gesamten Mausekorper. Dies war mit dem Marktprodukt
DOXIL®/CAELYX® vergleichbar.8%176

Der Zusatz von anionischen Phospholipiden wie DOPS oder DOPG resultierte in einer schnellen
Elimination und starkeren Anreicherung in Organen, die reich an Zellen des MPS sind, also Leber
und Milz. Hochst wahrscheinlich ist dies durch die PS- und PG-vermittelte Erkennung und
Phagozytose durch Zellen des MPS zu begrinden, da diese Zellen vorwiegend in der Leber und
der Milz vorkommen.'”7:178 \Vergleichende in vivo Studien, die sowohl PS als auch PG untersuchen,
sind selten. 1992 veréffentlichten Gabizon und Papahadjopoulos eine Studie, in welcher sie
systematisch  Phospholipidoberflachenladungen und ihren Einfluss auf die jeweilige
Liposomenclearance beschrieben.'® In dieser Studie untersuchten sie u.a. ungeséattigtes PS und
ungesattigtes PG, beide in vergleichbaren molaren Verhaltnissen, die mit ungesattigtem PC und
Cholesterol formuliert und mit Gallium 67 (¥’Ga) radiomarkiert waren. Diese Liposomen wurden
extrudiert und anschlieRend weiblichen Mausen i.v. appliziert. 4 bzw. 24 Stunden nach Injektion
wurden die Mause getttet und die Radioaktivitat des 8’Ga in den einzelnen Organen mit einem
y-Zahler bestimmt. Sie konnten zeigen, dass sowohl PS als auch PG Liposomen schnell aus der
Blutzirkulation entfernt wurden und sich in der Leber und zu gewissem Grad in der Milz
anreicherten. Weiterhin berichteten sie, dass es leichte Unterschiede zwischen der ex vivo
Biodistribution von PS und PG gibt. PS reicherte sich vorwiegend in der Leber (75 % RD/Organ)
und der Milz (10 % RD/Organ) an, wohingegen PG niedrigere Radioaktivitat in der Leber (43 %
RD/Organ) und geringe Radioaktivitdt in der Milz (1 % RD/Organ) prasentierte. Die ex vivo
Darstellung der Biodistribution DiR-markierter Liposomen (Abbildung A 13 bis Abbildung A 16)
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bestatigt dies. Auch hier wurden Unterschiede der TREs von DOPS und DOPG festgestellt.
Besonders zeigte DOPS eine Anreicherung in Leber und Milz, wohingegen DOPG hier niedrigere
maximale Fluoreszenzintensitdten aufwies. Wahrscheinlich sind diese Unterschiede mit den
jeweiligen Phagozytoseraten und -mechanismen zu begriinden. PS wird primar von Zellen des
MPS sowie von Hepatozyten'® und Fibroblasten'® aufgenommen, wohingegen PG wohl eher von
Monozyten und Makrophagen'® phagozytiert wird. Weiterhin konnten Unterschiede in der
Phagozytoseaktivitat von DOPS und DOPG, wie sie in vitro bereits festgestellt wurden (3.2.4.3
Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen), ebenfalls einen Einfluss auf die unterschiedliche in vivo
Biodistribution haben. Fir DOPG erscheint es, dass zeitabhangig eine Umverteilung der
Liposomen im Mausekorper stattfindet, was hochst wahrscheinlich zu einer langsameren
Anreicherung der Liposomen in der Leber fuhrt. Der Zusatz von 20 % DSPE-PEG-2000 zu DOPS
oder DOPG hatte geringe Einflisse auf die Biodistribution in vivo. Eine Verlangerung der
Biodistribution wurde nicht festgestellt, obwohl ex vivo eine starkere Anreicherung in der jeweiligen
Milz ersichtlich wurde. Die hydrophile Oberflachenmodifikation von PS- und PG-haltigen
Liposomen wurde bis dato selten untersucht. Lediglich eine Studie von Levchenko et al.
charakterisierte systematisch PS-haltige Liposomen, die mit verschiedenen PEG formuliert waren,
entweder DSPE-PEG-750 oder DSPE-PEG-5000."®" Der Zusatz von DSPE-PEG-750 fiihrte nicht
zu einer langeren Zirkulationszeit der Liposomen, wohingegen DSPE-PEG-5000 eine
Pharmakokinetik analog PC Liposomen und somit eine leichte Verlangerung der Zirkulationszeit
zeigte."' Das in dieser Arbeit verwendete DSPE-PEG-2000 wurde auch durch Boerman et al. fiir
PS Liposomen verwendet.”® Dort konnte kein Einfluss des PEG-Zusatzes auf die in vivo
Biodistribution PS-haltiger Liposomen festgestellt werden. Es ist daher wahrscheinlich, dass der
abschirmende Effekt des DSPE-PEG-2000, mit einer mittleren Kettenlange, zwischen dem von
DSPE-PEG-750 und DSPE-PEG-5000 liegt. Daher scheint in vivo noch kein Einfluss auf die
Pharmakokinetik zu bestehen, obwohl ex vivo eine starkere Anreicherung in der Milz zu
verzeichnen war. Dies wird durch Quan et al. fir PS bestéatigt.'®? Aufgrund der Resultate der
Biodistributionsstudie im gesunden Tier wurden die ,stealth* Liposomen fur die nachfolgende

Untersuchung der Biodistribution im myokardial infarktierten Tier ausgewahlt.

3.2.5.3 Untersuchung der in vivo und ex vivo Biodistribution am myokardial infarktierten Tier

Um das optimale Therapieschema fur die Behandlung myokaridal infarktierter Mause zu
bestimmen, wurden sowohl einfache wie auch dreifache Injektionen mittels in vivo und ex vivo Fl
untersucht. Das Versuchablaufschema zeigt Abbildung 11. Qualitative und quantitative Bilder der
ventralen Position prasentiert Abbildung 33. Die Ergebnisse der weiteren Untersuchungspositionen
(2.5.4.1 In vivo und ex vivo Fluoreszenzbildgebung (F1)) sind im Anhang zu finden (Abbildung A 17
bis Abbildung A 19).
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Abbildung 33: Gesamtfluoreszenzintensititen sowie TRE-Quantifizierung fiir definierte ROl DiR-
markierter Liposomen in EMI Mausen, ventrale Position, bestimmt mittels in vivo Fl.

A) zeigt Gesamtfluoreszenzintensitaten der einfachen und B) die der dreifachen Injektion. In C) ist die TRE-
Quantifizierung fir S100 20 % PEG, in D) fur DOPS 20 % PEG und in E) fir DOPG 20 % PEG dargestellt.
Exemplarisch wurde je eine SKH1 Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte
Untersuchungszeitraum von 48 Stunden dargestellt.

Die einfache Injektion fihrte fir S100 20 % PEG zu einer homogenen Verteilung im gesamten
Mauskérper mit Anreicherung der Liposomen in der operierten Thoraxregion (Abbildung 33A).
Dazu im Gegensatz reicherten sich sowohl DOPS 20 % PEG als auch DOPG 20 % PEG im oberen
mittleren Abdomen an (Abbildung 33A). Im Infarktgebiet konnte hier keine Erhdéhung des
Fluoreszenzsignals festgestellt werden. Fir S100 20 % PEG war auch nach dreifacher Injektion
eine Anreicherung des Fluoreszenzsignals im Infarktgebiet nachweisbar (Abbildung 33B). Hierbei
stieg die TRE nach jeder Injektion an (Abbildung 33C). DOPS 20 % PEG und DOPG 20 % PEG
hingegen zeigten auch nach dreifacher Injektion keine Anreicherung im Infarktgebiet
(Abbildung 33B). Stattdessen stiegen die TREs nach jeder Injektion an (Abbildung 33D, E).
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Die ex vivo Untersuchung der einzelnen Organe erfolgte nach dem Endpunkt 48 Stunden.
Qualitative Darstellungen ausgewahlter Organe zeigt Abbildung 34. Qualitative und quantitative

Gesamtdarstellungen sind in Abbildung A 20 zu finden.
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Abbildung 34: Gesamtfluoreszenzintensitaten DiR-markierter Liposomen in EMI Mausen, ex vivo
Darstellung ausgewahliter Organe, bestimmt mittels ex vivo Fl.

A) zeigt die einfache und B) die dreifache Injektion.

Nach einfacher Injektion (Abbildung 34A) war besonders S100 20 % PEG im gesamten
Mauskérper verteilt (Abbildung A 20). Fluoreszenzsignale wurden u.a. im Blut, dem Herzen, der
Lunge, der Leber, der Milz, dem Thorax und dem mediastinalen Lymphknoten gefunden. Fir DOPS
20 % PEG und DOPG 20 % PEG war eine Anreicherung der Liposomen in der Leber und Milz zu
verzeichnen (Abbildung 34A). Im Infarktgebiet war kein Anstieg des Fluoreszenzsignals sichtbar.
Auch das dreifache Injektionsschema (Abbildung 34B) fuhrte fur S100 20 % PEG Liposomen zu
einer Anreicherung der Liposomen im gesamten Mauskorper. Ex vivo zeigten das Blut, das Herz,
die Lunge, die Geschlechtsorgane, die Nieren, die Leber, die Milz und das Infarktgebiet (Haut,
Thorax, mediastinale Lymphknoten) jeweils einen Anstieg in den Fluoreszenzintensitaten
(Abbildung A 20). Quantitativ war eine Kumulation tUber die Zeit erkennbar. DOPS 20 % PEG und
DOPG 20 % PEG hingegen reicherten sich lediglich in Leber und Milz an (Abbildung 34B). Im Herz
bzw. der Infarktregion wurden nur sehr niedrige Fluoreszenzintensitaten detektiert.

Fir eine immunhistologische Untersuchung von Leber, Milz und Myokardinfarktgebiet wurde je ein
reprasentatives Organ des dreifachen Injektionsschemas ausgewahlt, immunhistologisch
angefarbt und mittels multispektraler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Gesunde, unbehandelte

Mausorgane dienten als Referenz. Entsprechende Darstellungen zeigt Abbildung 35.
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Abbildung 35: Ex vivo Lokalisation DiR-markierter Liposomen in immunhistologisch gefarbten
Organen der EMI Mause, analysiert mittels multispektraler Fluoreszenzmikroskopie.

Es wurden SKH1 Mause der dreifachen Injektion verwendet. Die Gewebeautofluoreszenz ist in weil3, der
Nukleus, angefarbt mit DAPI, ist in blau, Zellen des MPS, angefarbt mit ALEXA Fluor 594 nm CD68
Antikérper, sind in rot und DiR-markierter Liposomen sind in griin dargestellt.

Die Malstabsskala zeigt eine Léange von 50 pm.

In den Geweben der Myokardinfarktregion konnte eine Anreicherung von CD68+ Zellen, bzw.
Zellen des MPS, festgestellt werden. Hingegen konnte ein dem DiR zuzuordnendes
Fluoreszenzsignal nur fur S100 20 % PEG nachgewiesen werden. Fur DOPS 20 % PEG und
DOPG 20 % PEG war dies nicht erkennbar. Stattdessen zeigten beide Liposomenformulierungen
DiR-Fluoreszenzsignale in Leber und Milz. Fur S100 20 % PEG war dies in Leber und Milz eher
reduziert. Es erscheint, dass DOPS 20 % PEG und DOPG 20 % PEG sich vorwiegend in Leber
und Milz angereichert haben, wohingegen S100 20 % PEG wohl starker im gesamten Mauskorper
verteilt war. Auffallig war, dass das DiR-Fluoreszenzsignal vorwiegend mit dem Fluoreszenzsignal
der CD68+ Zellen zusammenfiel. Dies untermauert die Hypothese, dass die Liposomen von Zellen

des MPS phagozytiert und verstoffwechselt werden.
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Die erhaltenen Ergebnisse werden durch die Literatur gestitzt. Fir PC PEG Liposomen (S100
20 % PEG) ist aufgrund einer hoheren Fenestrierung des infarktierten und entziindeten Herzes
und eines damit verbundenen Enhanced Permeation and Retention Effects (EPR-Effekt) eine
passive Anreichung der Liposomen wahrscheinlich.%133183 |m Vergleich dazu zeigten DOPS 20 %
PEG und DOPG 20 % PEG eine Anreicherung in Leber und Milz. In der Myokardinfarktregion
hingegen konnten keine Liposomen nachgewiesen werden. Harel-Adar et al. verdffentlichten 2011
eine Studie Uber die Modulation kardialer Makrophagen durch Injektion PS-haltiger Liposomen in
myokardial infarktierten Ratten. Dort zeigten sie, dass sich die 48 Stunden nach Myokardinfarkt
injizierten PS Liposomen im Herzinfarktgebiet anreicherten. Diese Studie war die Erste, die das
Potential PS-haltiger Liposomen als Behandlungsoption fir den Myokardinfarkt beschrieb. Im
Vergleich zu der hier durchgefiihrten Studie bestehen einige Unterschiede. Besonders
hervorzuheben sind physikochemische Unterschiede der Liposomen. Harel-Adar et al.
verwendeten PS-Liposomen eines mittleren hydrodynamischen Durchmessers von 1,2 um mit
einem PDI von 0,2%, was eher auf multilamellare Vesikel mit einer breiten PartikelgréRenverteilung
schlielRen lasst. Im Gegensatz dazu wurden hier umfassend charakterisierte nanoskalige
Liposomen mit enger PartikelgroRenverteilung verwendet. Diese Liposomen wurden bereits vor
dem Setzen der EMI i.v. injiziert bzw. anschlielend insgesamt dreifach gegeben. Die Mause
wurden nach 48 Stunden nach Setzen der EMI getdtet, wohingegen die Ratten bei Harel-
Adar et al. erst 48 Stunden nach Setzen des Myokardinfarktes PS Liposomen i.v. erhielten und
nachfolgend nach insgesamt 6 Tagen nach Setzen des Herzinfarktes getdtet wurden. Behalt man
pathophysiologische Mechanismen des infarktieren Herzes, wie z.B. die sequentielle
Einwanderung von Makrophagen wahrend der ersten Tage nach Myokardinfarkt'84'8 im Hinterkopf
(1.2 Akuter Myokardinfarkt), ist zu vermuten, dass 48 Stunden nach EMI die Mobilisierung der
Makrophagen aus Leber und Milz noch nicht inr Maximum erreicht hat. Dies ist ein wahrscheinlicher
Grund, warum weder DOPS 20 % PEG noch DOPG 20 % PEG im infarktierten Herzen
wiedergefunden werden konnten. Fur zuklnftige Versuche ist es daher unerlasslich die
Untersuchungszeitspanne zu vergréern, um sicherzustellen, dass eine Monozyten- und
Makrophagenmobilisierung eingesetzt hat. Nichts desto weniger ist jedoch der Ansatz eines
passiven Targeting durch S100 20 % PEG und das aktive Targeting mittels DOPS 20 % PEG und
DOPG 20 % PEG durch Makrophagenphagozytose mit anschlieBender -mobilisierung ein
interessanter Ansatz fir die Behandlung der Entziindung nach Myokardinfarkt. Es ist anzuraten,

diese Behandlungsoption in einer nachfolgenden Therapiestudie detailliert zu betrachten.
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3.3 Mischmizellen?

3.3.1 Allgemeines

Das Quality Target Product Profile fur nanoskalige Mischmizellenformulierungen ist in Tabelle 14
zusammengefasst. Es diente der Vordefinition wichtiger physikochemischer Parameter, die fur die

Herstellung der Mischmizellen einzuhalten waren.

Tabelle 14: Quality Target Product Profile fiir Mischmizellenformulierungen.

Parameter Wert

Optische Eigenschaften isotrop, klar

GroRe <1um
Grolkenverteilung Definiert (PDI < 0,3)

Neben den synthetischen anionischen Phospholipiden DOPS und DOPG wurden auch die
natirlichen Phospholipide SPS und EPG fir die Herstellung von Mischmizellen verwendet.
Gallensalz-Mischmizellen wurden systematisch und vergleichend untersucht. Nachfolgend ist die

Zusammensetzung und Nomenklatur der untersuchten Mischmizellen dargestellt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Zusammensetzung der Mischmizellenformulierungen.

Mischmizellen- | S100 DOPS DOPG SPS EPG Natriumcholat
formulierung (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

$100 10 10

DOPS 4 6 10

DOPG 4 6 10

SPS 4 6 10

EPG 4 6 10

2 Ergebnisse dieses Kapitels wurden publiziert in:
Klein, M.E., et al. Phosphatidylserine (PS) and phosphatidylglycerol (PG) enriched mixed micelles (MM): A
new nano-drug delivery system with anti-inflammatory potential?, Eur. J. Pharm. Sci. 152 (2020)
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3.3.2 Physikochemische Charakterisierung

3.3.2.1 Kritische Mizellbildungskonzentration

Zu Beginn wurde das Selbstaggregationsverhalten des amphiphilen Trihydroxygallensalzes
Natriumcholat untersucht. Eine Selbstaggregation erfolgt erst oberhalb der CMC und oberhalb der
kritischen Mizellbildungstemperatur (CMT).% Die Bildung der kolloidalen Mizellenaggregate
verlauft spontan und ohne Energieaufwand.'® Die Mizellen sind thermodynamisch stabil.'® Die
CMT flr Natriumcholat liegt gemaf Hofmann und Small unterhalb 0 °C.'® Die Herstellung der
Mischmizellen erfolgte bei Raumtemperatur, sodass die CMT von Natriumcholat bereits
Uberschritten war. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher nur die CMC experimentell ermittelt. Das
Erreichen der CMC ist allgemein durch eine Anderung von physikalischen Eigenschaften
gekennzeichnet. Hierzu zahlen u.a. Anderungen der Leitfahigkeit, des osmotischen Drucks, der
Grenzflachenspannung sowie der Tribung.'”®” Die CMC wurde als Anderung der
Grenzflachenspannung/Oberflachenspannung nach der Ring Methode nach Du Noly ermittelt.'8®
Hierbei wurde die Oberflachenspannung gegen die Konzentration an Natriumcholat aufgetragen.
Graphisch ist dies in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Oberflaichenspannung von Natriumcholat in isotoner Kochsalzlésung, bestimmt
mittels Ring Methode nach Du Noiy.
Der Schnittpunkt beider Geraden liegt bei 4,3 mg/ml.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natirlichen Replikaten.

Die bei Raumtemperatur experimentell bestimmte CMC von Natriumcholat in isotoner
Kochsalzlésung betrug 4,3 mg/ml. Dieser Wert stimmt mit dem durch Garidel et al. bestimmten
CMC-Wert flr Natriumcholat in 0,1 M Kochsalzlésung (297,3 K), welcher durch isothermale
Titrationskalorimetrie ermittelt wurde, Uberein.'”®® Ab einer Konzentration von 4,3 mg/ml

Natriumcholat ist es daher wahrscheinlich, dass sich Natriumcholatmizellen bilden. Weiterhin gibt
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die CMC Auskunft, ab welcher Konzentration Natriumcholat in der Lage ist, z.B. Phospholipide zu
solubilisieren und Mischmizellen zu bilden.' Es ist anzunehmen, dass bei Uberschreiten der CMC
eine Bildung von Mischmizellen erfolgt. Dies wurde nachfolgend durch Tribungsmessungen
charakterisiert.

3.3.2.2 Tribungsmessung

Die Trubungsmessungen fanden an Mischungen aus Phospholipid und Natriumcholat
(Gesamtkonzentration: 10 mg/ml), hergestellt in isotoner Kochsalzlésung, statt. Eine vollstandige
Solubilisierung der Phospholipide wurde durch das Entstehen einer optisch isotropen, klaren
L6ésung charakterisiert.®! Hierfiir wurde die Trilbung der Mischungen analog Rupp et al. spektral-
photometrisch bei einer Wellenlange von A 660 nm gegen reine Kochsalzlésung bestimmt.’®' Als
Phospholipide wurden das natirliche, ungesattigte S100 sowie das natirliche, gesattigte SPC-3,
untersucht. Die prozentuale Transmission in Abhangigkeit der Art und des Massenanteils der
Phospholipide sind in Abbildung 37A graphisch und in Abbildung 37B fir S100 und in
Abbildung 37C flir SPC-3 visuell dargestellt.
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Abbildung 37: Triibungsmessungen an Phospholipid-Natriumcholat-Mischungen, bestimmt mittels
Spektralphotometer.

A) zeigt die prozentuale Transmission in Abhangigkeit von der Art und des Massenanteils des jeweiligen
Phospholipids. B) und C) veranschaulichen makroskopische Aufnahmen far S100 far SPC-3.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 2 natirlichen Replikaten.

Primar war ein Einfluss der Art des Phospholipids zu erkennen (Abbildung 37). Das ungesattigte
S100 wurde bis zu einem Prozentsatz von 60 % Phospholipid solubilisiert (Abbildung 37A, B),
wohingegen das gesattigte SPC-3 bereits bei 60 % Phospholipid eine sichtbare Tribung zeigte
(Abbildung 37A, C). Es waren also 4 mg (S100) bzw. 5 mg (SPC-3) Natriumcholat notwendig, um
fur eine Gesamtkonzentration von 10 mg optisch isotrope, klare Lésungen aus Phospholipid und
Gallensalz herzustellen. Diese Konzentration entspricht grob der CMC (Abbildung 36). Neben der
Bildung reiner Gallensalzmizellen ist es daher wahrscheinlich, dass sich ab dieser Konzentration

auch Mischmizellen aus Phospholipid und Gallensalz formen, wie es bereits durch Schubert
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beschrieben ist.’ Dass das S100 leichter zu solubilisieren war als das SPC-3 erklaren Cohen und
Carey Uber die unterschiedliche Packung der Acylketten in den jeweiligen Phospholipiden.’®? Sie
untersuchten hierbei systematisch den Einfluss der Sattigung der Acylketten in Phospholipid-
Gallensalz-Mischungen und beobachteten, dass ungesattigte Phospholipide vermehrt
Mischmizellen bilden, wohingegen gesattigte Phospholipide dazu tendieren, eher vesikulare
Systeme zu bilden.’®? Sie schlussfolgern, dass der Einsatz geséattigter Phospholipide in
Mischmizellen eher limitiert ist.’®? Nichts desto trotz ist jedoch auch die Bildung von Mischmizellen
mit gesattigten Phospholipiden moglich, wie Hildebrand et al. am Beispiel von DPPC/DPPG
[1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-(1’-rac-glycerol) Natrium] Vesikeln veranschaulichten.'®
Aufgrund der ausschlieldlichen Verwendung von ungesattigten Phospholipiden in den
konventionellen Liposomen (3.2.1 Allgemeines) und der einfacheren Herstellung der Mischmizellen
mit ungesattigten Phospholipiden wurde in dieser Arbeit mit S100, DOPS, DOPG, SPS und EPG
als Bestandteile der Mischmizellen gearbeitet. Es wurde ein Mischungsverhaltnis von 50 %
Phospholipid zu 50 % Gallensalz gewahlt, bei welchem optisch isotrope, klare Losungen entstehen

(Abbildung 37). Das Quality Target Product Profile wurde somit in diesem Punkt erfullt.

3.3.2.3 GroR3e und Grofzenverteilung

Die Grofde und GroRenverteilung der Mischmizellen wurde unverdinnt mittels DLS bestimmt. Das
Ziel war es, Mischmizellen definierter Grolienverteilung zu formulieren. Eine Grofe kleiner 1 um
war erwinscht, um das Risiko embolischer Ereignisse nach parenteraler Applikation zu reduzieren
(3.2.2.2 GroRe und GroRenverteilung).'* Die Ergebnisse der DLS sind in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: GroBe und GréRenverteilung der Mischmizellen, bestimmt mittels DLS.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natiirlichen Replikaten.
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S100, DOPS, DOPG und EPG besal’en mittlere hydrodynamische Durchmesser von ca. 10 nm
mit Polydispersitatsindizes von maximal 0,2. Dies entspricht einer definierten GroRenverteilung.'’
Die Ergebnisse entsprechen denen von Schurtenberger et al..’® Fiir Mischmizellen ermittelten sie
hydrodynamische Radien von ca. 50 A (= 5 nm) mit Polydispersitatsindizes von 0,3.%* SPS
hingegen zeigten einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von ca. 20 nm und einen
Polydispersitatsindex von 0,4. Dies entspricht keiner definierten Verteilung'’, verschiedene
Kolloide, z.B. Mischmizellen, Mizellen, Mischvesikel und Vesikel scheinen hier nebeneinander
vorzuliegen.'®® Die Darstellungen der intensitatsgewichteten GroRenverteilungen bestéatigen dies
(Abbildung A 21). Das unterschiedliche Verhalten von SPS und DOPS ist wahrscheinlich auf den
unterschiedlichen Gehalt an Ca?*-lonen in den Ausgangsprodukten des Herstellers Lipoid GmbH
zurtckzufihren. SPS enthalt im Vergleich zu DOPS eine 10-fach héhere Konzentration an
Ca?*-lonen (Tabelle A 7), was eine Aggregation des negativ geladenen PS zu Phospholipid-
doppelschichten realistisch erscheinen lasst.”

Eine detaillierte Arbeit Uber das Aggregationsverhalten anionischer Phospholipide in grof3en uni-
lamellaren Vesikeln wurde 2018 von Rahnfeld et al. publiziert.'*® Sie untersuchten u.a. PA, PS und
PG flr eine potentielle Nutzung als in situ aggregierendes Arzneitragersystem.*® Sie variierten
neben der Fettsaurezusammensetzung (Vergleich ungesattigter mit gesattigten Phospholipiden)
auch die Art des divalenten Kations (Ca?* und Mg?") und konnten verdeutlichen, dass eine
Aggregation anionischer Phospholipide durch divalente Kationen maglich ist.’*® Die geséattigten PS
und PG zeigten hierbei leichte Aggregationstendenzen in Gegenwart von Ca?*-lonen, wohingegen
die ungeséttigten PS und PG kaum zur Aggregation neigten.'#°

Nachfolgend wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Studie mit kiinstlich zugesetzten Ca?*-lonen und
einer anschlieRenden Komplexierung der Ca?*-lonen mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA) am
Beispiel von PS durchgefihrt. Die Aggregation wurde makroskopisch visuell sowie mittels DLS
untersucht. Die Ergebnisse sind im Anhang dargestellt (Abbildung A 22). Eine kunstliche Erhéhung
der Ca?*-lonen-Konzentration in DOPS auf die Ca?*-lonen-Konzentration in SPS fiihrte zu einer
Erhdhung des mittleren hydrodynamischen Durchmessers und zu einem Anstieg des
Polydispersitatsindex der Mischmizellen (Abbildung A 22A). Eine Ca?*-lonen-abhangige
Aggregation kann hier vermutet werden. Die nachfolgende Zugabe von EDTA reduzierte sowohl
den mittleren hydrodynamischen Durchmesser als auch den Polydispersitatsindex von DOPS und
SPS. Diese mittleren hydrodynamischen Durchmesser und Polydispersitatsindizes waren mit
denen anderer Mischmizellenformulierungen vergleichbar. Makroskopisch visualisiert ist dies fur
SPS (ohne EDTA = trub, mit EDTA = optisch klar) ebenfalls im Anhang dargestellt
(Abbildung A 22B). Fir PG wurde dieser Versuch nicht durchgefiihrt, da hier die Ca?*-lonen-
Konzentration in den Ausgangsprodukten des Herstellers Lipoid GmbH sowohl fir DOPG als auch

EPG so niedrig war (Tabelle A 7), dass kaum Aggregation zu erwarten'® und zu beobachten war.
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3.3.2.4 Verdunnungsverhalten

Mit der Intension einer spateren parenteralen Applikation ist eine Verdinnung der Mischmizellen
mindestens in vivo zu erwarten. Da sich hierbei das Mischungsverhaltnis zwischen Gallensalz,
Phospholipid und wassriger Phase zugunsten der wassrigen Phase andert, ist zu vermuten, dass
sich auch die Mischmizellen- bzw. Aggregatzusammensetzung andert.' Ein kritischer Parameter
ist hierbei die Grole der Aggregate. Bereits in den 1980er Jahren wurde festgestellt, dass
Mischmizellen nach Verdiinnung ein GréRenwachstum erfahren.'®*'% Dies konnte in vivo, nach
parenteraler Applikation potentiell kritisch sein und zu einer Embolie fiihren.'*® Daher wurde
nachfolgend das Verdinnungsverhalten aller Mischmizellen in isotoner Kochsalzlésung mittels
DLS untersucht. Fur die Untersuchung wurden die Mischmizellen geometrisch verdinnt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 39 zusammengefasst.

A B
100 , 1,0 ‘ ‘
5 ] —m— 5100 ! i —m— 5100
g : —A—DOPS ! } —A—DOPS
2 7 ; —v—DOPG 0,8 1 ; —v— DOPG
i S - -
60 | | 0,64
=R . . -
g3 “u y &
S e ——y-a-g—# L o
25 4 | | 041 | |
o ' ' i !
S § : i -/§ ‘ 1 I~
8 Q 301 | A—a—f e~ 4—F 02{  ¥¥YV35 _ ‘
Attt 431 S RIS
= -y : LR B e 3 2L s HE
0 i T T 0,0 ’ -
10 1 0,1 10 1 0,1
Konzentration der Mischmizellen (mg/ml) Konzentration der Mischmizellen (mg/ml)

(@]
w)

L 100 ; —4—SPS 101 | | —4—SPS
o EPG ! ! EPG
£ A | 1
B — 804 : : 0,8
£ E
g ' ' T
60+ . . 0,64
38 | | _ I
[SI] Q 1
58 : : a N
S S 401 - i 0,4- ;
TG ' | 1 1
S 3 E i 4yt 1\1 3 4
g9 20 |47 — : 0.2- 1 INg PP RS =gy
= 44 | LaESy P 1 1 ‘
= : ' : : ‘
0 1 i T 0,0 -
10 1 0,1 10 1 0,1
Konzentration der Mischmizellen (mg/ml) Konzentration der Mischmizellen (mg/ml)

Abbildung 39: Verdiinnungsverhalten der Mischmizellen, bestimmt mittels DLS.
A) und C) zeigen mittlere hydrodynamischen Durchmesser und B) und D) Polydispersitatsindices. In A) und
B) sind S100, DOPS und DOPG und in C) und D) SPS und EPG prasentiert.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 nattrlichen Replikaten.
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Sie zeigen fur S100, DOPS, DOPG und EPG bis zu einer Gesamtkonzentration von 10 mg/ml
Mischmizellen eines Durchmessers von ca. 10 nm mit Polydispersitatsindizes von max. 0,2. Fir
SPS wurden aufgrund des hohen Ca?*-lonen-Gehaltes groRere Aggregate erhalten. Der Z-Average
liegt bei 15 nm und der PDI bei 0,6, was einer polymodalen Verteilung entspricht. Unterhalb der
Gesamtkonzentration von 10 mg/ml nahm der mittlere hydrodynamische Durchmesser aller
Mischmizellen zu und der Polydispersitatsindex ab. S100 zeigte hier eine Gréle von ca. 50 nm
Durchmesser, wohingegen anionische Phospholipide Aggregate einer Grofle von ca. 20 nm
aufwiesen.

Das GrofRenwachstum in verdiinnten Mischmizellen kann allgemein durch die Bildung von Misch-
vesikeln und Vesikeln erklart werden.'®-'% Unterhalb der CMC des Gallensalzes
(Mischmizellenkonzentration <10 mg) (3.3.2.1 Kritische Mizellbildungskonzentration) ist es
wahrscheinlich, dass es die Phospholipide nicht mehr ausreichend solubilisieren kann.'®® Das
Gallensalz liegt dann teilweise als Monomer und Mizelle vor. In der Mischmizelle hingegen steigt
der Anteil an Phospholipid, wodurch dieses nicht mehr vollstandig solubilisiert wird. Als Resultat
formt das Phospholipid im wassrigen Milieu Mischvesikel bzw. bildet vesikuléare Strukturen.194-1%
Schurtenberger et al. erhielten vergleichbare Ergebnisse.'*-'°¢ Der Ubergang von Mischmizellen
in vesikulare Strukturen wurde nachfolgend mittels negative-stain-EM (3.3.2.5 Morphologie) sowie
durch andere Arbeitsgruppen mittels NMR'™’, SANS'™ und kryo-TEM'® bestatigt. Die
unterschiedlichen GroRen von neutralen und anionischen Phospholipidaggregaten ist vermutlich
bedingt durch die unterschiedliche Kopfgruppe und damit verbunden mit einer unterschiedlichen
Packung.?' Hildebrand et al. veranschaulichten dies anhand von Studien an DPPG und DPPC. Sie
stellten fest, dass DPPG dichter gepackt ist als DPPC.'®® Daher entstehen fiir DPPG kleinere
Aggregate mit groferer spontaner Krimmung als fir DPPC.8"19 Auch Schubert beschrieb dieses
Phanomen fir PS."™ PS zeigte in verdinnten Mischmizellen kleinere Aggregate als PC.'®
Weiterhin beschrieb Schubert, dass die Verdinnung von Mischmizellen auch fur die Herstellung
von monomondal verteilten vorwiegend unilamellaren Liposomen genutzt werden kann. Er nennt
diese Methode Detergenz-Entfernungs-Methode.' Im Rahmen der Verdinnung der hier
hergestellten Mischmizellen konnten mittels DLS ebenfalls Aggregate definierter Grofle und
GroRenverteilung detektiert werden. Es ist wahrscheinlich, dass es sich hierbei um Mischvesikel
oder Vesikel handelt. Der Nachweis von Vesikeln erfolgte nachfolgend mit Hilfe der negativ-stain-
EM (3.3.2.5 Morphologie).
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3.3.2.5 Morphologie

Zur Bestatigung der GroRe und GroRenverteilung sowie zur detaillierten Charakterisierung der
Mischmizellenaggregate nach Verdinnung wurden negative-stain-EM-Aufnahmen angefertigt. Die
Praparation erfolgte bei Raumtemperatur bei einer Mischmizellenkonzentration von 0,2 mg/ml
(entspricht 0,1 mg/ml Phospholipid). In diesem Konzentrationsbereich waren in der DLS bereits
Aggregate detektierbar (3.3.2.4 Verdunnungsverhalten). Die entsprechenden Bilder sind in
Abbildung 40 visualisiert.

In allen verdiinnten Mischmizellen konnte ein Ubergang von Mischmizellen zu Mischvesikeln und
Vesikeln verzeichnet werden. Besonders DOPS und EPG zeigten Vesikel von kleiner Grofe, enger
Groflenverteilung und homogener Morphologie. Fir S100 und DOPG hingegen wurden Vesikel
heterogenerer Grofie und Morphologie detektiert. SPS zeigte neben kleinen Vesikeln homogener
Grofle und Morphologie auch Aggregate mit GréRen von mehreren hundert Nanometern. Es ist
wahrscheinlich, dass es sich hierbei um die durch Ca?-lonen entstandenen SPS-Aggregate
handelt.

In vivo kann das GroRenwachstum von Mischmizellen nach parenteraler Applikation u.U. zu
thromboembolischen Ereignissen flhren. Galletly et al. untersuchten daher systematisch
Gefalverschlisse bzw. Thrombosen nach Gaben von Diazepam (VALIUM®) als
Propylenglykolformulierung und Mischmizellenformulierung im Vergleich zu einer Midazolam-
Wirkstoffformulierung.?®® Hierbei wiesen die Mischmizellen eine signifikant geringere Inzidenz fir
venO0se Ereignisse auf, als die etablierte Propylenglykolformulierung bzw. die reine
Wirkstoffformulierung von Midazolam.?®® Die Mischmizellen wurden daher als sicher und als
Alternative zur etablierten Formulierung vorgeschlagen.??® Im Kontext dieser Ver6ffentlichung und
dem in dieser Arbeit gezeigten GréRenwachstum der Mischmizellen zu mittleren hydro-
dynamischen Durchmessern von maximal 50 nm und enger Grof3enverteilung, wird das Risiko fur
GefaRverschliisse bzw. Embolien nach i.v. Applikation als gering bewertet.'* Jedoch wird aufgrund
der héheren Ca?*-lonen-Konzentration im Ausgangsprodukt der Lipoid GmbH und dem damit
verbundenen Aggregationsverhalten des natlrlichen SPS empfohlen, in vivo mit den synthetischen

anionischen Phospholipiden weiter zu arbeiten.
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$100

DOPG

EPG

Mischmizellen, verdiinnt
(0,2 mg/ml total)

Abbildung 40: Morphologie, GroRe und GroBenverteilung der verdiinnten Mischmizellen, bestimmt mittels negative-stain-EM.

Die Mal¥stabsskala zeigt eine Lange von 100 nm.
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3.3.2.6 Oberflachenladung

In Anlehnung an die Eigenschaften von Liposomenformulierungen erfolgte auch fir Mischmizellen
der Versuch der Bestimmung des Zetapotentials mittels ELS. Mischmizellen sind jedoch im
Gegensatz zu Liposomen als dynamische Systeme zu charakterisieren. Die Ausbildung einer
Grenzflache bzw. Oberflache ist dynamisch, ebenso deren Morphologie. Es existieren
verschiedene Modellvorstellungen. Small®® und Mazer® beschrieben scheibenférmige, Hjelm®”:1%0
hingegen stabchenférmige Strukturen. Das Modell der Stabchen-Mischmizelle ist das aktuell durch
Rontgenstreuung®, NMR® und SANS®"'% am besten Untermauerte. Es wird ein Radius der
Stabchen von 27 A angenommen.'® Die Lange der Stabchen kann in Abhangigkeit der
Konzentration der Mischmizellen, des Mischungsverhaltnisses Phospholipid zu Gallensalz sowie
der Umgebungsbedingungen, wie lonenstarke des Mediums oder der Temperatur, variieren.?"!
Aufgrund dieser flexiblen Struktur ist die Ausbildung einer ladungstragenden Oberflache, auch bei
Verdinnung auf 0,25 mg/ml Phospholipid, wenig wahrscheinlich. Diese Annahme wird durch die
Ergebnisse der ELS untermauert. Sie sind im Anhang dargestellt (Abbildung A 23).

Die Zetapotentiale der Mischmizellen zeigten den Trend, dass Systeme mit anionischen
Phospholipiden negativere Zetapotentiale besalen, als S100. Die Zetapotentiale, bestimmt in
isotoner Kochsalzlésung (hohe lonenleitfahigkeit), waren fir DOPG und EPG vom Betrag her
teilweise groRer als die in Glucoseldsung (niedrige lonenleitfahigkeit) Gemessenen. Fir S100,
DOPS und SPS war dies genau umgekehrt, was dem Verhalten der Liposomen ahnelt (3.2.2.4
Oberflachenladung). Jedoch waren hier die Absolutwerte der Mischmizellen nicht mit denen der
Liposomen vergleichbar. Die Interpretation dieser Daten ist komplex. Dass speziell DOPS und SPS
ahnliche Tendenzen zeigten, wie die entsprechenden Liposomen, ist vermutlich auf eine Interaktion
mit Ca?*-lonen zurlickzufiihren. Aufgrund des héheren Gehaltes an divalenten Kationen ist eine
Aggregatbildung mit PS anzunehmen.’#® Fiir DOPG und EPG scheint die Aggregatbildung erst bei
hoheren Ca?*-lonen-Konzentrationen einzusetzen, was mit den Ergebnissen von Rahnfeld et al.
Ubereinstimmt'#5, sodass in diesen Mischmizellen vermutlich dynamischere Systeme, ohne eine
wirklich definierte Grenzflache, vorliegen. Unterstitzt werden diese Ergebnisse durch die
Ergebnisse der DLS (3.3.2.3 Grofie und GrélRenverteilung, 3.3.2.4 Verdiinnungsverhalten) und der
negative-stain-EM (3.3.2.5 Morphologie). Besondern fir SPS konnten grofle Aggregate
nachgewiesen werden. In den anderen Mischmizellenformulierungen hingegen scheinen primar
Mischmizellen vorzuliegen, wobei DOPS wohl auch die Tendenz zur Aggregatbildung hat. Aufgrund
ihrer Grélke von ca. 10 nm mittlerem hydrodynamischen Durchmesser und ihrer dynamischen
Eigenschaften ist die Bestimmung eines Oberflachenpotentials mittels ELS erschwert. Daher

wurde auf eine weitere Analytik in diesem Bereich verzichtet.
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3.3.3 Stabilitatsuntersuchungen

3.3.3.1 Chemische Stabilitat

Im Rahmen von Stabilitatsuntersuchungen wurden die Stabilitat der Mischmizellen bei einer
Lagerung bei 8 °C und vor Licht geschitzt, untersucht. Die Dauer fir die chemische Analytik
(NP-HPLC) betrug 14 Tage, fir die physikochemische Analytik (DLS) 28 Tage. Die Ergebnisse der

chemischen Stabilitdtsuntersuchungen sind in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Chemische Stabilitat von Mischmizellen, bestimmt mittels NP-HPLC.

Die Dauer der Stabilitatsuntersuchung betrug 14 Tage, die Lagerung erfolgte bei 8 °C vor Licht geschitzt.
A) zeigt S100, B) DOPS, C) DOPG, D) SPS und E) EPG Mischmizellen. Die Relativwerte sind bezogen auf
den Sollgehalt des jeweiligen Phospholipids.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 naturlichen Replikaten.

Das natlrliche S100 zeigte Uber den Untersuchungszeitraum von 14 Tagen eine Reduktion des
Gehalts von anfanglich 100 % auf 40 % zum Ende der Lagerzeit (Abbildung 41A). Fir DOPS
(Abbildung 41B) und DOPG (Abbildung 41C). hingegen wurde lediglich eine Reduktion der
Gehalte um ca. 15 % festgestellt, wohingegen SPS (Abbildung 41D) und EPG (Abbildung 41E)
eine Gehaltsreduktion von ca. 20-30 % zeigten. Es war festzustellen, dass analog der
konventionellen Liposomen (3.2.3.1 Chemische Stabilitdt) die natlrlichen Phospholipide S100,
SPS und EPG schneller durch Oxidation bzw. Hydrolyse abgebaut wurden, als die synthetischen,
einfach ungesattigten Phospholipide DOPS und DOPG. Dartiber hinaus zeigten die Mischmizellen
eine etwas geringere chemische Stabilitdt im Vergleich zu den Liposomen (3.2.3.1 Chemische
Stabilitat). Fur die Mischmizellen war bereits nach 14 Tagen ein Abbau der Phospholipide zu

verzeichnen, wohingegen die Liposomen erst nach 28 Tagen Abbau zeigten.
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Die geringere chemische Stabilitdt der Phospholipide in den Mischmizellen ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf den durch das Gallensalz verdnderten Aggregationszustand
zuruckzufuhren. Bereits 1981 untersuchten Kepsil und Dennis das Hydrolyseverhalten von
Phospholipiden in Abhangigkeit von ihrem Aggregationszustand.'® Sie unterschieden hierbei in
liposomale und mischmizellare Systeme. Als Detergenz wurde Triton-X-100 in den
Mischmizellenformulierungen verwendet.'® Sie konnten verdeutlichen, dass Liposomen eine
10- bis 20-fach geringere Hydrolyserate aufwiesen, als die entsprechenden Mischmizellen.'*®
Begrindet wurde dies durch unterschiedliche Eigenschaften der Phospholipid/Wasser
Grenzfachen in den jeweiligen Systemen.'® Hierzu zahlten sie Unterschiede in den Di-
elektrizitatskonstanten, Unterschiede in den Grenzflachenkonzentrationen an Hydroxid-lonen,
Unterschiede in der Packung der Phospholipide sowie Unterschiede in der Zuganglichkeit des
Dispersionsmediums.’*® Besonders hoben sie hervor, dass Phospholipide in mischmizellaren
Systemen ,lockerer* gepackt sind, als in vesikularen Systemen.'*® Daraus resultierend wird, ihrer
Meinung nach, das Eindringen von Hydroxid-lonen zu den entsprechenden Esterbindungen der
Phospholipide begunstigt und die Hydrolyse zu Lyso-Produkten erfolgt schneller. Aufgrund dieser
Uberlegungen wurden 1985 im Rahmen der Zulassung der VALIUM® Mischmizellen kinstlich
gealterte Formulierungen mit erhdhtem Lyso-Phosphatidylcholin-Anteil auf ihre Sicherheit in vivo
untersucht.'® Die Vertraglichkeit war gegeben.’® Um jedoch der geringeren chemischen Stabilitat
wassriger Mischmizellen Rechnung zu tragen, erscheint es sinnvoll, die Phospholipid-Gallensalz-
Filme als Prakonzentrat zu lagern und die eigentlichen Mischmizellen erst kurz vor Verwendung

durch Zugabe von Dispersionsmedium mit anschlieRender Sterilfiltration herzustellen.

3.3.3.2 Physikochemische Stabilitat

Die physikochemischen Stabilitatsdaten der Mischmizellen sind im Anhang zu finden (Tabelle A 8).
Bis auf SPS zeigten alle Mischmizellen weder eine Veranderung in ihrer GroRe noch in ihrer
GréRenverteilung. Fir SPS hingegen wurde Groflenwachstum festgestellt. Dies ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf das Ca?*-lonen-vermittelte Aggregationsverhalten von PS zuriickzufiihren
(3.3.2.3 GroRRe und GroRenverteilung). Die physikochemische Integritat der Mischmizellen scheint
Uber den Untersuchungszeitraum gegeben. Ein chemischer Abbau ist jedoch wahrscheinlich
(3.3.3.1 Chemische Stabilitat). Daher wurden fir die biologischen in vitro Untersuchungen, ebenso

wie auch bei den Liposomen, nur frisch hergestellte Mischmizellen verwendet.
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3.3.4 Biologische Charakterisierung in vitro

3.3.4.1 Zellviabilitat

Die Bestimmung der Zellviabilitdt erfolgte auch fir die Mischmizellen auf gesunden, nicht
artifiziellen Fibroblasten-Zelllinien, der murinen 3T3 und der humanen NHDF Zelllinie. Es wurde
das Resazurin-Assay verwendet. Fur die wissenschaftliche Rationale bezlglich der verwendeten
Zelllinien und des Resazurin-Assays ist auf das Kapitel 3.2.4.1 Zellviabilitat verwiesen. Fur beide
Zelllinien wurde die metabolische Aktivitat der Zellen nach drei unterschiedlichen Inkubationszeiten
(4, 24, 96 Stunden) bestimmt. Das fluoreszierende Produkt Resorufin wurde spektralfluorometrisch
quantifiziert. FUr die Bestimmung der Zellviabilitdt wurden die Mischmizellen analog den
Liposomen verdinnt (3.2.4.1 Zellviabilitat). Es wurden Konzentrationen von 10 pg/ml, 30 pg/ml und
100 pg/ml untersucht. Darlber hinaus wurde zusatzlich eine Maximalkonzentration von 200 pg/ml
gewahlt. Dies diente der Uberpriifung der Sicherheit bei einer etwaigen Uberdosierung der
Mischmizellen. Die Ergebnisse fir die 24 Stunden Inkubation sind in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Zellviabilitit der Mischmizellen auf auf Fibroblasten-Zelllinien, bestimmt mittels

Resazurin-Assay.

Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden. A) zeigt die Zellviabilitdt von murinen 3T3 und B) die von humanen
NHDF Zellen. Es wurden nur Experimente bertcksichtigt, deren relative Standardabweichung der
unbehandelten Kontrolle < 15 % war.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen Zellviabilititen, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle, von jeweils 3 naturlichen Replikaten.

Fir keine der untersuchten Mischmizellenformulierungen wurde eine Reduktion der Zellviabilitat
festgestellt (Abbildung 42). Stattdessen zeigte sich eine dosisabhangige Zunahme der
prozentualen Zellviabilitat, sogar Gber den Referenzwert der unbehandelten Kontrolle hinaus. Auch
fur die weiteren Inkubationszeitpunkte 4 und 96 Stunden konnten vergleichbare Ergebnisse
erhalten werden. Sie sind im Anhang zu finden (Abbildung A 24).
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Eine mdgliche Ursache fur die Zunahme der Zellviabilitédt kann eine leichte Phagozytoseaktivitat
der Fibroblasten sein, wie sie bei Gauthier et al. beschrieben ist.""® Sie formulierten, dass die
Phospholipidbestandteile ursachlich fur die héhere Lebensfahigkeit der Fibroblasten sind. Fir das
Gallensalz hingegen, welches als Detergenz potentiell toxisch wirken kann, scheint ein negativer
Einfluss gering. Dies ist auf der einen Seite durch die niedrige Gallensalzkonzentration (maximal
100 pg/ml) aber auch durch den protektiven Effekt der Phospholipide zu begriinden. Die
Phospholipide sind in der Lage, das toxische bzw. hamolytische Verhalten von Gallensalzen zu
reduzieren.”202 Narain et al. vermuteten, dass Lecithin bzw. Phospholipide die Zellmembranen
vor der schadlichen Wirkung durch die Gallensalze schiitzen.?*? Sie schrieben diese Wirkung der
Bildung von Mischvesikeln und Mischmizellen aus Phospholipid und Gallensalz zu, wodurch die
Anzahl an Gallensalzmonomeren reduziert wird. Das Entstehen von Gallensalzmonomeren und
Mischvesikeln  ist bei Verdinnung der Mischmizellen wahrscheinlich  (3.3.2.4
Verdunnungsverhalten). Es ist moglich, dass dann nachfolgend das Gallensalz an Albumin,
welches u.a. in FBS enthalten ist, bindet.'02293-205 Bereits 1956 wurde publiziert, dass Gallensalze
an Plasmaproteine, vorwiegend an Albumin, binden. Eine protektive Wirkung des Albumins auf das
lytische Verhalten der Gallensalze in Gegenwart von RBC wurde beschrieben.?® Neben der
protektiven Eigenschaften der Phospholipide ist auch eine Interaktion zwischen Gallensalz und

Albumin eine mogliche Erklarung fur die hier erhaltenen Ergebnisse.

3.3.4.2 Hamolyse

Auch die Untersuchung der verdunnten Mischmizellen an humanen RBC bestatigt das wenig
toxische Verhalten der verdinnten Mischmizellen. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten
zeigte keine der Mischmizellen Hamolyseeigenschaften (Abbildung 43). Alle verdinnten
Mischmizellen konnten analog den Liposomen (3.2.4.2 Hamolyse) als nicht hadmolytisch (<2 %
Hamolyse, gemalR ASTM F756'%) klassifiziert werden.'3114

Eine weitere, detailliertere Charakterisierung der Hamolyseeigenschaften erfolgte am reinen
Gallensalz, im Vergleich zu den Mischmizellen. Hierfir wurden Konzentrationsreihen des
Gallensalzes von 100 yg/ml bis 10 mg/ml mit entsprechenden Konzentrationsreihen der
Mischmizellen von 100 pg/ml bis 5 mg/ml (fir Vergleichszwecke hier bezogen auf das Gallensalz)
untersucht. Die Ergebnisse sind im Anhang dargestellt (Abbildung A 25). Fur Natriumcholat
(Abbildung A 25A) konnte ab einer Konzentration von 5 mg/ml eine Hamolyse der RBC festgestellt
werden. Dies entspricht grob der CMC des Gallensalzes (3.3.2.1 Kritische
Mizellbildungskonzentration). Ab dieser Konzentration liegen somit Gallensalzmizellen vor, die in
der Lage sind, RBC zu lysieren. Bei niedrigeren Konzentrationen an Natriumcholat war keine

Hamolyse ersichtlich.
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Abbildung 43: Hamolyseaktivitiat der Mischmizellen, bestimmt auf RBC.

Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. Fir die Negativkontrolle (-) wurde PBS, fir die Positivkontrolle
(2 % SDS) verwendet. Es wurden nur Experimente beriicksichtigt, deren relative Standardabweichung der
Positivkontrolle < 25 % war.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der Hamolyse in Prozent, bezogen auf die

Positivkontrolle, von jeweils 3 naturlichen Replikaten.

Fir Mischmizellen wurde unterschiedliches Verhalten festgestellt (Abbildung A 25). Fur DOPS
(Abbildung A 25C) und DOPG (Abbildung A 25D) wurde auch bei einer Gallensalzkonzentration
von 5 mg/ml (der aufgrund des Analyseverfahrens hdchsten méglichen Gallensalzkonzentration)
kaum Hamolyse ermittelt. Die Hamolyseeigenschaften waren als leicht hamolytisch zu
klassifizieren (2 % - 5 % Hamolyse).'®® Fir SPS (Abbildung A 25E) und EPG (Abbildung A 25F)
hingegen konnte Hamoglobin ab einer Konzentration von 5 mg/ml, fir S100 (Abbildung A 25B)
sogar bereits ab 2,5 mg/ml Gallensalz, nachgewiesen werden. Ein allgemein protektiver Effekt von
Phospholipiden in Mischmizellen kann somit nicht bestatigt werden. Wahrscheinlich besitzen die
Art und Fettsdurezusammensetzung der Phospholipide einen Einfluss. Einfach ungesattigte
Phospholipide, wie DOPS und DOPG, scheinen starker protektiv zu wirken, als die mehrfach
ungesattigten Phospholipide SPS, EPG und S100.

Im Menschen wurde das lytische Potential von Gallensalz Mischmizellen mit speziellem Fokus auf
dem Gallensalz in einer doppelblind-, randomisierten, Crossover-Studie an gesunden Probanden
untersucht.?% Die Mischmizellen wurden gegen isotone Kochsalzlésung getestet. Hierbei wurden
0,738 g Glycocholsdure und 0,013 g Lecithin in 100 ml Infusionsmedium (= 7,38 mg/ml
Glycocholsaure) tiber eine Stunde infundiert.?®® Der Serumwert fir Glycocholsaure stieg daraufhin
im Mittel von 26,5 pg/dl (= 0,265 pg/ml) auf 115 pg/dl (= 1,15 ug/ml) an.?%® Drei der zwolf
Probanden zeigten Serum-Glycocholsdure-Werte von 190 pg/dl (= 1,90 pug/ml), 410 pg/dl
(= 4,10 ug/ml) bzw. 790 ug/dl (= 7,90 ug/ml).2% Aktuelle Referenzwerte geben eine Gesamt-
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Gallensalzkonzentration im Serum von < 10 uM (= 4,7 pg/ml, Bezug auf 100 % Glycocholsaure)
im nichternen und < 20 uyM (= 9,3 pg/ml, Bezug auf 100 % Glycocholsaure) im post prandialen
Zustand flir gesunde Erwachsene an.?%” Im Kontext dieser Referenz ist festzustellen, dass auch
nach Infusion von 7,38 mg/ml Glycocholsaure die aktuell gultigen Richtwerte fur Gallensalze im
Serum (ndherungsweise) nicht Gberschritten wurden.?” Darliber hinaus wurde im Rahmen der
in vivo Studie beschrieben, dass die Glycocholsaure bereits nach 10 Minuten zu tUber 80 % durch
die Leber aus dem Blutkreislauf eliminiert war.?°® Weiterhin war eine Veranderung des Hamoglobin-
wertes pra- und post-Applikation nicht erkennbar.2® Das Risiko fiir eine hamolytische Reaktion
wurde daher insgesamt, trotz der Infusion von 7,38 mg/ml Glycocholsaure, als gering bewertet.2%
Darlber hinaus wurden die Hamolyseeigenschaften von Gallensalzen in Abhangigkeit des
pH-Wertes des Mediums 1990 durch llani und Granoth untersucht.?®® Sie fihrten Studien an stark
verdinnten Ratten RBC durch. Hierbei zeigte Natriumcholat ab einer Konzentration von 5 mM
(=2,1mg/ml) Hamolyse. Fur die anderen untersuchten Gallensalze (Deoxycholat,
Chenodeoxychloat, Ursodeoxycholat) wurden bereits ab 1 mM hamolytische Eigenschaften
festgestellt. Natriumcholat wurde somit in vivo besser toleriert als die anderen untersuchten
Gallensalze. Fur einen Vergleich zwischen Ratten RBC und humanen RBC, wie er hier notwendig
ist, mUssen jedoch spezies-spezifische Unterschiede bertcksichtigt werden. Speziesibergreifende
Studien, die das Hamolyseverhalten von Gallensalzen untersuchen, existieren jedoch nicht.
Stattdessen gibt es eine Arbeit aus dem Jahr 1979, welche das Hamolyseverhalten von RBC
verschiedener Spezies in Gegenwart von u.a. Kochsalzlésungen unterschiedlicher Osmolalitaten
beschreibt.’® Diese Studie veranschaulicht eindrucksvoll, dass Ratten RBC bereits bei
145 mOs/kg lysieren, wohingegen humane RBC auch Osmolalitaten von 72 mQOs/kg vertrugen.'®?
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass humane RBC weniger empfindlich gegentber lytischen
Stoffen sind, als Ratten RBC. Es bestatigt die erhaltenen Ergebnisse. Flr entsprechende in vivo
Studien im Mausmodell ist es jedoch notwendig, vor Beginn in vitro auch Maus RBC mit
Mischmizellen zu untersuchen. Eine in dieser Arbeit durchgeflhrte Vorstudie zeigte, dass 500 ug/ul
Mischmizellen (entspricht 250 uyg Phospholipid und 250 ug Gallensalz), wie sie in vivo injiziert
werden wirde, auch nach 60 Minuten Inkubation kaum Hamolyse in Maus RBC aufwiesen. Das
hamolytische Risiko flir Mause wird somit als gering bewertet.

Neben dem Gallensalz als potentiellem lytischen Agens scheint auch die Art des Phospholipids
einen Einfluss auf die Hamolyseeigenschaften zu haben. Die synthetischen Phospholipide DOPS
und DOPG wirkten auch bei hohen Gallensalzkonzentrationen von 5 mg/ml protektiv, wohingegen
S100, SPS und EPG bereits Lyse zeigten. Ein Einfluss durch chemische Abbauprozesse, wie z.B.
Hydrolyse, ist hier zu vermuten.’ Im Rahmen der Stabilitatsuntersuchungen der Mischmizellen
zeigte besonders S100 Uber die Lagerzeit von 14 Tagen einen starkeren Abbau als die
synthetischen Phospholipide (3.3.3.1 Chemische Stabilitat). Hydrolytische Prozesse scheinen hier

neben oxidativen Prozessen dominant zu sein. In der Literatur ist beschrieben, dass durch
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Hydrolyse entstandene Lyso-Phospholipide aufgrund ihres Detergenzcharakters hamolytisch
wirken kénnen. Detaillierte Hadmolysestudien, die u.a. den Einfluss des Sattigungsgrades der
veresterten Fettsduren im Lyso-Phospholipid untersuchten, wurden in den 1960er Jahren
durchgeflihrt.2°%2'0 Diese zeigten, dass speziell gesattigte Lyso-Phospholipide ein erhohtes
Hamolysepotential aufwiesen.?°®2'° |yso-Phospholipide mit ungesattigten Fettsduren hingegen
besalen ein geringeres hamolytisches Potential.2°%2'° Diese Ergebnisse stehen etwas im Kontrast
zu den hier erhaltenen Resultaten, da die mehrfach ungesattigten Phospholipide eher Lyse zeigten,
als die einfach ungesattigten Phospholipide. Es ist hier jedoch zu vermuten, dass die mehrfach
ungesattigten Phospholipide schneller hydrolytisch abgebaut wurden, als die einfach ungesattigten
Phospholipide, sodass quantitativ bereits mehr Lyso-Produkt in den mehrfach ungesattigten
Phospholipiden vorlag. Trotz dieses Nachteils ungesattigter Phospholipide werden besonders die
natirlichen Phospholipide in Mischmizellenformulierungen eingesetzt.'” Erste praklinische
Sicherheitsstudien hierzu wurden durch Hoffmann-La Roche im Rahmen der Zulassung von
VALIUM® Mischmizellen publiziert.'® Hierbei setzten sie kiinstlich Lyso-Lecithin den Mischmizellen
zu und testeten diese ,zersetzten“ Formulierungen in vivo in Tierstudien.'®® Versuchsreihen an
Hunden zeigten, dass es ab einer Schwellendosis von 40 — 60 mg/kg Korpergewicht Lyso-Lecithin
zu intravaskularer Hamolyse, Leberenzymerhohung und intrahepatischer Cholestase kam.'%
Diese Nebenwirkungen waren jedoch, gemaf den Autoren, nach Absetzen der Mischmizellengabe
reversibel.'® Allgemein schlussfolgerten sie, dass die Mischmizellen gut vertraglich sind und weder
embryotoxisch, noch mutagen oder teratogen wirken.’® Um jedoch das Risiko fiir eine durch
chemischen Abbau induzierte Hdmolyse zu reduzieren, ist zu empfehlen, die Mischmizellen aus

Phospholipid-Gallensalz-Prakonzentraten erst kurz vor Applikation frisch herzustellen.

3.3.4.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen

Weitere in vitro Zellkulturen untersuchten die immunmodulierenden Eigenschaften der
Mischmizellen (MM) im direkten Vergleich zu den entsprechenden Liposomen (L) an mIFN-y/LPS
stimulierten MPM. Als MPM wurden, wie unter 3.2.4.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen
ausflhrlich beschrieben, naive Makrophagen, die weder durch Thioglycolat noch LPS vorstimuliert
waren, verwendet. Fur den Vergleich von Mischmizellen und Liposomen wurden gleiche
Konzentrationen an anionischen Phospholipiden gewahlt. In Anlehnung an die Ergebnisse der
konventionellen Liposomen wurden ebenfalls Gesamtkonzentrationen von 10 ug/ml, 30 yg/ml und
100 pg/ml untersucht (3.2.4.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen). Nach Zugabe der
jeweiligen nanoskaligen Formulierungen und 24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit
mIFN-y/LPS stimuliert und nochmals fir 24 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden die

Zelliberstande abgenommen. Aus diesen erfolgte die Quantifizierung der Zytokine.
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Nachfolgend wurden zwei Fragestellungen experimentell untersucht:

e Vergleich Mischmizellen und Liposomen hergestellt aus den synthetischen Phospholipiden
DOPS und DOPG

e Vergleich Mischmizellen und Liposomen hergestellt aus den naturlichen Phospholipiden
S100, SPS und EPG

Hierfir wurde neben der Routineanalytik mittels TNF-a-ELISA fir ausgewahlte Proben auch die
Multiplex-Analytik verwendet. Diese hat den Vorteil mehrere Zytokine (2.4.4.2 Multiplex-Assay)

gleichzeitig analysieren zu kénnen.'™®

Die Ergebnisse des Vergleichs der Mischmizellen und Liposomen, hergestellt aus synthetischen

Phospholipiden, sind in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Immunmodulierende Eigenschaften synthetischer Mischmizellen (MM) im direkten
Vergleich zu den Liposomen (L) auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

Es wurden SKH1 MPM verwendet. A) zeigt die direkte und B) die sequentielle Stimulation. Es wurden nur
Experimente berlicksichtigt, deren relative Standardabweichung der stimulierten Kontrolle < 25 % war.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen TNF-a-Werte (bezogen auf die
stimulierte Kontrolle) von jeweils 3 natirlichen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte wie in
Abbildung 26.

Fir die konventionellen Liposomen war in der direkten Stimulation (Abbildung 44A) eine dosis-
abhangige Reduktion der TNF-a-Produktion zu erkennen. DOPG L waren hier DOPS L uberlegen
(3.2.4.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen). Fur die Mischmizellen zeigte sich ein ahnliches
Bild. Besonders fir DOPS MM wurde ein mit DOPS L vergleichbares Potential der TNF-a-
Reduktion ersichtlich. DOPG MM hingegen besalien im Vergleich zu den DOPG L ein geringeres

Vermdgen, TNF-a dosisabhangig zu reduzieren. In der sequentiellen Stimulation (Abbildung 44B)
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war lediglich fir DOPG ein Potential, TNF-a dosisabhangig zu reduzieren, erkennbar. Auch hier
waren die DOPG L den DOPG MM Uberlegen.

Die Analytik mittels Multiplex-Assay (Tabelle A 9) zeigte neben Effekten fir TNF-a auch fur IL-6
vergleichbar starke reduzierende Effekte in beiden Stimulationsprotokollen. Dartber hinaus war in
der direkten Stimulation auch fur IL-1a eine leichte Reduktion in Gegenwart von Liposomen
erkennbar. Alle anderen untersuchten Zytokine besallen Werte an der Nachweisgrenze, sodass
hier keine Unterschiede ermittelt wurden. Synthetische Mischmizellen zeigten im direkten Vergleich

zu Liposomen ebenfalls immunmodulierendes Potential.

Im zweiten Vergleich wurden die Mischmizellen und Liposomen, hergestellt aus den natirlichen
Phospholipiden S100, SPS und EPG, untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Immunmodulierende Eigenschaften natirlicher Mischmizellen (MM) im direkten
Vergleich zu den Liposomen (L) auf MPM, bestimmt mittels TNF-a-ELISA.

Es wurden SKH1 MPM verwendet. A) zeigt die direkte und B) die sequentielle Stimulation. Es wurden nur
Experimente bericksichtigt, deren relative Standardabweichung der stimulierten Kontrolle < 25 % war.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen TNF-a-Werte (bezogen auf die
stimulierte Kontrolle) von jeweils 3 natirlichen Replikaten. Die statistische Auswertung erfolgte wie in
Abbildung 26.

Auch hier war fur die Liposomen in der direkten Stimulation eine dosisabhangige TNF-a-Reduktion
zu erkennen (Abbildung 45A). S100 L reduzierte TNF-a leicht, SPS L und EPG L zu einem
starkeren Ausmal} (3.2.4.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen). EPG L zeigten hierbei ein
grolkeres Potential, die TNF-a-Produktion dosisabhangig zu hemmen, als SPS L. Die
Mischmizellen hingegen reduzierten TNF-a anders. S100 MM zeigten ein etwas groReres Potential
die TNF-a-Produktion zu hemmen, als die S100 L. Fir SPS MM und SPS L war die TNF-a-
Reduktion, wie auch bei DOPS (Abbildung 44A), vergleichbar. EPG L hingegen zeigten ein hdheres
Potential TNF-a zu reduzieren, als die EPG MM. Auch dies wurde bereits fiir DOPG beobachtet
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(Abbildung 44A). In der sequentiellen Stimulation (Abbildung 45B) war kaum eine Phospholipid-
vermittelte TNF-a-Reduktion vorhanden. Lediglich S100 L und EPG L reduzierten TNF-a leicht.

Die Analytik mittels Multiplex-Assay (Tabelle A 10) zeigte neben Effekten fir TNF-a auch flur IL-6
vergleichbar starke reduzierende Effekte. DarUber hinaus war in der direkten Stimulation auch fur
IL-1a eine leichte Reduktion in Gegenwart von Liposomen erkennbar. Alle anderen untersuchten
Zytokine besalien Werte an der Nachweisgrenze, sodass hier keine Unterschiede ermittelt wurden.
Naturliche Mischmizellen zeigten im direkten Vergleich zu Liposomenformulierungen somit

ebenfalls immunmodulierendes Potential.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Untersuchung der Aktivitat von MPM in Gegenwart der
Mischmizellen ausflihrlich diskutiert. Auch flir die Mischmizellen als galenische Alternative zu
Liposomen konnten immunmodulierende Eigenschaften, reprasentiert als Reduktion der TNF-a
Produktion, festgestellt werden. Weitere makrophagenabhangige proinflammatorische Zytokine
wie IL-1a und IL-6 wurden ebenfalls beeinflusst. Im direkten Vergleich zwischen Liposomen und
Mischmizellen zeigten sich jedoch kleinere Unterschiede. So war S100 MM effektiver als S100 L.
Fir PS MM und PS L konnte, unabhangig von der Wahl des Phospholipidderivates, ein
vergleichbares Potential TNF-a dosisabhangig zu reduzieren, ermittelt werden. PG MM hingegen
waren weniger effektiv in der TNF-a-Reduktion als PG L. Ein Einfluss des Phospholipidderivates
bestand nicht. Fir eine entsprechende Rationale, warum die einzelnen Phospholipide
unterschiedlich immunmodulierend wirken, ist auf die Diskussion im Kapitel Liposomen verwiesen
(3.2.4.3 Aktivitat peritonealer Mausmakrophagen). Kurz zusammengefasst liegen den Effekten
héchst wahrscheinlich unterschiedliche zellluldare Mechanismen zu Grunde. PS wird
phagozytiert>4'-43, wohingegen S100 und PG extrazellular am TLR-4 Rezeptor wirken®3.165-167,
Der Fokus der Diskussion soll nachfolgend auf den Unterschieden zwischen Mischmizellen und
Liposomen liegen. Mischmizellen sind von ihrer Zusammensetzung und dem physikochemischen
Verhalten komplexer als Liposomen. Als mdgliche Einflussfaktoren sind hier die Verdinnung der
Mischmizellen wahrend der Analytik (3.3.2.4 Verdinnungsverhalten) sowie Stabilitatseinflisse
(3.3.3.1 Chemische Stabilitat) zu diskutieren.

Im Rahmen der MPM Zellkultur wurden die Mischmizellen von einer Ausgangskonzentration von
20 mg/ml auf Konzentrationen von 10 pg/ml, 30 pg/ml und 100 pg/ml verdinnt. Aufgrund dieser
Verdiinnungen kam es zu Anderungen des ternaren Mischungsverhaltnisses von Gallensalz,
Phospholipid und wassriger Phase hin zur wassrigen Phase sowie zur Bildung von Mischvesikeln
und vesikularen Strukturen (3.3.2.4 Verdlnnungsverhalten).’®-'% Darliber hinaus enthalt
Zellkulturmedium neben Nahrstoffen und Aminosauren auch Proteine aus FBS, u.a. auch Albumin.
Da Gallensalz an Serumproteine, besonders an Albumin, bindet'%2203-205 ist es mdglich, dass es
der Mischmizelle vermehrt entzogen wird, was die Bildung vesikularer Strukturen beginstigt

(3.3.4.1 Zellviabilitét). Etwaige Mischstrukturen, wie sie in reiner isotoner Kochsalzlésung bei

93



Ergebnisse und Diskussion

gleicher Verdiinnung noch vorhanden waren, kdnnten im Zellkulturmedium aufgrund der ,aktiven®
Entfernung des Gallensalzes wenig vorhanden sein. Als Resultat ist zu vermuten, dass nach
Verdunnung bzw. Detergenzentfernung vorwiegend unilamellare Liposomen definierter GroRRe
vorliegen (3.3.2.5 Morphologie).'®® Eine GroRenabhangigkeit bzw. Abhangigkeit der Morphologie
kdnnte somit ursdchlich fur die Unterschiede der immunmodulierenden Eigenschaften von
Mischmizellen und Liposomen sein. Fir PS, welches phagozytiert wird, scheint Beides kaum eine
Rolle zu spielen. Die Mischmizellen und Liposomen besitzen ein vergleichbares Potential, TNF-a
dosisabhangig zu reduzieren. Es ist daher wahrscheinlich, dass auch die durch
Detergenzentfernung entstandenen Liposomen aus den Mischmizellen analog den reinen
Liposomen phagozytiert werden. Fir S100 und PG hingegen, welche extrazellular am TLR-4
Rezeptor wirken®165-167 ynd lediglich zu geringen Anteilen phagozytiert werden'681%°  existieren
Unterschiede in den immunmodulierenden Eigenschaften. Hier scheinen Gréflie und Morphologie
der nanoskaligen Formulierungen einen Einfluss zu haben. Fur S100 ist zu vermuten, dass die
durch Detergenzentfernung gebildeten Liposomen aus Mischmizellen schneller oxidiert werden
(3.3.3.1 Chemische Stabilitat), als die mittels Extrusion hergestellten Liposomen (3.2.3.1
Chemische Stabilitdt). Der hohere Anteil an oxidiertem PC kdnnte eine starkere Wirkung am TLR-4
Rezeptor hervorrufen, sodass die Produktion von TNF-a starker gehemmt wird.®>-"¢7 Ein toxischer
Effekt des oxidierten PCs war hier noch nicht aufgetreten. PG MM zeigten im Vergleich zu PG L
geringere immunmodulierende Effekte. Analog der S100 MM ist es fur PG MM wahrscheinlich,
dass die ungesattigten Fettsduren von DOPG und EPG Uber die 48 Stunden Inkubationszeit
chemisch schneller abgebaut werden, als die vergleichbaren Liposomen. Statt eines protektiven
Effektes, wie er bei S100 beschrieben ist, scheint das oxidierte PG jedoch zytotoxisch auf die MPM
zu wirken. Kuo et al. beschrieben diesen Effekt fir die Zelllinie RAW 264.7, die mit an Luft
oxidiertem DOPG in Kontakt kam.2"" Hier wurde eine LDH-Freisetzung und somit eine zytotoxische
Wirkung festgestellt.?'" Die im Rahmen der eigenen Zellviabilitatsuntersuchungen an murinen und
humanen Fibroblasten durchgefiuihrten Studien Gber 96 Stunden Inkubationszeit veranschaulichen
jedoch, dass die untersuchten PG MM keine Zelltoxizitdt aufweisen, unabhangig vom
Phospholipidderivat (3.3.4.1 Zellviabilitat). Es ist jedoch nicht auszuschliel®en, dass erste Effekte
durch partielle Oxidation und Hydrolyse in der Zellkultur mit MPM aufgetreten sind.

Sowohl PS- als auch PG-haltige Mischmizellen besitzen immunmodulierende Eigenschaften. Sie
werden als proliposomale galenische Formulierung angesehen. Leichte Unterschiede in den
immunmodulierenden Eigenschaften von Liposomen und Mischmizellen sind wahrscheinlich
begrindet durch Variationen in der finalen Grofle, GroRenverteilung und Morphologie der
Phospholipidformulierungen. Die Ergebnisse heben Mischmizellen als alternative galenische

Formulierung fur die parenterale Applikation von PS und PG vor.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen einer Entzindung werden komplexe immunologische Prozesse aktiv, die zur
Beseitigung schadlicher Noxen betragen und eine Reparatur des entstandenen Schadens
initieren. Am Beispiel des akuten Myokardinfarktes ist beschrieben, wie eine Modulation von
Makrophagen hin zu einem antiinflammatorischen Phanotyp dazu beitragen kann, verstarkte
Narbenbildung und ventrikuldares Remodeling zu verhindern und die Heilung zu férdern.
Makrophagen sind somit fir die Therapie der Entzindung und Foérderung der Heilung ein
interessantes Therapie-Target. lhre Modulation kann mit Hilfe der endogenen Phospholipide
Phosphatidylserin (PS) oder Phosphatidylglycerol (PG) erfolgen. lhre pharmazeutisch
technologische Anwendung beschrankt sich aktuell jedoch lediglich auf die Nutzung als Hilfsstoff.
Ziel dieser Arbeit war es daher das immunmodulierende Potential PS- und PG-angereicherter

parenteraler Formulierungen systematisch und vergleichend zu untersuchen.

Die galenische Basis bildeten nanoskalige Formulierungen als Liposomen und Gallensalz-
Mischmizellen. Fur deren Herstellung wurden sowohl definierte, synthetische Phospholipide
(DOPS, DOPG) als auch naturliche, angereichterte Phospholipide [SPS, EPG, S100 (PC)] sowie
DSPE-PEG-2000 (PEG) und Natriumcholat verwendet. Ein Gehalt von 30 % an PS zeigte in
Vorstudien das starkste immunmodulierende Potential. Die Herstellung der Liposomen erfolgte
mittels Filmmethode und anschlieRender Extrusion durch Polycarbonatmembranen definierter
Grolie. Mischmizellen wurden ebenfalls mittels Filmmethode hergestellt. Die Charakterisierung der
nanoskaligen Formulierungen umfasste in vitro sowohl physikochemische (u.a. Grofe,
Grolenverteilung, Oberflachenladung) als auch biologische [Zelltoxizitdt an Fibroblasten,
Hamolyseaktivitdt an humanen Erythrozyten (RBC), immunmodulierende Aktivitat an peritonealen
Mausmakrophagen (MPM)] Eigenschaften. Dariber hinaus erfolgte fir Liposomen eine in vivo

Untersuchung der Biodistribution im gesunden und myokardial infarktierten Mausmodell.

Liposomen wurden konventionell und mit DSPE-PEG-2000 Zusatz (,stealth’) formuliert. Die
extrudierten Liposomen wiesen einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von maximal
150 nm mit monomodaler GréRenverteilung (PDI < 0,1) und uni- bis oligolamellarer Morphologie
auf. Das Zetapotential der Liposomen war in Abhangigkeit der verwendeten Phospholipide neutral
= S100 Liposomen, bzw. negativ = PS Liposomen und PG Liposomen. Die Oberflachenladung
konnte durch Zusatz von DSPE-PEG-2000 abgeschirmt werden. Fir die ,stealth’ Liposomen wurde
dann ein anndhernd neutrales Zetapotential erhalten. Verdinnte Liposomen zeigten weder auf
Fibroblasten noch auf humanen RBC toxische oder lytische Effekte. Die Bestimmung der
immunmodulierenden Eigenschaften auf mit mIFN-y/LPS stimulieten MPM veranschaulichte
sowohl fiir PS als auch fir PG eine dosisabhangige Reduktion des proinflammatorischen Zytokines
TNF-a. PG vermochte TNF-a starker zu reduzieren als PS. Konventionelle und ,stealth' Liposomen

besallen eine vergleichbare immunmodulierende Wirkung. Auch die Untersuchung der
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anionischen Phospholipidderivate zeigte keine Unterschiede im immunmodulierenden Potential.
Die in vivo Charakterisierung an gesunden SKH1 Mausen prasentierte Unterschiede in der
Biodistribution in Abhangigkeit der galenischen Formulierung (konventionell, ,stealth) und der Art
des Phospholipids. DOPS und DOPG reicherten sich in Organen und Geweben, die reich an
mononuklaren Zellen sind (Leber, Milz), an und wurden schnell eliminiert. S100 hingegen war
starker im gesamten Mausekdrper verteilt. Fir S100 20 % PEG war eine Verlangerung der
Zirkulation Uber den gesamten Untersuchungszeitraum von 48 Stunden zu erkennen. DOPS 20%
PEG und DOPG 20 % PEG wurden stattdessen schnell eliminiert. Ex vivo war jedoch eine etwas
starkere Anreicherung in Leber und Milz zu erkennen. Im myokardial infarktierten Mausmodell
wurden nachfolgend die ,stealth’ Liposomen untersucht. S100 20 % PEG reicherte sich durch den
EPR-Effekt vermittelt passiv im entziindeten Myokard an. DOPS 20 % PEG und DOPG 20 % PEG
hingegen waren in Leber und Milz lokalisiert. Hier ist ein aktives Targeting des Myokards durch

Einwanderung von Monozyten in das Gebiet der Entziindung zu vermuten.

Als galenische Alternative zu Liposomen wurden die anionischen Phospholipide als Gallensalz-
Mischmizellen formuliert. Unverdiinnt besal’en sie mittlere hydrodynamische Durchmesser von
10 nm und PDI-Werte von 0,2. Im Rahmen von Verdiinnungsstudien wurde ein Grékenwachstum
der Mischmizellen festgestellt. Ein Ubergang von mischmizellaren zu vesikularen Strukturen ist
wahrscheinlich, was durch negative-stain-EM Bestatigung fand. Biologisch zeigten die
Mischmizellen weder toxisches noch Iytisches Potential. Die Bestimmung der
immunmodulierenden Eigenschaften verdeutlichte auch far PS Mischmizellen und PG
Mischmizellen das Potential, TNF-a dosisabhangig zu reduzieren. Die Effekte fir PS Mischmizellen
waren hierbei mit denen von PS Liposomen vergleichbar. PG und S100 Liposomen waren jedoch

den PG und S100 Mischmizellen Uberlegen.

Zusammenfassend erfolgte ein systematischer Vergleich PS- und PG-angereicherter nanoskaliger
Formulierungen in vitro und in vivo. Sowohl als Liposomen als auch als Mischmizellen formuliert
wirkten sie immunmodulierend und reduzierten TNF-a in der MPM Zellkultur dosisabhangig.
Daruber hinaus zeigten die Liposomen in vivo und ex vivo vermehrte Aufnahme in Organen des
MPS, wodurch ein Targeting von Monozyten und Makrophagen in Leber und Milz méglich wird. Im
Rahmen einer parenteralen Applikation, z.B. bei entzindlichen Erkrankungen wie Alzheimer,
Osteoporose, Arthritis, Rhinitis oder Myokardinfarkt konnten sie als Therapie Anwendung finden.
Der Zusatz antientzindlicher Wirkstoffe ist darUber hinaus mdglich. Erste Studien mit
Dexamethasonderivaten bestatigen die immunmodulierenden Eigenschaften. Weiterhin sind
Depotformulierungen fir eine lokale Applikation, z.B. am Auge, im Ohr oder im Gehirn plausibel
und sollten zukunftig systematisch untersucht werden. Aufgrund des endogenen Charakters und
der guten Vertraglichkeit besitzen PS und PG ein hohes Potential fir eine spatere klinische

Anwendung.
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5 Summary and Outlook

During inflammation, complex immunological processes become active that help to remove
hazardous noxa and initiate healing. With the example of acute myocardial infarction, the
modulation of macrophages from a pro- to an anti-inflammatory phenotype is described that
influences and decreases scar formation, reduces ventricular remodelling and promotes wound
healing. The treatment of inflammation and promotion of wound healing by targeting and
modulation of macrophages is therefore an interesting therapy target. With the help of endogenous
phospholipids like phosphatidylserine (PS) or phosphatidylglycerol (PG) macrophage modulation
is possible. Today, both phospholipids are only used as excipients in pharmaceutical formulations.
Hence, the aim of this thesis was to formulate both phospholipids as parental formulations and to

explore their immunomodulatory potential systematically and comparatively.

As galenical basis for parenteral application, nanoscaled liposomes and mixed micelles were used.
Both were either formulated with synthetic phospholipids, like DOPS and DOPG, or with natural,
enriched phospholipids, like S100, SPS and EPG as well as with DSPE-PEG-2000 and sodium
cholate. In a preliminary study, 30 % of PS were determined to have the most effective
immunomodulating properties. Liposomes were prepared by thin-film-hydration method and sized
by extrusion through polycarbonate membranes of defined pore size. Mixed micelles were also
prepared by thin-film-hydration method. Characterization of nanoscaled formulations included
physicochemical (size, size distribution, surface charge) as well as biological (zytotoxicity,
hemolytic activity, immunomodulatory potential on MPM) in vitro properties. Furthermore, liposome

biodistribution in healthy and myocardial infarcted mice was characterized in vivo.

Liposomes were either formulated as conventional or ‘stealth’ liposomes, containing additional
DSPE-PEG-2000. Extruded liposomes revealed sizes of max. 150 nm with narrow size distribution
(PDI =0.1) and uni- to oligolamellar morphology. In dependence of the used phospholipids, the
surface charge measurements revealed neutral (S100), to negative (PS, PG) zetapotential values.
The addition of DSPE-PEG-2000 in ‘stealth’ formulations shielded the liposome surface and
resulted in neutral zeta potentials. Diluted liposomes revealed neither zytotoxic nor hemolytic
properties. The determination of the immunomodulatory properties of the phospholipids on
mIFN-y/LPS stimulated MPM revealed for both, PS and PG, a dose-dependent reduction of the
pro-inflammatory cytokine TNF-a. PG was superior to PS. For both, the addition of DSPE-PEG-
2000 did not impact the immunomodulatory properties. Also the comparison of synthetic and
natural anionic phospholipids did not result in differences. Both were able to decrease TNF-a dose-
dependently. In vivo in healthy mice, a dependence of the investigated galenical formulation and a
dependence in the used phospholipids on the observed biodistribution and pharmacokinetic
profiles was seen. DOPS and DOPG accumulated in organs rich in mononuclear cells (MPS), like

liver and spleen and were also rapidly eliminated. Contrastingly, S100 showed a more homogenous
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biodistribution throughout the whole mouse body, but was also rapidly eliminated. Contrastingly, for
S100 20 % PEG a prolonged liposome circulation duration up to 48 hours was observed, whereas
DOPS 20 % PEG and DOPG 20 % PEG presented rapide elimination. Ex vivo both showed a
slightly higher accumulation of liposomes in liver and spleen as compared to the conventional
formulations. Due to the fast clearance rates of the conventional liposomal formulations, only for
the ‘stealth’ liposomes the biodistribution in myocardial infarcted mice was characterized. Due to
the EPR-effect, a passive accumulation of S100 20 % PEG in the infarcted and inflamed
myocardium was observed. In contrast, DOPS 20 % PEG and DOPG 20% PEG were
predominantly localized in liver and spleen. For them, active targeting of cells of the MPS in the

liver and spleen with sequential mobilization to the infarcted and inflamed myocardium is expected.

As an galenical formulation alternative to liposomes, PS and PG were also formulated as bile salt
containing mixed micelles. Undiluted, these mixed micelles revealed hydrodynamic diameter of
around 10 nm and PDI values of 0.2. During dilution studies, an increase in size was observed.
Mixed micelles to mixed vesicle and vesicle transition is probable and was confirmed by negative-
stain-EM. In cell culture studies, mixed micelles revealed neither toxic nor hemolytic properties and
were therefore comparable with the liposomal formulations. On mIFN-y/LPS stimulated MPM also
mixed micelles presented immunomodulatory potential by reducing TNF-a production dose-
dependently. For PS, the effects of liposomes and mixed micelles were comparable, whereas for

PG and S100, liposomes were more potent than the mixed micelles.

In summary, a systematic in vitro and in vivo comparison of PS- and PG-enriched nanoformulations
for parenteral application was done. Both, liposomes and mixed micelles were able to decrease
TNF-a dose-dependently. Slight differences between both may be related to differences in their
final size, size distribution and morphology. The results highlight that PS and PG can be formulated
as liposomes and mixed micelles. Furthermore, in vivo and ex vivo an increased accumulation of
liposomes in organs rich in cells of the MPS was observed, allowing targeting of monocytes and
macrophages. As nanoscaled formulations suitable for parenteral administration, PS- and PG-
enriched liposomes or mixed micelles can be used in inflammatory diseases like Alzheimer‘s
disease, osteoporosis, arthritis, rhinitis or myocardial infarct repair. Additionally, the incorporation
of an API, as it was investigated with Dexamethasone derivatives in preliminary studies, is possible
and increases the application area. Furthermore, the formulation as depotsystems with local
application, e.g. in the eye, ear or brain seems possible and should be evaluated systematically.
Due to their endogenous nature and their biocompatibility, both, PS and PG, have high potential to

be used in clinical application.
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7 Anhang

Tabelle A 1: Einteilung der im Multiplex-Assay untersuchten Zytokine und Chemokine.
Die Einteilung erfolgt nach Gruppen mit Angabe ihrer Herkunft (Produzierende Zellen) und biologischen

Wirkung. Entnommen aus &, 1® und 7.

Abkurzung ‘ Produzierende Zellen (Auswahl) | Biologische Wirkung (Auswahl)
Interleukine
IL-1a Makrophagen, Monozyten, Epithelzellen Makrophageﬂnaktlweru.ng, Aktivierung von T-
IL-1B Zellen, Entzindung, Fieber
Wachstum und Differenzierung von T- und
IL-6 T-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen B-Zellen, Entziindung, Fieber
IL-10 T- und B-Zellen, Makrophagen Inhibitor von Makrophagenfunktionen
IL-12p70 Makrophagen, dendritische Zellen Aktiviert NK-Zellen
IL-17A TH17-Zellen, NK-Zellen Entzlindung, Produltion
proinflammatorischer Zytokine
IL-23 Makrophagen, dendritische Zellen IFN-y-Produktion, Proliferation von TH17-
Zellen
IFN- y-Produktion,
IL-27 Monozyten, Makrophagen Differenzierung zu TH1-Zellen
Interferone
IFN-B Fibroblasten Antiviral, erhdhte MHC-Klasse | Expression
Aktivierung von Makrophagen, erhdhte
IFN-y T-zellen Expression von MHC-Molekiilen
Tumornekrosefaktoren
TNF-a Makrophagen, T-Zellen | Endothelaktivierung, Entziindung
Koloniestimulierende Faktoren
T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten, Wachstum von Granulozyten- und
GM-CSF .
Endothelzellen Monozytenvorlaufern
Chemokine
MCP-1 TLR4-Signalweg | proinflammatorisch

111



Anhang

250 250
200 200 4
s s
g 150 g 150
2 100 2 100
2 2
£ £
50 4 504
ol VAN N
L} v T M L M T L} v T M L M T
0 5 10 15 0 5 10 15
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)
250 - 250 -
200 4 200 4
= =
E 1504 £ 1504
et =
pit pit
2 100 2 100
2 2
£ £
50 4 50 4
0 5 10 15 0 5 10 15
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

Abbildung A 1: Beispielchromatogramme, bestimmt mittels NP-HPLC (Saule 2).
A) zeigt DOPS (1. Peak = S100, 2. Peak = DOPS), B) DOPG (1. Peak = DOPG, 2. Peak = S100), C) SPS
(1. Peak = S100, 2. Peak = SPS) und D) EPG (1. Peak = EPG, 2. Peak = S100) nanoskalige Formulierungen.
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Abbildung A 2: Heizkurven der DOPS Liposomen, bestimmt mittels DSC.
Die Kurven sind vertikal verschoben.

S100 enthalt vorwiegend ungesattigte Fettsduren, SPC-3 vorwiegend geséattigte Fettsauren.
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Abbildung A 3: Histogrammdarstellungen der intensititsgewichteten GroéBRenverteilungen der
Liposomen, bestimmt mittels DLS.
A) zeigt S100, B) DOPS, C) DOPG und D) SPS und EPG Liposomenformulierungen.
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Abbildung A 4: GroBe, GroBenverteilung sowie Zetapotential DiR-markierter Liposomen, bestimmt
mittels DLS bzw. ELS.
A) zeigt mittlere hydrodynamischen Durchmesser und Polydispersitatsindices und B) Zetapotentiale.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 naturlichen Replikaten.
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Abbildung A 5: Triibungsmessungen an Phospholipi

mittels Spektralphotometer.
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d-Lyso-Phospholipid-Mischungen,
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A) zeigt die prozentuale Transmission in Abhangigkeit von der Art und des Massenanteils des jeweiligen

Phospholipids. B) und C) veranschaulichen makroskopische Aufnahmen fiir S100 fir SPC-3.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils einem natirlichen Replikat.
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Abbildung A 6: Zellviabilitit der Liposomen auf Fibroblasten-Zelllinien, bestimmt mittels Resazurin-
Assay.

Die Inkubationszeit fur A) und B) betrug 4, fur C) und D) 96 Stunden. A) zeigt die Zellviabilitdt von murinen
3T3 und B) die von humanen NHDF Zellen. Es wurden nur Experimente bericksichtigt, deren relative
Standardabweichung der unbehandelten Kontrolle < 15 % war.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen Zellviabilititen, bezogen auf die

unbehandelte Kontrolle, von jeweils 3 naturlichen Replikaten.
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Tabelle A 2: Physikochemische Stabilititsdaten der Liposomen, bestimmt mittels DLS.

Die Dauer der Stabilitatsuntersuchung betrug 28 Tage, die Lagerung erfolgte bei 8 °C vor Licht geschutzt.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natirlichen Replikaten.

Liposomen- | initial 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage

formulierung | z.Average |[SD |PDI |SD |Z-Average |[SD |[PDI |SD |Z-Average |SD |PDI |SD |Z-Average |SD |PDI |SD |Z-Average |SD |PDI |SD

S100 141 6 0,09 0,01 |141 6 0,10 |0,02 [139 5 0,09 0,02 |140 6 |0,09 0,02 |142 9 |0,09 0,02

S100

N e | 114 2 0,06 0,01 114 3 1007|001 |14 2 [0,07|0,02 | 114 2 [007 |0,02 | 119 2 006 |0,02

30 % DOPS | 132 5 0,08 [0,02|130 4 009 0,01 [130 4 0,08 0,02 [130 5 [0,09 0,02 [130 5 010 0,02
0,

?gof;gggs 111 2 |0,06 0,02 |112 3 0,07 |0,02 111 2 007 [002 [112 3 0,07 |0,02 | 111 2 10,06 0,02
o,

ggoﬁgggs 108 3 0,06 0,01 |109 3 [006 0,02 |109 3 (0,05 0,02 |109 3 [006 0,02 |110 3 0,07 | 0,01

30 % DOPG | 134 4 |0,08 002|135 5 0,09 0,02 |134 4 010 002|135 4 009|002 135 4 0,09 [002
o,

30%DOPG | 445 5 |0,08 0,04 |11 2 0,07 |0,02 [111 3 006|002 [112 2 007 002 [116 4 007 [002

20 % PEG

30%SPS | 128 3 |0,08 [001|127 3 |0,08 0,02 [128 3 |0,08 0,02 128 3 |009|0,02 127 3 0,09 0,01

30 % EPG | 126 2 |0,08 0,02 126 3 0,09 0,02 [127 3 0,09 |0,02 127 3 |0,08 0,02 |127 > |0,09 0,01
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Tabelle A 3: Physikochemische Stabilititsdaten der Liposomen, bestimmt mittels ELS.

Die Dauer der Stabilitatsuntersuchung betrug 28 Tage, die Lagerung erfolgte bei 8 °C vor Licht geschutzt.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natirlichen Replikaten.

Liposomen- | initial 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage

formulierung | saline | SD | Glucose SD |Saline |SD | Glucose SD |Saline |SD |Glucose SD |[Saline |SD |Glucose SD |[Saline |SD | Glucose SD
S100 -1 1 -2 0 -2 1 -2 0 -2 1 -2 0 -2 1 -2 0 -2 1 -3 1
S100 -2 1 -9 1 -2 1 -9 1 -2 1 -9 1 -2 1 -9 1 -2 1 -10 1
20 % PEG

30 % DOPS |-30 5 -57 4 -28 4 -58 3 -30 3 -58 3 -29 2 -58 3 -28 2 -57 3
30 % DOPS

10 % PEG -8 2 -23 2 -8 1 -23 1 -8 1 -23 1 -8 2 -22 1 -8 1 -22 1
30 % DOPS

20 % PEG -3 1 -15 1 -3 1 -14 1 -3 1 -15 1 -3 1 -15 1 -3 1 -15 1
30 % DOPG |-29 2 -57 5 -27 2 -59 4 -27 1 -59 2 -28 2 -58 3 -28 2 -57 3
30 % DOPG

20 % PEG -3 1 -16 1 -3 1 -16 1 -3 1 -16 1 -3 1 -15 1 -4 2 -17 2
30 % SPS -30 3 -56 3 -27 2 -56 3 -25 2 -53 4 -25 2 -52 4 -27 2 -56 4
30 % EPG -27 2 -57 3 -25 2 -55 4 -24 3 -55 3 -26 2 -56 3 -25 3 -58 3
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Tabelle A 4: Immunmodulierende Eigenschaften PEG-haltiger DOPS Liposomen auf MPM, bestimmt mittels Multiplex-Assay.
Es wurden C57BL/6J WT MPM verwendet. Tabelle A 4 1 zeigt die direkte und Tabelle A 4 2 die sequentielle Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Zytokin- bzw. Chemokinwerte, bezogen auf die stimulierte Kontrolle, von jeweils 3 natiirlichen Replikaten als Heatmap.

1) Direkt Kontrolle, Kontrolle, DOPS 10% PEG DOPS 20% PEG
unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert

1L-23 % 62

IL-1a % 31

IFN-g %

TNF-a %

MCP-1 %

1L-12p70 %

IL-1b %

IL-10 %

IL-6 %

1L-27 %

IL-17a %

IFN-b % 14

GM-CSF % 50 53

2) Sequentiell Kontrolle, Kontrolle, DOPS DOPS 10% PEG DOPS 20% PEG
unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert

1L-23 %

IL-1a %

IFN-g %

TNF-a %

MCP-1 %

1L-12p70 %

IL-1b %

IL-10 %

IL-6 %

1L-27 %

IL-17a %

IFN-b %

GM-CSF %

rotave were 0o, [T 7] %] 7]
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Tabelle A 5: Immunmodulierende Eigenschaften PEG-haltiger DOPG und S100 Liposomen auf MPM, bestimmt mittels Multiplex-Assay.
Es wurden C57BL/6J WT MPM verwendet. Tabelle A 5 1 zeigt die direkte und Tabelle A 5 2 die sequentielle Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Zytokin- bzw. Chemokinwerte, bezogen auf die stimulierte Kontrolle, von jeweils 3 natlirlichen Replikaten als Heatmap.

1) Direkt Kontrolle, Kontrolle, DOPG DOPG 20% PEG S100 S100 20% PEG
unstimuliert stimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert

1L-23 % 66 57 53 55 68 61

IL-1a % 35 32 65

IFN-g % 0

TNF-a % 1

MCP-1 % 8

IL-12p70 % 16

IL-1b % 67

IL-10 % 63

IL-6 % 1 1 1

1L-27 % 24 15 15 23 16

IL-17a % 61 50 46 64 66

IFN-b % 27 25 20 28 32

GM-CSF % 48 31 35 48 51 59

2) Sequentiell Kontrolle, Kontrolle, DOPG DOPG 20% PEG S100 S100 20% PEG
unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert

1L-23 %

IL-1a %

IFN-g %

TNF-a %

MCP-1 %

IL-12p70 %

IL-1b %

IL-10 %

IL-6 %

IL-27 %

IL-17a %

IEN-b %

GM-CSF %

Relative werte () [ENNNNIOON T E0T]
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Tabelle A 6: Inmunmodulierende Eigenschaften natiirlicher (SPS, EPG) und synthetischer (DOPS, DOPG) konventioneller Liposomen auf MPM, bestimmt mittels
Multiplex-Assay.
Es wurden SKH1 MPM verwendet. Tabelle A 6 1 zeigt die direkte und Tabelle A 6 2 die sequentielle Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Zytokin- bzw. Chemokinwerte, bezogen auf die stimulierte Kontrolle, von jeweils 3 natlirlichen Replikaten als Heatmap.

1) Direkt

1L-23

%

IL-1a

%

Kontrolle,

unstimuliert

IFN-g

%

TNF-a

%

MCP-1

%

IL-12p70

%

IL-1b

%

IL-10

%

I1L-6

%

IL-27

%

IL-17a

%

IEN-b

%

GM-CSF

%

Kontrolle,
stimuliert

DOPS

SPS

DOPG

unstimuliert

stimuliert

unstimuliert

stimuliert

unstimuliert

stimuliert

2) Sequentiell

1L-23

%

IL-1a

%

Kontrolle,
unstimuliert

IFN-g

%

TNF-a

%

MCP-1

%

IL-12p70

%

IL-1b

%

IL-10

%

IL-6

%

IL-27

%

IL-17a

%

IFN-b

%

GM-CSF

%

Kontrolle,
stimuliert

SPS

EPG

unstimuliert

stimuliert

unstimuliert

stimuliert

Relative werte () [ EOON a0 ]
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Abbildung A 7: Gesamtfluoreszenzintensititen DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, dorsale Position, bestimmt mittels in vivo FI.

A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Expemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte Untersuchungszeitraum von

48 Stunden dargestellt.
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Abbildung A 8: TRE-Quantifizierung fiir definierte ROl DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, dorsale Position, bestimmt mittels in vivo FI.
A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Dargestellt sind relative TRE bezogen auf den Zeitpunkt 0,25 Stunden post Injektion. M1 und M2 entsprechen Mausen, die
nach einer Stunde, M3 und M4 Mausen, die nach 24 Stunden, M5 und M6 Mausen, die nach 48 Stunden getdtet wurden.
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Abbildung A 9: Gesamtfluoreszenzintensititen DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, lateral linke Position, bestimmt mittels in vivo FI.

A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Expemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte Untersuchungszeitraum von

48 Stunden dargestellt.
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Abbildung A 10: TRE-Quantifizierung fiir definierte ROI DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, lateral linke Position, bestimmt mittels in vivo FI.
A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Dargestellt sind relative TRE bezogen auf den Zeitpunkt 0,25 Stunden post Injektion. M1 und M2 entsprechen Mausen, die

nach einer Stunde, M3 und M4 Mausen, die nach 24 Stunden, M5 und M6 Mausen, die nach 48 Stunden getdtet wurden.
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Abbildung A 11: Gesamtfluoreszenzintensitaten DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, lateral rechte Position, bestimmt mittels in vivo FI.
A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Expemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte Untersuchungszeitraum von

48 Stunden dargestellt.
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Abbildung A 12: TRE-Quantifizierung fiir definierte ROl DiR-markierter Liposomen in gesunden Mausen, lateral rechte Position, bestimmt mittels in vivo FI.
A) zeigt weibliche und B) mannliche SKH1 Mause. Dargestellt sind relative TRE bezogen auf den Zeitpunkt 0,25 Stunden post Injektion. M1 und M2 entsprechen Mausen, die

nach einer Stunde, M3 und M4 Mausen, die nach 24 Stunden, M5 und M6 Mausen, die nach 48 Stunden getdtet wurden.
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Abbildung A 13: Gesamtfluoreszenzintensititen DiR-markierter Liposomen in gesunden weiblichen Mausen, ex vivo Platte 1, bestimmt mittels ex vivo FI.

Expemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung und pro Endpunkt dargestellt.
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Abbildung A 14: Gesamtfluoreszenzintensititen DiR-markierter Liposomen in gesunden weiblichen Mausen, ex vivo Platte 2, bestimmt mittels ex vivo FI.

Expemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung und pro Endpunkt dargestellt.
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Abbildung A 15: Gesamtfluoreszenzintensititen DiR-markierter Liposomen in gesunden mannlichen Mausen, ex vivo Platte 1, bestimmt mittels ex vivo FI.

Expemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung und pro Endpunkt dargestellt.
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Abbildung A 16: Gesamtfluoreszenzintensititen DiR-markierter Liposomen in gesunden mannlichen Mausen, ex vivo Platte 2, bestimmt mittels ex vivo FI.

Expemplarisch wurde je eine Maus pro Liposomenformulierung und pro Endpunkt dargestellt.
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Abbildung A 17: Gesamtfluoreszenzintensitaten sowie TRE-Quantifizerung fiir definierte ROI DiR-

markierter Liposomen in EMI Mausen, dorsale Position, bestimmt mittels in vivo Fl.

A) zeigt Gesamtfluoreszenzintensitaten der einfachen und B) die der dreifachen Injektion. In C) ist die TRE-
Quantifizierung fir S100 20 % PEG, in D) fur DOPS 20 % PEG und in E) fir DOPG 20 % PEG dargestellt.

Exemplarisch wurde je eine SKH1 Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte

Untersuchungszeitraum von 48 Stunden dargestellt.
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Abbildung A 18: Gesamtfluoreszenzintensitaten sowie TRE-Quantifizerung fiir definierte ROI DiR-
markierter Liposomen in EMI Mausen, lateral linke Position, bestimmt mittels in vivo Fl.

A) zeigt Gesamtfluoreszenzintensitaten der einfachen und B) die der dreifachen Injektion. In C) ist die TRE-
Quantifizierung fir S100 20 % PEG, in D) fur DOPS 20 % PEG und in E) fir DOPG 20 % PEG dargestellt.
Exemplarisch wurde je eine SKH1 Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte
Untersuchungszeitraum von 48 Stunden dargestellt.
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Abbildung A 19: Gesamtfluoreszenzintensitaten sowie TRE-Quantifizerung fiir definierte ROI DiR-
markierter Liposomen in EMI Mausen, lateral rechte Position, bestimmt mittels in vivo FI.

A) zeigt Gesamtfluoreszenzintensitaten der einfachen und B) die der dreifachen Injektion. In C) ist die TRE-
Quantifizierung fur S100 20 % PEG, in D) fir DOPS 20 % PEG und in E) fir DOPG 20 % PEG dargestellt.
Exemplarisch wurde je eine SKH1 Maus pro Liposomenformulierung ausgewahlt und der gesamte

Untersuchungszeitraum von 48 Stunden dargestellt.
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Abbildung A 20: Gesamtfluoreszenzintensitaten sowie TRE-Quantifizerung fiir definierte ROI DiR-

markierter Liposomen in EMI Mausen, bestimmt mittels ex vivo FI.
A) zeigt Gesamtfluoreszenzintensitaten der einfachen und B) die der dreifachen Injektion. Dargestellt sind

die relative TRE bezogen auf die Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Leber. In C) ist die TRE-Quantifizierung

fur S100 20 % PEG, in D) fur DOPS 20 % PEG und in E) flir DOPG 20 % PEG préasentiert.
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Abbildung A 21: Histogrammdarstellungen der intensitatsgewichteten GréRenverteilungen der
Mischmizellen, bestimmt mittels DLS.

A) zeigt die synthetischen Mischmizellen DOPS und DOPG und B) die naturlichen Mischmizellen S100, SPS
und EPG.

Tabelle A 7: Gehalt an Ca?*-lonen in den verwendeten anionischen Phospholipiden.

Die Konzentrationsangaben wurden aus den Analysenzertifikaten des Herstellers Lipoid GmbH entnommen.

Phospholipid DOPS-Na SPS DOPG-Na EPG
Ca?*-lonen-
Konzentration gemaf 250 ppm 0,3 % 250 ppm 500 ppm
Lipoid
Ca?*-lonen-
Konzentration auf 10 g | 2,5 mg 30 mg 2,5mg 5mg
Phospholipid

A B

700 r—3 110

[ z-Average
= PDI

Mittlerer hydrodynamischer
Durchmesser (nm)
PDI

Abbildung A 22: Untersuchung des Einflusses von Ca?*-lonen auf die GréRe und GrdBenverteilung
von PS Mischmizellen.

A) zeigt Grofke und GroRenverteilung, bestimmt mittels DLS und B) die makroskopisch die sichtbare Tribung
von SPS Mischmizellen sowie die Komplexierung der Ca2*-lonen mit EDTA.
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Abbildung A 23: Zetapotential der Mischmizellen, bestimmt mittels ELS.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natlrlichen Replikaten.
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Tabelle A 8: Physikochemische Stabilititsdaten der Mischmizellen, bestimmt mittels DLS.

Die Dauer der Stabilitatsuntersuchung betrug 28 Tage, die Lagerung erfolgte bei 8 °C vor Licht geschutzt.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen von jeweils 3 natirlichen Replikaten.

MM- initial 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage

Formulierung | 7 Average |SD |PDI |SD | Z-Average | SD PDI |SD |Z-Average |SD PDI |SD |Z-Average | SD PDI |SD |Z-Average | SD PDI |SD
$100 6 0 ]0,09|0,04 |7 0 0,15 |0,07 |6 0 0,14 |0,05 |6 0 0,13 |0,05 |6 0,15 | 0,07
DOPS 6 0 0,19 0,03 |6 0 0,17 |0,05 |6 0 0,19 /0,03 |6 0 0,20 |0,02 |6 0,23 |0,02
DOPG 6 0 ]022]0,02|6 0 0,23 |0,02 |6 0 0,23 |0,03 |6 0 0,22 |0,03 |6 0,23 0,01
SPS 10 0 0,44 (0,02 |602 118 |0,47 |0,06 |472 177 |0,41 |0,96 | 525 114 10,43 |0,05 | 549 58 0,39 | 0,11
EPG 6 0 |0,16 /0,06 |6 0 0,15 |0,07 |6 0 0,16 10,06 |6 0 0,16 |0,05 |6 1 0,19 0,06
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Abbildung A 24: Zellviabilitait der Mischmizellen auf Fibroblasten-Zelllinien, bestimmt mittels
Resazurin-Assay.

Die Inkubationszeit fur A) und B) betrug 4, fur C) und D) 96 Stunden. A) zeigt die Zellviabilitdt von murinen
3T3 und B) die von humanen NHDF Zellen. Es wurden nur Experimente beriicksichtigt, deren relative
Standardabweichung der unbehandelten Kontrolle < 15 % war.

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen der relativen Zellviabilititen, bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle, von jeweils 3 naturlichen Replikaten.
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Abbildung A 25: Hamolyseaktivitat der Mischmizellen, weitere Konzentrationen, bestimmt auf RBC.

Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten. Fur die Negativkontrolle (-) wurde PBS, fir die Positivkontrolle
(2 %SDS) verwendet. A) zeigt Natriumcholat, B) S100, C) DOPS, D) DOPG, E) SPS und F) EPG Misch-
mizellen. Fur Vergleichszwecke bezieht sich die Konzentration der Mischmizellen hierbei auf den Gehalt des
enthaltenen Natriumcholats.Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen der Hamolyse in

Prozent, bezogen auf die Positivkontrolle, von jeweils 2 natirlichen Replikaten.
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Tabelle A 9: Immunmodulierende Eigenschaften synthetischer Mischmizellen (MM) im direkten Vergleich zu Liposomen (L) auf MPM, bestimmt mittels Multiplex-
Assay.
Es wurden SKH1 MPM verwendet. Tabelle A 9 1 zeigt die direkte und Tabelle A 9 2 die sequentielle Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Zytokin- bzw. Chemokinwerte, bezogen auf die stimulierte Kontrolle, von jeweils 3 natlirlichen Replikaten als Heatmap.

1) Direkt Kontrolle, Kontrolle, DOPS L DOPS MM DOPG L DOPG MM
unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert

1L-23 % 46 54 55

IL-1a % 15

IFN-g %

TNF-a %

MCP-1 %

IL-12p70 %

IL-1b %

IL-10 %

IL-6 %

1L-27 %

IL-17a %

IFN-b %

GM-CSF %

2) Sequentiell Kontrolle, Kontrolle, DOPS L DOPS MM DOPG L DOPG MM
unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert unstimuliert stimuliert

1L-23 % 51 51

IL-1a %

IFN-g %

TNF-a %

MCP-1 %

IL-12p70 %

IL-1b %

IL-10 %

IL-6 %

IL-27 %

IL-17a %

IEN-b %

GM-CSF %

retaive were ) NG o] ] 7]
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Tabelle A 10: Imnmunmodulierende Eigenschaften natiirlicher Mischmizellen (MM) im direkten Vergleich zu Liposomen (L) auf MPM, bestimmt mittels Multiplex-

Assay.

Es wurden SKH1 MPM verwendet. Tabelle A 10 1 zeigt die direkte und Tabelle A 10 2 die sequentielle Stimulation.

Dargestellt sind die Mittelwerte der relativen Zytokin- bzw. Chemokinwerte, bezogen auf die stimulierte Kontrolle, von jeweils 3 natlirlichen Replikaten als Heatmap.

Kontrolle,
stimuliert

S100 L

S100 MM

SPS L

SPS MM

EPG L

EPG MM

unstimuliert

stimuliert

45

31

unstimuliert

stimuliert

unstimuliert

stimuliert

unstimuliert

stimuliert

unstimuliert

stimuliert

unstimuliert

stimuliert

59

57

34

39

43

30

61

13

12

13

12

1) Direkt Kontrolle,
unstimuliert

1L-23 % 56

IL-1a %

IFN-g %

TNF-a %

MCP-1 %

IL-12p70 %

IL-1b %

IL-10 %

IL-6 %

IL-27 %

IL-17a %

IFN-b %

GM-CSF %

2) Sequentiell Kontrolle,
unstimuliert

I1L-23 %

IL-1a %

IFN-g %

TNF-a %

MCP-1 %

IL-12p70 | %

IL-1b %

IL-10 %

IL-6 %

IL-27 %

IL-17a %

IFN-b %

GM-CSF %

Kontrolle,
stimuliert

unstimuliert

stimuliert

Relative werte () [ERNNNNNIOORI a0

stimuliert

20 |
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