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Sterisch stabilisierte Vesikel

Danilo D. Lasic*

Nach bedeutenden Fortschritten in der
Fliissigkristall- und Polymerforschung
interessierten sich Wissenschaftler ver-
mehrt fiir lyotrope Systeme. So wurden
das Phasenverhalten und die Stabilitat
kolloider Teilchen, die wasserldsliche
oder oberflichenadsorbierte Polymere
oder Block-Copolymere enthalten und
als Suspensionen vorliegen, studiert. Am
hiufigsten untersucht wurden Micellen,
Latexteilchen und Lipidvesikel (Liposo-
men). In Gegenwart hydrophiler Poly-
mere aggregieren und verschmelzen Li-
posomen. Werden Blockcopolymere von
Liposomen adsorbiert oder Tenside mit
groBen, polymeren polaren Kopfgruppen
in die Liposomenmembran eingebaut, so

sind die Eigenschaften der Liposomen
aufgrund der schlecht definierten Natur
solcher Systeme schwer zu erkldren. Li-
posomen mit Diacylgruppen enthalten-
den Tensiden, die langere Polymerketten
kovalent gebunden haben, zeigen viele
neue Eigenschaften, die sowohl fiir die
Grundlagenforschung als auch fiir mog-
liche Anwendungen von Bedeutung sind.
Sie ermoglichen z.B. das Studium von
Phasenverhalten und Polymerkonforma-
tion, von Skalierungsgesetzen, von Kol-
loid- und Oberflicheneigenschaften so-
wie von Zellfunktionen; unter Anwen-
dungsgesichtspunkten steht die Verwen-
dung von Liposomen als Wirkstofftrans-
portsysteme im Vordergrund. Wahrend

in der Grundlagenforschung die Theorie
weiter ist als das Experiment, hinkt der
medizinischen Anwendung das theoreti-
sche Verstindnis hinterher. Erst relativ
spat wurde entdeckt, daB3 Liposomen in
biologischem Milieu ~ fiir ihre Verwen-
dung als Wirkstofftriger unvermeidbare
Bedingungen — bedeutend stabiler sind,
wenn sie mit bestimmten Polymeren be-
schichtet werden. Durch diese Erkennt-
nis wurden Anstrengungen, Liposomen
in der Krebstherapie und fiir den geziel-
ten Wirkstofftransport einzusetzen, wie-
derbelebt. All dies war nur durch effekti-
ves und synergistisches Zusammenspiel
mehrerer wissenschaftlicher Fachgebiete
moglich.

1. Einfiihrung

In der Natur kommen Stoffe im allgemeinen in drei Zustdn-
den vor. Manche Stoffe verhalten sich jedoch unter bestimmten
Bedingungen weder als Gas, noch als Fliissigkeit noch als Fest-
stoff. Fliissigkristalle z.B. zeigen einige Eigenschaften von Fliis-
sigkeiten, wie niedrige Viskositit und Neigung zur Tropfenbil-
dung, aber auch solche von Feststoffen, wie Anisotropie von
optischen, mechanischen, elektrischen und magnetischen Eigen-
schaften!!!. Der flissigkristalline Zustand ermdglicht bei relativ
hohen Diffusions- und Permeabilititsgeschwindigkeiten Orga-
nisations- und Ordnungsphdnomene, er hat Barriereneigen-
schaften und dient als Informationsspeicher!?!. Dies alles ist fir
biologische Prozesse wichtig, wenn nicht sogar notwendig. Die
Lipiddoppelschicht ist die in lebenden Zellen am haufigsten ge-
fundene Mesophase. In ihr ordnen sich Lipidmolekiile in groen
Schichten, die sich zu Membranen zusammenschlieBen. Sie kon-
nen sowohl eine flissig- als auch eine festanaloge Phase bilden.
Die Temperatur des Phaseniibergangs vom Kristall zum Fliis-
sigkristall (T.), bei der der zweidimensionale Festkorper fluide
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wird, ist ein wichtiger Parameter fiir das Verhalten von Liposo-
men und Biomembranen.

Einige Verbindungen bilden in zahlreichen Ldsungsmitteln
aufgrund von molekularen Wechselwirkungen geordnete Struk-
turen. In den meisten Fallen haben diese Amphiphile eine hydro-
phile und eine hydrophobe Gruppe im selben Molekiil. Sie kon-
nen zahlreiche lyotrope fliissigkristalline Phasen bilden, deren
Struktur durch polare und nicht polare Wechselwirkungen der
beide Gruppen enthaltenden Molekiile bestimmt wird. Solche
Amphiphile sind z.B. einige Proteine, Polypeptide und vor allem
polare Lipide™® ~31.

Polare Lipide aggregieren in wiBriger Losung zu geordneten
Strukturen und verschiedenen fliissigkristallinen Phasen (Abb. 1).
Zwar kdnnen Phasendiagramme manchmal in Kenntnis der Mo-
lekillgeometrie und zwischenmolekularer Wechselwirkungen
berechnet werden, im allgemeinen beruht die Selbstorganisation
dieser Systeme jedoch darauf, daB die hydrophilen Teile des
Molekiils den Kontakt zu Wasser suchen, wihrend die nicht
polaren Gruppen eine unpolare Umgebung bevorzugen. Die
Strukturen zahlreicher fliissigkristalliner Phasen und kollotder
Aggregate weisen genau diese molekulare Ordnung auff! =3,

Fliissigkristalle sind durch Fernordnung und, in Abhéngig-
keit von der Temperatur, durch Nahordnung oder -unordnung
charakterisiert. In bezug auf die Symmetrie kann eine einzelne
Phase durch null-, ein- oder zweidimensionale Positionsperiodi-
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Abb. 1. Schematische Darstellung von zahlreichen Aggregaten und Phasen, die von
Amphiphilen im Gemisch mit Wasser bei unterschiedlichen Konzentrationen gebil-
det werden. Spharische inverse Micellen entstehen nur mit einigen geladenen, ein-
kettigen Tensiden bei hiheren Temperaturen, wihrend sie in terndren Gemischen
mit einer nicht polaren Phase 6fter auftreten. In wiBrigen Suspensionen wird die
inverse hexagonale Phase von einer Lipidmonoschicht umhiilit. Der offene Kreis
steht fiir den hydrophilen Teil des Molekiils, wahrend das hydophobe Ende als
geschliingelte Linie dargestellt ist.

zitit und in gewissem Mal3e durch Orientierungsordnung cha-
rakterisiert sein. Mit Ausnahme von einigen nicht im Gleichge-
wicht stehenden kubischen Phasen!®! sind diese Zustinde ther-
modynamisch stabil, so daB sich die Molekiile durch reversible
Selbstorganisation Anderungen von Konzentration{en), Tem-
peratur, Druck, lonenstirke oder pH-Wert anpassen kénnen.

Die periodische Lipid-Wasser-Struktur von lyotropen fliissig-
kristallinen Phasen kann sich bet Verdiinnung unter Bildung kol-
loider Teilchen auflgsen. Dieser Vorgang wird besonders durch
Rithren oder Schiitteln geférdert. Dabei bleiben die molekulare
Anordnung und die lokale molekulare Symmetrie in kleinen und
mittleren Entfernungen bestehen, wahrend die Fernordnung
verloren geht. Die homogenen lyotropen flissigkristallinen
Phasen kénnen bei Verdiinnung auch in ein heterogenes System
zerfallen, das eine voll verquollene fliissigkristalline Phase in
einem UberschuB an Wasser enthilt!*. Der Zerfall von grolen
Micellen normaler hexagonaler Phasen aus polaren Lipiden mit
einfachen Ketten in kleine Micellen ist ein Beispiel fiir den erst-
genannten ProzeB™. Brechen hingegen die aus Diacyllipiden
gebildeten lamellaren Phasen zusammen, entstehen gewohnlich
Liposomen!”), Der Zerfall der fliissigkristallinen Phase in kollo-
ide Partikel und der damit verbundene Verlust der Fernordnung
fiihrt, auBer bei einfachen Micellen, zum Verlust der thermody-
namischen Stabilitdt des Systems!®l,

Liposomen sind sphérische, in sich geschlossene Vesikel von
kolloider Dimension mit Phospholipid-Doppelschichten, die
Teile des Lésungsmittels, in denen sie suspendiert sind, in ihren
Innenraum einschlieBen® 1. Abhiingig von Gréfie und Zahl
der Lamellen definiert man kleine und grofe unilamellare Vesi-
kel sowie bei vielen konzentrischen Doppelschichten groBe mul-
tilamellare Vesikel (Abb. 1)1,

Aufgrund ihrer Struktur, chemischen Zusammensetzung und
kolloider GroBe, die bei der Herstellung gut zu kontrollieren
sind, haben Liposomen einige niitzliche Eigenschaften. Die wich-
tigsten Merkmale sind kleiner Durchmesser, fast einheitliche Teil-
chengroflenverteilung in Bereichen von 20 bis 500 nm (es gibt
aber auch Methoden, die die Bildung von gréBeren Liposomen
mit Durchmessern bis zu 50 um erlauben) und spezielle Mem-
bran- und Oberflichencharakteristika. Dazu zdhlen das Pha-
senverhalten der Doppelschicht, ihre mechanischen Eigenschaf-
ten und Permeabilitit, Ladungsdichte, dic Anwesenheit von
oberflichengebundenen oder gepfropften Polymeren sowie das
Verkniipfen mit speziellen Liganden. Durch ithren amphiphilen
Charakter und ihr sehr groBes Verhdltnis von Oberfliche zu
Volumen sind Liposomen fiir eine Reihe von Verbindungen
wirksame Lésungs- und Dispersionssysteme. Neben diesen physi-
kochemischen Eigenschaften verfiigen Liposomen aus natiirli-
chen Lipiden iiber spezielle biologische Merkmale wie Biokompa-
tibilitit, biologische Abbaubarkeit sowie (spezifische) Wechsel-
wirkungen mit biologischen Membranen und Zellen!?!,
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Auf diesen Eigenschaften basiert die Anwendung von Liposo-
men als Lésungs- oder Dispersionsmittel fiir schwer 16sliche Sub-
stanzen, als Depot- und Transportsysteme, Stabilisatoren,
Schutzstoffe und Mikroreaktoren. Alle lebenden Zellen dieser
Planeten sind von einer Membran umgeben, in der Proteine in
Lipiddoppelschichten eingelagert sind. Diese Doppelschicht,
dhnlich der Liposomen-Doppelschicht, ist eine mechanische,
chemische und elektrische Barriere zwischen Innen- und Aulien-
raum. Daher sind Liposomen nicht nur fiir die oben erwiihnten
Anwendungen von Interesse, sie eignen sich auch als Modell-
systeme fiir topologische, biophysikalische, photophysikalische
und photochemische Studien; an ihnen lassen sich kolloide Wech-
selwirkungen, Zellfunktionen, Signaliibertragung (einschlie3lich
des Transports von synaptischen Vesikeln mit verkapselten
Neurotransmittern), Sekretien und vieles mehr untersu-
ChCl’l[Z’ 5,11— 16]'

Da die Doppelschichten aus ausschlieBlich natiirlich vorkom-
menden Substanzen hergestellt werden kdnnen, sind sie nicht to-
xisch, biologisch abbaubar und praktisch nicht immunogen und
damit ideal als Wirkstofftransportsystem geeignet. Liposomen
werden industriell auch als Adjuvantien bei Impfungen, Si-
gnalverstérker oder -trdger in der medizinischen Diagnostik und
in der analytischen Biochemie sowie als Transfektionsvektoren in
der Genforschung verwendet. Der grofite Markt liegt gegenwirtig
jedoch in der Kosmetik, wo Liposomen als Dispersionsmittel
und/oder Tragermatrix fiir zahlreiche Bestandteile dienen; nach
cinigen Berichten sollen sie auch deren Penetrationsverhalten ver-
bessern!?!. Obwohl einige Anspriiche der kosmetischen Produkte
nicht durch strenge wissenschaftliche Tests gestiitzt werden, bie-
ten Liposomen zumindest dadurch eine Verbesserung, daB3 hicr
hydrophobe Substanzen in einer walrigen und biokompatiblen
Matrix suspendiert sind, anstatt in hautreizenden Olen, Alko-
holen und Tensiden!?!,

2. Liposomen als Wirkstofftransportsysteme

Die optimistischen Erwartungen, die in Liposomen als Wirk-
stofftransportsysteme gesetzt wurden, konnten hauptsichlich
aufgrund mangelnder Stabilitdt nicht erfiillt werden. Zwar hat
man die Probleme der Lagerbestindigkeit von Liposomen in
den meisten Fillen schon vor einiger Zeit gelst, sie in biologi-
schem Milieu zu stabilisieren blieb hingegen eine groBere Her-
ausforderung, die erst kiirzlich gemeistert wurde!*7- 151,

Intravends verabreichte Liposomen setzen die verkapselten
oder membrangebundenen Molekille schr schnell frei. Der Aus-
tritt (engl. leakage) kann jedoch durch Einbau von Cholesterin
in die Membranen stark vermindert werden!®!, Dies half jedoch
wenig dagegen, daB die hauptsachlich in Leber und Milz befind-
lichen Mononucledren Phagocyten (MPs) des Immunsystems
die Liposomen schnell absondern und beseitigen, was als gro3-
ter Nachteil firr die meisten Anwendungen angesehen wird. In
den spiten siebziger Jahren wurden erste Versuche unternom-
men, die Bioverteilung durch Anbringen von Oberflichenligan-
den oder Verdnderung der Membranzusammensetzung zu ver-
bessern. Die Ergebnisse zeigten, daBl das Liposomenverhalten
innerhalb des MP-Systems verandert werden kann. Die lingsten
Zirkulationszeiten erreichen kleine, neutrale, aus starren Lipi-
den und Cholesterin hergestelltc Liposomen, vorausgesetzt man
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will das Immunsystem nicht durch Vorsittigung mit Liposomen
unterdriicken oder schwichen. Die erste entscheidende Ver-
besserung wurde durch Inkorporation von 5-10 Mol-%
Gangliosid Gy, oder Phosphatidylinositol in die Doppelschicht
erreicht!*®!. Die besten Ergebnisse erhielt man jedoch, wenn
diese beiden Lipide durch synthetische, Polymerketten enthal-
tende Lipide ersetzt wurden. Kovalent an das Phospholipid ge-
bundenes Polyethylenglykol (PEG) ergab die lingsten Zirkula-
tionszeiten (Abb. 2). Durch Finbau von ca. 5 Mol-% von
Substanzen mit mittleren Molekiilmassen (1500 und 5000 Da)
in die Doppelschicht erreicht man die langsten Liposomenzirku-
lationszeiten im Blut!'®), Abbildung 3 zeigt Blutclearanceprofile
mehrerer Formulierungen.
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Abb. 2. Formel des Polyethylenglykol(PEG)-Lipids DSPE, das normalerweise als
Natriumsalz verwendet wird. Gebriuchliche relative Molekillmassen von PEG sind
750, 1000, 2000, 3000, 5000 und 12000. Kommerzielles PEG hat hiufig einen Poly-
dispersionsindex p von 1.1, BioTech-Qualitét hat einen von 1.05; p &ndert sich bei
der Kupplung nicht.
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Abb. 3. Blutclearanceprofile einiger Liposomenformulierungen. x = Prozent der
injizierten Dosis als Funktion der Zeit. Von oben nach unten: ?*°°mPEG-
DSPE(EPC-Chol (e), *°°°mPEG-DSPE/EPC/Chol (o), '**mPEG-DSPE/EPC/
Chol (a), EPC/Chol (2/1) (¢) und EPG/EPG(Chol (a); Formulierungen mit mola-
ren Verhiltnissen von 0.15/1.85/1. Abkirzungen: mPEG Methoxypolyethylen-
glykol, DSPE Distearolyphosphatidylethanolamin, EPC teilweise hydriertes Ei-
Phosphatidylcholin (Jedzahl 40), Chol Cholesterin, EPG Ei-Phosphatidylglyeerin.
100-nm-Liposomen wurden mit °”Ga-Desferal markiert (nach Lit. [67]).

Analoge Versuche wurden mit anderen Kolloidsystemen von
micellenbildenden Blockcopolymeren!?!! bis Latexteilchen!??!
angestellt. Wihrend Latexteilchen mit adsorbierten Blockcopo-
lymeren wie PEG-PPO (Polyethylenglykol-Polypropylenoxid)
ahnliche Anderungen der Pharmakokinetik wie PEG-veredelte
Liposomen zeigen'?!, werden Blockcopolymer-Micellen mit
PEG-Ketten schnell durch Makrophagen (durch Pinocytose)
aufgenommen 24,

Im allgemeinen bietet die Oberflichen-Pfropfpolymerisation
aber eine bessere Kontrolle der kolloiden Eigenschaften. Lipo-
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somen, deren Oberfliche Polymere nur adsorbiert hat, sind ge-
wohnlich nicht dicht genug, d.h. sie verlieren die verkapselten
Molekiile zu schnell’?*) oder sie aggregieren.

Die gesteigerte Stabilitdt von Liposomen im biologischen Mi-
lieu riihrt unserer Ansicht nach daher, daB die oberflichenge-
bundenen Polymere eine sterische Barriere fiir die angreifenden
Makromolekiile bieten. Aus diesem Grund werden sie oft als
sterisch stabilisierte Liposomen!2#! bezeichnet. Der Handelsna-
me Stealth-Liposomen ™ macht deutlich, daB sie fiir das kdrper-
eigene Immunsystem unsichtbar sind (Abb. 4).

Abb. 4. Schematiscbe Darstellung von konventionellen Liposomen (links) und
Stealth-Liposomen (rechts). Polymerketten kdnnen auf einer oder auf beiden
Seiten der Vesikel angebracht sein. Ich danke Phillip Le Roy Carter, Liposome
Technology, Tnc., fur die Abbildung.

3. Stabilitdt von Liposomen

Bei Liposomen wird der Begriff Stabilitit in Forschung und
Anwendung sehr unklar gebraucht und ist oft nicht genau defi-
niert. Im weitesten Sinne versteht man darunter die Stabilitét der
Liposomen und ihrer Bestandteile samt der eingeschlossenen
Molekiile in beliebiger, auch liposomenzerstérender (,,liposo-
micider”*) Umgebung, Diese allgemeine Definition von Stabili-
tit enthilt einige Aspekte, die zwar getrennt definiert werden
konnen, oft aber synergistisch wirken. Wir definieren die Stabi-
litat willkiirlich als Summe und Produkt von physikalischer,
chemischer und kolloider Stabilitdt. Zusdtzlich zu diesen inhé-
renten Stabilitdtskomponenten mul3 man die Stabilitit unter
Anwendungsbedingungen - oft in liposomicider Umgebung —
betrachten. Da die meisten Anwendungen pharmazeutischer
Natur sind, kann man zusétzlich die biologische Stabilitit und
die Lagerbestindigkeit definieren, diec durch einige der oben
erwdhnten Stabilitdtsmerkmale bestimmt werden.

3.1. Physikalische Stabilitiit

Hierbei geht es vor allem um die Aufrechterhaltung von Struk-
tur und Kifigeigenschaften der Liposomen, d.h. um Stabilitdt
von GroBe und Form (GroBenverteilung der Probe) sowie der
Barriereneigenschaften der Doppelschicht fiir die verkapselten
oder membrangebundenen Molekiile. GroBen- und Barrieren-

[*] Stealth Liposome ist ein eingetragener Handelsname der Liposome Technology,
Inc., Menlo Park, CA, USA.
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stabilitdt hdngen von den mechanischen Eigenschaften der Dop-
pelschicht und von den thermodynamischen Parametern des
Systems ab.

Vesikel sind aufgrund der Tatsache, daf3 ihre symmetrische
Membran gekrimmt ist, thermodynamisch instabil, da die ener-
giedrmere Konformation normalerweise die ebene ist, d.h. die
spontane Kriimmung ¢, = 0. Fiir jede Vesikel ergibt sich durch
ihre Kriimmung ein Energieiiberschull von 8 nX, wobei K der
elastische Biegungsmodul der Membran ist!2-2%-261 Vesikel
kénnen sich daher nur dann spontan bilden'?”), wenn die Dop-
pelschicht niedrige Werte fiir K aufweist[*®! oder eine asymme-
trische Doppelschicht mit einer spontanen Kriimmung vorliegt;
dies kann von Unterschieden zwischen innerer und duflerer Pha-
se, von nicht ausgewogener Lipidzusammensetzung oder von
der Verwendung asymmetrischer bipolarer Lipide herriih-
ren29-351

Sobald sich ein Liposom gebildet hat, ist es jedoch ziemlich
stabil. Das weist darauf hin, da die Bildung von Liposomen
kinetisch kontrolliert ist; sie werden unter Bedingungen von ho-
hen Energietiberschiissen durch eine irreversible Nicht-Gleich-
gewichtsreaktion gebildet!* 8:2¢- 361 Um das Liposom zu 6ffnen
oder zu zerstoren, wird eine Energie von ca. 50 kT benétigt!® 37,
Diese Analyse zeigt, da} die Energie, die dem System bei der
Liposomenbildung zugefiihrt wird, zum Teil in der Doppelschicht
{Doppelschichtkriimmung?#1) als konformative Energie gespei-
chert ist. Diese ist fur die Metastabilitdt der Liposomen verant-
wortlich,

Ein einfaches Gedankenexperiment zeigt am Beispiel der Mi-
kroverkapselung den Vortrag von kinetisch abgefangenen Syste-
men gegeniiber Systemen im thermodynamischen Gleichgewicht.
Ein System im Gleichgewicht paBt sich duBeren Anderungen wie
Verdiinnung, Anderung von Konzentration(en), Temperatur
oder Druck, der Gegenwart anderer Substanzen oder der Injek-
tion in Korperfliissigkeit durch Phasendnderung an. So 16sen sich
z.B. Micellen oder die Tropfchen einer Mikroemulsion bei Ver-
diinnung schnell auf (d. h. sie nehmen im Phasendiagramm eine
andere Position ein), wihrend Liposomen aus Phospholipid mit
sehr niedrigen Werten fiir die kritische Micellenkonzentration
(cmc) gegeniiber Verdiinnung stabil sind. Viele der unerwarteten
Befunde bei der Untersuchung des Arzneimitteltransports durch
kolloide Triger sind durch diese einfachen Uberlegungen zu
erkldren.

Es ist auch interessant, daBl Liposomen durch Zugabe von was-
serloslichen Frostschutzmitteln, z.B. Sucrose, gegeniiber Phasen-
libergiingen wie Gefriertauen und Gefriertrocknen stabilisiert
werden konnen. Das ermdglicht es, gefriergetrocknete (lyophili-
sierte) Liposomenformulierungen mit verbesserter Lagerfihig-
keit herzustellen®1.

Die Haltbarkeit von Liposomen hdngt auch von den mecha-
nischen Eigenschaften der Doppelschicht ab. Mechanisch stéir-
kere Doppelschichten — solche mit hdheren Kohésionskriften —
sollten duBeren Stérungen besser widerstehen konnen. Messun-
gen von Mikropipettenmanipulationen erlauben es, die Streck-
module einzelner Membranen [isotrope Dehnungsmodule (X,,.)
und kritische Fldchenspannung (t) von Doppelschichten - 4]]
zu bestimmen. Man fand, daB diese Werte mit der Stabilitit von
Liposomen im Zusamtnenhang stehen. Tabelle 1 zeigt die Werte
von K. und 7 fiir einige Doppelschichten. Eine allgemeine Be-
obachtung ist, daf3 Cholesterin durch die Induktion einer geord-
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Tabelle 1. Mechanische Eigenschaften von Doppelschichten, die durch Mikropi-
petten-Manipulationstechnik gemessen wurden. Es sind Kompressibilititsmodule
K. der elastischen Berciche und Zugfestigkeit 1 von zahireichen Liposomen-Dop-
pelschichten angegeben. Aus Biochemistry 1988, 27, 8261 und 1992, 31, 2017 sowic
Biophys. J. 1990, 58, 997.

Zusammensetzung [molmol '] [a] Ky fdynem™'] 7 fdyncm™!]
SOPC 193 5.7
SOPC/Chol (ca. 86/14) 216 8.7
SOPC/Chol (ca. 50/50) ~1200 24.9
DMPC 145

DMPC/Chol (67/33) 559

DMPC(Chol (50/50) 633

DMPC (L) 855

DPPC/Chol 2235

BSM/Chol (ca. 50/50) ~1720 232
DAPC 57 23
DAPC/Chol (ca. 50/50) 102 4.5

[a] Abkirzungen: SOPC: Stearoyloleoylphosphatidylcholin, Chol: Cholesterin,
DMPC: Dimiristoyl-PC, DPPC: Dipalmitoyl-PC, BSM: Rindersphingomyelin,
DAPC: Diarachidonoyl-PC.

neten Fliissigphase den Zusammenhalt der Doppelschichten
verbessert41: 421,

Doppelschichten kénnen mechanisch, z.B. auch durch Poly-
merisation™3~*# oder die Verwendung von Lipiden mit Fluor-
kohlenwasserstoffketten[*® =511 stabilisiert werden. Trotz ver-
minderter van-der-Waals-Anziehung entlang dieser Kohlenstoff-
schichten!?!,

3.2. Chemische Stabilitit

Biomolekiile werden meist unterschiedlich abgebaut, und Lipi-
de gehdren zu den empfindlichsten Naturstoffen. Oxidation und
Hydrolyse sind die hiufigsten Abbaureaktionen (Abb. 5). Im all-
gemeinen sind die polaren Kopfgruppen stabiler als die Kohlen-
wasserstoffketten. Diese, besonders die ungesittigten, werden
oxidiert; die Hydrolyse spaltet eine oder beide Ketten vom Riick-
grat des Lipidmolekiils ab. Da diese Reaktion durch Siuren und
Basen katalysiert wird, ist sie stark pH-abhéngig (Abb. 5, oben
links)!°? 331 Die Einstellung eines optimalen pH-Wertes,
normalerweise ca. pH 6.5, und vor allem das Einfrieren oder
Trocknen der Probe in Gegenwart von Frostschutzmittel gehd-
ren daher zu den wichtigsten Schutzmafinahmen fir Lipo-
somen.

Die Oxidation, eine Radikalreaktion, fithrt zum Bruch der Ket-
ten oder, wenn im Molekiil zwei benachbarte Doppelbindungen
vorhanden sind, zur Bildung cyclischer Peroxide. Der Gebrauch
von gesittigten Lipiden und die Zugabe von Antioxidantien wie
Vitamin E (x-Tocopherol) oder BHT (butyliertes Hydroxytoluol)
verringern die Oxidationsgeschwindigkeit drastisch. Diese Schutz-
malnahmen ermdglichen es, dafl Proben mit genauer Spezi-
fikation (die chemische Zusammensetzung darf sich normaler-
weise maximal um 2% éndern) tber Jahre stabil sein kén-
nen 341,

Einige synthetische Lipide, auch solche, in denen die Fettsiu-
ren Uber Etherbriicken mit dem Glyceringeriist verbunden sind,
sind chemisch viel stabiler*5]. Da sie aber durch Sdugerenzyme
nicht abgebaut werden, ist ihr Nutzen als parenteraler Arznei-
mitteltrager begrenzt; in chemischen und kosmetischen Anwen-
dungsbereichen werden sie allerdings oft eingesetzt.

Angew. Chem. 1994, 106, 17651779
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Abb. 5. Zur chemischen Stabilitit von Liposomen. Oben: Hydrolysegeschwindig-
keit von Sojabohnenlecithin in Liposomen als Funktion des pH-Wertes (links) und
der Temperatur (rechts); die Temperaturabhingigkeit wurde bei pH 4.0 (0), 6.5
(0) und 8.0 (@) bestimmt (mit freundlicher Genehmigung M. Grit und D. Cromme-
lin, Universitdt Utrecht). Unten: Oxidation von pelyungesittigten Fettsduren in
Ei-Lecithin-Liposomen bci 38 °C in belifteten Flaschchen als Funktion der Zeit (in
Monaten). Die unteren drei Kurven demonstrieren die Verlangsamung der Oxida-
tion durch 1 Mol-% Antioxidans 2,6-Di-zeri-butyl-4-methylphenol (BHT). Die
Angaben rechts neben den Kurven geben die Kettenlinge und den Grad der Unge-
sdttigtheit an; 22:6 z.B. bedeutet C,,-Kette mit sechs Doppelbindungen (mit
freundlicher Genehmigung von Frank Martin, LTT).

3.3. Kolloide Stabilitiit

Bei der Bildung von Phospholipid-Liposomen steigt die Teil-
chengroBe hauptsdchlich aufgrund von Teilchenaggregation an,
das Teilchenwachstum durch Ostwald-Reifung ist hier neben-
siichlich!? 331, Die Aggregation ist der erste Schritt der Vesikel-
Vesikel-Verschmelzung!®®! und hingt von der thermodynami-
schen Stabilitdt der Probe, von Kristalldefekten und der Gegen-
wart von inneren oder duBeren fusogenen Substanzen oder Vek-
toren ab. Wihrend die Verschmelzung praktisch irreversibel ist,
kann die Aggregation reversibel sein.

Zwischen den kolloiden Teilchen wirken zahlreiche anziehende
und abstoBende Krifte. van-der-Waals-Anziehung wirkt zwi-
schen allen Teilchen, die durch ein Medium mit unterschiedlich
polarisierenden Eigenschaften getrennt sind. Tragen zwei Teil-
chen dieselbe Ladung, stoBen sie sich elektrostatisch ab. Diese
beiden Krifte sind die Basis fir die DLVO-Theorie
(DLVO = Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) der Stabilitit
von kolloiden Teilchen, wobei das kolloide System als stabil
definiert wird, wenn ein Minimum (mit einer Tiefe von
AE <10 kT) bei der Auftragung der potentiellen Energie gegen
den Abstand vorliegt!*”. Oft kann diese Theorie jedoch die
mangelnde Stabilitit von Liposomen gegeniiber Aggregation
nicht erkldaren. Um zu verstehen, warum kolloide Suspensionen
weniger stabil sind, miissen zusitzliche Anziehungskrifte wie
die hydrophobe Anziehung oder die Anziehung dutch Ion-Ion-
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Wechselwirkung eingefiihrt werden®®~®%, wihrend zur Erkli-
rung der Stabilitit von ungeladenen Liposomen und Liposomen
in Medien mit hoher Tonerstirke andere AbstoBungskrifte, z.B.
Hydratisierung!®'! und Schwingung (Undulation)!®?], herange-
zogen werden miissen.

Einige dieser Krifte sind noch umstritten, und auch ihr Ur-
sprung ist bisher unbekannt. So wurde z.B. kiirzlich die Hydra-
tion als Quelle der AbstoBung angezweifelt, und es wurde dafiir
cine AbstoBung durch Ausstiilpungen, eine besondere Art steri-
scher AbstoBung, vorgeschlagen, die durch Vertikalbewegung
der polaren Kopferuppen verursacht wird[®3. Hinsichtlich der
anziehenden hydrophoben Fernkrifte ist die Situation sogar
noch weniger klar{®3-38:64 Qualitativ 148t sich diese Anzie-
hung jedoch als Folge der Storung der Wasserstruktur erklaren.
Wihrend die Wassermolekiile in Wasser gerichtete Wasserstoft-
briicken aufweisen, ist dieses dreidimensionale Netz von Was-
serstoffbriicken bei Molekiilen, die mit einer hydrophoben
Oberfliche in Kontakt stehen, gestért'®* 661, Durch die Bildung
von zusitzlichen Wasserstoffbritickenbindungen zwischen die-
sen Wassermolekillen kann der Entropieverlust und/oder der
Verlust elektrostatischer Energie nicht ausgeglichen werden; es
entsteht eine Spannung und eine Anordnung mit unglnstiger
Freier Energie. Die Wassermolekiile streben danach, diese Posi-
tion zu verlassen, und dies ist die Ursache der anziehenden
Kraft. Die Langzeitstabilitit von Liposomen kann noch nicht
zufriedenstellend erkldrt werden.

Diese Krifte konnen die Stabilitidt von Liposomen erkldren
und liefern Anregungen fiir ihre Stabilisierung. Hauptséchlich
bestimmen die Ladungsdichte der Oberfliche, Zeta-Potentiale,
GroBenverhiiltnisse und Homogenitdt sowie Tonenstidrke und
pH-Wert des Mediums die kolloide Stabilitit in vitro. In bio-
logischen Systemen ist das Verhalten durch die Gegenwart
von aktiven liposomiciden Substanzen jedoch vollkommen
anders.

Zusitzliche AbstoBungskrifte werden durch Molekiile verur-
sacht, die mit der Oberfliche verbunden sind (siche Ab-
schnitt 4). Es ist seit dgyptischen Zeiten bekannt, daB lyophobe
Kolloide wie Farbstoffe in Tinte durch natiirliche Polymere, z.B.
Gummi arabicum, Stidrke oder Zellulose, stabilisiert werden
koénnen. Diese Stoffe verursachen die sogenannte sterische Ab-
stoBung, die in Abschnitt 4 besprochen wird.

3.4. Biologische Stabilitit

Sogar die stabilsten konventionellen Liposomen sind in biolo-
gischem Milieu hochst instabil. Sie wechselwirken mit zahlrei-
chen Bestandteilen des Plasmas und mit Enzymen und werden
obendrein durch das kérpereigene Immunsystem aktiv aufge-
nommen (Abb. 6). Durch Erhohung der mechanischen Stabili-
tdt von Liposomen kann die Wechselwirkung mit biologischen
Komponenten in vitro und der Austritt von eingeschlossenen
Substanzen in vivo reduziert werden, sie kann aber nicht merk-
lich verhindern, daf3 parenteral verabreichte Liposomen durch
phagocytische Zellen aufgenommen werden.

Liposomen werden hauptsachlich durch folgende Mechanis-
men aus dem Blut entfernt: 1) Opsonisierung ( = der Phagocy-
tose zufiihren) durch Komponenten im Blut, wie Immunglobuli-
ne, Komplementfaktoren und Fibronectin, und anschlieBende
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Abb. 6. Wechselwirkungen von Liposomen mit Zellen. Die vier wichtigsten Wech-
selwirkungen sind: Adsorption, Lipidaustauseh, Fusion und Endocytose (nach Lit.

(821).

Aufnahme durch Makrophagen; 2) Reaktion mit den (Li-
po)Proteinen des Plasmas. Die Makromolekiile milssen an die
Liposomenoberfliche gebunden werden, um eine effektive Op-
sonisierung zu gewihrleisten **. Diese Adsorption kann entwe-
der Chemi- oder Physisorption sein; die Adsorptionsenergie
(W,,) setzt sich aus elektrostatischen (est), hydrophoben (hfo),
van-der-Waals- (vdW), Wasserstoffbriicken- (Hbond) und spe-
zifische Wechselwirkungen (spec) zusammen [Gl. (a)].

W,=—W

est

ot = — Wato — Woaw — Witona — I/V;pec (a)

Spezifische Wechselwirkungen treten in erster Linie auf, wenn
Antikérper oder Haptene gebunden werden. Beim idealen Tré-
gersystem fiir den gezielten Arzneimitteltransport miifiten alle
Beitrige zu W, mit Ausnahme von W, . ausgeschaltet werden.
Zusitzlich erfordert die Adsorption oder Adhasion bei einigen
Proteinen konformative Anderungen, um die spiitere Aufnahme
durch Makrophagen zu ermdglichen.

Ahnliche Schliisse konnen fiir die Wechselwirkungen mit
Plasmamolekiilen gezogen werden. Mechanisch stabile Doppel-
schichten mit stark kohé#siven Kréften werden von Plasmakom-
ponenten weniger leicht angegriffen, und der Austausch der Li-
pidmolekille mit dem Umgebungsmilien geht langsamer
vonstatten. Extrem kohésive Doppelschichten im Gelstadium
enthalten aber zu viele hydrophobe Defekte, um stabil zu
sein!?),

Ungeladene Liposomen sollten stabiler sein als geladene, da
Jjede statke Ionenbindung fehlt (W, = 0). Werden die Doppel-
schichten durch starke Kohisionskrifte mechanisch fest zusam-
mengehalten, sollten hydrophobe Bindungen, z.B. durch das
Eindringen eines Teils eines Makromolekiils in die Doppel-
schicht, verringert sein (Reduzierung von W, ). Die Physisorp-
tion wird jedoch nicht verhindert, d.h. W, und Wy, sind
negativ; dies mag die niedrige Stabilitdt in vivo und die Aufnah-
me durch Makrophagen erklidren. Die Physisorption kann durch
den Aufbau eines sterischen ,,Schutzwalles* (,,sterische Stabili-
sierung™) aus einem inerten, nicht immunogenen (W, = 0)
und nicht ionischen (W, = 0) Polymer (siche Abb. 4 rechts)
groftenteils reduziert werden. Durch gepfropfte Polymere kann
die Blutzirkulationszeit von fliissigen und wenig kohdsiven oder
geladenen Liposomen verlidngert werden!®®l, Diese Eigenschaft
ist wichtig, um cholesterinfreie Liposomen mit wohldefinierten
Austrittscharakteristika zu entwerfen und die Verkapselungs-
wirkung fiir hydrophobe Molekiile zu verbessern.

Angew. Chem. 1994, 106, 1765-1779
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Im Gegensatz zur elektrostatischen Stabilisierung, die fiir viele
Anwendungen von Liposomen in vitro ausreicht, ist die steri-
sche Stabilisierung geeignet, um Liposomen auf in biologischen
Systemen und in Medien mit hohem oder verdnderlichem Salz-
gehalt zu nutzen.

4, Theoretisches Verstindnis der sterischen
Stabilisierung von Liposomen

Die AbstoBungskrifte zwischen zwei Teilchen k6énnen durch
Oberflaichenmodifizierungen und Beschichtungen mit passenden
Molekiilen vergroBert werden!®®!. Natiirliche und synthetische
Polymere sind hierfiir die gebriuchlichsten Materialien. Sie miis-
sen inert, gut 16slich und mit den Losungsmitteln kompatibel sein
und eine wasserdhnliche Polarisierbarkeit aufweisen. Die Poly-
mere kénnen durch Adsorption, hydrophobe Tnsertion, elektro-
statische Anziehung oder, am haufigsten, durch kovalente Bin-
dungen an der Oberfliche gebunden sein und so die sterische
Stabilisierung induzieren. Hierbei werden nicht ionische, was-
serkompatible, flexible und gut hydratisierte Polymere bevor-
zugt. Die AbstoBung zwischen Oberflichen mit anhaftenden
Polymeren ist von der Pfropfdichte und dem Grad der Polyme-
risation abhdngig. Fiir niedrige Pfropfdichten, d.h. in Regio-
nen, wo sich die Polymerketten nicht gegenseitig beeinflussen
konnen, wurde das sogenannte Pilzmodell definiert. Da die En-
tropie der Polymerketten aufgrund verringerter konformativer
Beweglichkeit in den Pilzen verringert ist, liefert dieses Modell
die sterische AbstoBung in einem Abstand 2 nach Glei-
chung (b)i¢91,

kT (h\®?®
& =Dz—h<i> ®)

h,=Na (%)2/3 ©

D ist hier der durchschnittliche Abstand zwischen benachbar-
ten Pfropfpunkten, « die Grofie des Segments und N der Grad
der Polymerisation. Bei hoheren Dichten fangen die Polymere
an, sich gegenseitig zu beeinflussen und bestimmen dadurch ihre
Ausdehnung. Hier kann das sogenannte Biirstenmodell ange-
wendet werden [Gl. (d)]*51.

. kT hc 9/4 h 3/4
=510

Diese Gleichungen erkliren die AbstoBung fiir den Fall, daB
Polymere sowohl die sogenannten Adsorptions- als auch die
Verarmungsschichten bilden.I’”! Wenn die Polymere nur die
Verarmungsschichten bilden, sieht die Anordnung mehr wie ein
inverser Tropfen oder eine Birne aus. Dadurch werden die Dich-
teprofile verdndert, die Skalierungsgesetze bleiben aber unver-
dndert!”*). Theoretische Uberlegungen besagen, daB die Ketten
hier im Vergleich zum zuvor diskutierten Modell 40% linger
sind"?), d.h. 7/5 R; gegeniiber R., wobei der Flory-Radius
Ry = a N betrigt.
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4.1. Ein erweitertes DLVO-Potential zwischen Teilchen

Fiir den allgemeinen Fall gilt, dal das Gesamtpotential zwi-
schen Teilchen alle Wechselwirkungen einschlieBlich der steri-
schen (st) enthélt [GI. (e)].

Vi == Viaw — Vigo + Vet + Vhyd + Vina + Vot e

Um die Stabilitit eines Systems zu beschreiben, geht man wie
beim DLVO-Modell fiir zwei Potentiale!®”! vor. In erster Nihe-
rung kénnen die Potentiale additiv behandelt werden. Fiir eine
genauere Behandlung muf3 man jedoch davon ausgehen, dal
zwischen den einzelnen Termen Abhingigkeiten bestehen. Bei
geladenen Oberflichen und kovalent gebundenen Polymeren
sollte man aufgrund der verdnderten Wasserstruktur an der Ober-
fliche erwarten, daB die elektrostatischen, Hydratisierungs- und
sterischen Wechselwirkungen voneinander abhingig sind!73.
Da im Falle von gepfropften Polyelektrolytketten die Konfor-
mation der Kette selbst eine Funktion von elektrostatischen
Wechselwirkungen und Oberflichenladungen ist, ist in diesem
Fall eine ausfithrliche Analyse notig!?3: 741,

5. Kupplung von Polyethylenglykol (PEG) an Lipide

PEG-Molekile unterschiedlicher Linge kénnen unter Ver-
wendung von Kupplungsreagentien kovalent an Lipidmolekiile
gebunden werden. Wiahrend kiirzere Oligoethylenglykole an viele
Lipide gebunden wurden!’®), war Phosphatidylethanolamin
(PEA) mit unterschiedlichen Kettenlingen und Séttigungsgraden
aufgrund der reaktiven Aminogruppe das einzige Lipid, das zum
Anbringen von lingeren PEG-Ketten genutzt wurde. Die Reak-
tivitdt der Aminogruppe kann durch Deprotonierung mit Tri-
ethylamin (TEA) noch weiter gesteigert werden. Die PEG-
Ketten wurden auch mit Cholesterin verknlipft, was aber in der
Regel keine ldngeren Blutzirkulationszeiten ergab!’¢l. Da Verbin-
dungen wie Cholesterin-O-(CH,CH,0),,-H kommerzielle Ten-
side sind, ist dieses Ergebnis nicht unerwartet, denn die PEG-
Lipidmolekiile gehen aufgrund ihrer hohen cmc-Werte, vor al-
lem nach Verdiinnung, rasch aus der Doppelschicht verloren. So
wurde z.B. fiir das amphotrope Cholesterinderivat Tetra-
oxycholesterylhemisuccinat ein cmc-Wert von 1.6 mM gemes-
sent’7!,

Synthesen unter Verwendung anderer Phospho- oder
Sphingolipide wurden noch nicht durchgefiihrt, oder die Produk-
te hatten sehr instabile, hydrolysierbare Esterbindungen. Es wur-
den PEGs mit unterschiedlichen Kettenldngen und Polymerisa-
tionsgraden (n =3, 8, 17, 45, 115 und 270) eingesetzt. Der
Polydisperionsgrad des Polymers ist vom Polydispersionsindex
p des Ausgangsmaterials abhéingig und dndert sich im Laufe der
Reaktion fast nicht. p ist definiert als das Verhdltnis von Ge-
wichtsmittel zu Zahlenmittel des Molekulargewichts (siche auch
Legende zu Abb. 2).

Die Kupplungsstrategien stammen alle aus der Proteinche-
miel’8 Alle Reaktionen beginnen mit Methoxy-PEG (mPEG)
und verwenden Phosphatidylethanolamin als Lipid. Es wurden
vier Synthesewege entwickelt (Schema 1), die zu Ester- (Weg C),
sekunddren Amin- (Weg A und D) und Urethanbindungen
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(Weg B) fiihren!'®. Auch wenn die Esterhydrolyse nicht
signifikant zur Liposomenaufnahme, z.B. durch Zellen, bei-
tragt, sind die nach Weg C gebildeten Ester doch weniger
stabil als die Urethane, die nach Weg B gewonnen werden!” %%,
Die Kupplung nach Weg A bendtigt das toxische Cyanur-
chlorid.

H
mPEG—OYN\ N—PE
|
NN

v

Cl

A 1. Cyanurchlorid
2. PEA/TEA
O
B A
mPEG—N-PE — mPEG—OH ——— mPEG—0" "N—PE
H 1. Tresyl-Cl 1. CDI H
2. PEA 2. PEA/TEA

PEG-PEA

1. Succinanhydrid
C | 2. N-Hydroxysuccinimid/DCC
3, PEA/TEA

0
mPEG"ONN_PE
o H

Schema 1. Vier Wege, um das Polymer PEG mit dem Lipid PEA zu verbinden. Am
hiufigsten wird Weg B benutzt. Abkiirzungen: mPEG Methoxypolyethylenglykol,
PEA Phosphatidylethanolamin, TEA Triethylamin, CDI Carbonyldiimidazol,
DCC Dicyclohexylearbodiimid, Tresyl 2,2,2-Trifluorethyl.

Im Folgenden ist exemplarisch eine Synthese beschrieben: Die
Reaktion von mPEG mit Carbonyldiimidazol (CDI) in einem
molaren Verhiltnis von 1:1.1 in wasserfreiem Benzol unter
Stickstoff ergab nach 16 h bei 75°C das reaktive Carbamat des
mPEG-Ethers; dessen Kupplung an Phosphatielylethanolemin
gelang in Gegenwart von Triethylamin (molares Verhéltnis von
1:2:2) in Benzol (6 h, 95 °C). Das so erhaltene PEG-PEA wurde
durch Umkehrphasenchromatographie an Kieselgel mit Chlo-
roform/Mcthanol- oder Wasser/Ethanol-Gemischen gereinigt.
Da dieses PEG-PEA in wiBriger Losung Micellen bildet,
kann es durch einfache Dialyse der micellaren Losung gegen
Wasser oder besser gegen Salzldsung gereinigt werden, PEG-
Lipide verhalten sich in wiBriger Losung wie ionische Tenside,
und die Zugabe von Elektrolyten verringert deutlich ihre cmc-
Werte; im Falle von 2°°°PEG-DSPE sinkt der cme-Wert nach
vorlaufigen Messungen bei Zugabe von Salz von ca. 1 mm auf
30 pM.

Kiirzlich wurde die Synthese weiter verbessert. Die Kupp-
lungsreaktion kann bei 45°C in 10 min durchgefiihrt werden,
wenn statt des durch Carbonyldiimidazol aktivierten PEGs das
Succinimidcarbonat von PEG eingesetzt wird. Die hohe Ge-
schwindigkeit dieser Reaktion ermoglicht es, Polymere in
wiilBriger Losung an vorgeformte Liposomen zu kuppeln 9. Die
hohe Reaktionsgeschwindigkeit begiinstigt diese Methode wahr-
scheinlich auch gegeniiber der mit Tresylchlorid-aktiviertem
PEG.
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Mit heterodifunktionalisierten PEG-Ketten gelang es in der
Zwischenzeit auch, Antikdrper an das entfernte Ende der ge-
pfropften Polymerketten zu binden®®. Weil alle oben angefiihr-
ten Synthesen mPEG benutzen, das an einem Ende nicht reaktiv
ist, mufBte ein heterodifunktionalisiertes Polymer hergestellt
werden. Auf einer Seite trigt dieses Polymer das reaktive Succin-
imidearbonat fiir die Bindung an die Aminogruppe des Phos-
phatidyethanolamins und auf der anderen eine ferz-Butyoxycar-
bonyl(Boc)-geschiitzte Hydrazidgruppe. Da die Hydrazidgruppe
chemisch vielseitig ist, konnen viele Liganden inklusive mono-
klonale oder polyklonale Antikdrper mit vorgefertigten funk-
tionalisierten Liposomen, die dieses Konjugat enthalten, ver-
kniipft werden!3%],

Vorldufige Versuche unter Verwendung einiger anderer Poly-
mere zeigen, daf sich die Blutzirkulationszeiten der entsprechen-
den Liposomen nicht mit denen messen kénnen, die mit PEG-
modifizierten Liposomen erreicht werden. Es scheint, dal Po-
lyacrylamid und Polyvinylpyrrolidon nicht die gleiche Hydro-
philie und Flexibilitit zeigen wie PEG. Dies gilt auch fiir Oligo-
und Polysaccharide wie Glucuronsdure-, Dextran- und Cellulo-
sederivate sowie Copolymere von Glucuronsdure mit einfachen
Zuckern. Diese Polymere konnen vielleicht durch eine grofBere
Dichte von Wasserstofibriickenbindungen stirkere und dichtere
~Schutzwille™ bilden, die Mobilitdt der Polymerketten ist je-
doch beeintrichtigt. Auflerdem hat der Korper viele spezifische
Rezeptoren fiir Zucker.

Liposomen mit PEG-Lipiden kdonnen mit allen iiblichen Syn-
thesemethoden hergestellt werden. Durch Hydratisierung diin-
ner Filme erreicht man eine bessere Verteilung, und die Liposo-
men weisen eine geringere Zahl von Lamellen auf. Unilamellare
Liposome zeichnen sich generell durch héhere Stabilitdt aus.
Die PEG-Lipide kénnen in den beiden Einzelschichten un-
gleichmiBig verteilt sein. Dies fithrt dann nicht nur zu der steri-
schen (kolloiden) Stabilisierung, sondern auch zu einer Erhé-
hung der thermodynamische Stabilitiit, da eine spontane Kriim-
mung erzeugt wird. Wie ein Gutachter vorschlug, konnten die
PEG-Lipide aulerdem beziiglich der Kettenldnge ungleich ver-
teilt sein: Molekiile mit kleinerem Polymerisationsgrad kénnten
sich in der inneren Einzelschicht ansammeln. Das Argument der
spontanen Kriimmung gilt bestimmt, wenn die Polymere nur
mit der duBeren Liposomenoberfliche verkniipft sind. Bei ge-
eigneter Pfropfdichte kann sogar der Zustand ¢, =1/R erreicht
werden, was bedeutet, dal die spontane Kriimmung zum Lipo-
somenradius umgekehrt proportional ist.

6. Diskussion einiger experimenteller Ergebnisse

Die Annahme, daf} {iber der Membran ein vergréBerter Ab-
stolungsdruck herrscht und die Adsorption von Makromolekii-
len wihrend der Blutzirkulation verringert ist, wurde durch die
Messung des AbstoBungsdrucks zwischen den Membranen mit
und ohne Einlagerung von polymerhaltigen Lipiden untersucht.
Abbildung 7 zeigt oben, daB die Doppelschichten, die PEG-Lipi-
de enthalten, viel groBere Schichtabstinde aufweisen als die ohne
die PEG-Lipide. Bei starker Kompression sind dic PEG-modifi-
zierten Doppelschichten immer noch 40 A voneinander entfernt;
die einfachen Doppelschichten werden hingegen bis zum Einset-
zen der Hard-wall-AbstoBung zusammengefaB3t[3¢ 841

Angew. Chem. 1994, 106, 17651779
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Abb. 7. a) Elektronendichte (ED) in willkiirlichen Einheiten als Funktion des Ab-
stands vom Zentrum der Doppelschicht (d,) fiir Doppelschichten mit {unten) und
ohne (oben) 2®®*PEG-Lipid nach Kleinwinkel-Ronigenstreu-(SAXS)-Messungen
an multilamellaren Vesikeln. Es sind jeweils Werte fiir zwei Einheitszellen gezeigt,
und man kann deutlich schen, daB die Gegenwart von Polymerketten den Spalt
zwischen den Doppelschichten vergroBert. Weiterhin kann eine erhohte Elektronen-
dichte im wiBrigen Spalt darauf hinweisen, daB sich das Polymer, das fir die
Bildung der Verarmungsschicht bekannt ist, von der der Doppelschicht weg orien-
tiert. b) Auftragung des Drucks lg p gegen die Grolle des Spalts (Abstand zwischen
den Oberflichen der Doppelschichten, d,) zwischen benachbarten Lamellen.
m: Stearoyloleoylphosphatidylcholin/Cholesterin(2/1)-Doppelschicht, @ und o: die
gleiche Doppelschicht mit 4 Mol-% 2°?°PEG-Lipid in 100 mm NaCl bzw. 1 mm
NaCl. Fiir alle Driicke vergroBert die Gegenwart von polymertragenden Lipiden
den Spalt zwischen den Doppelschichten merklich (nach Lit. [80]).

Die AbstoBung zwischen den Doppelschichten wurde aus dem
AbstoBungsdruck berechnet, den die oberflichengebundenen
Polymere in der Pilzformation bewirken [Gl. (f)].

P=

SkTNa(Za)B’3 )

2D \h

Mit N =44, g = 0.35 nm und D = 3.57 nm stimmen die Er-
gebnisse mit den experimentellen Befunden iiberein!®2. Fiir
Entfernungen >#_ ist der AbstoBungsdruck gleich Null.

Ahnliche Ergebnisse erhiilt man auch bei der Messung der
Oberflichenkrifte!®*, Danach nimmt die AbstoBung bei stei-
gendem Anteil an PEG-Polymer zu. Nach biologischen Daten
sind die Zirkulationszeiten bei geringerer Oberflachenbedek-
kung optimal, und bei Pfropfdichten, die sicherstellen, dafl die
Oberfliche vollstindig ummantelt ist, wird ein sittigungsihnli-
ches Verhalten beobachtet.

Die Existenz von oberflichengebundenen Polymeren wurde
auch durch die Messung des Zeta-Potentials bestitigt!34. Die
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geringere Mobilitéit der PEG-liberzogenen Liposomen im Ver-
gleich mit konventionellen Proben gleicher Oberflichenladung
fihrt man auf den hydrodynamischen Widerstand der Polymere
zuriick. Die geschitzte Dicke von 5 nm stimmt mit dem Wert
uiberein, der durch Messung des osmotischen Drucks und der
Oberflachenkrifte® und durch theoretische Vorhersagen!2!
gewonnen wurde.

Einen direkten Beweis erhdlt man durch Proteinadsorptions-
studien an PEG-iiberzogenen Oberfldchen. Vorldufige Untersu-
chungen an BLMs (Black Lipid Membranes), die PEG-Lipide
enthalten, zeigen, dal3 diese Proteine schwicher adsorbieren und
weniger mit Lipoproteinen wechselwirken!®*!, Um die Bedeu-
tung der Kettendichte und -flexibilitit fiir die Aufnahme der
Liposomen im Blutstrom zu erkldren, werden dhnliche Studien
bei hoherer Pfropfdichte durchgefiihrt.

Auch fiir Polystyrol-Latexteilchen (75 nm), die mit Polyethy-
lenoxid (> 5000 Da)-Polypropylenoxid( > 3000 Da)-Blockcopo-
lymeren iiberzogen sind, beobachtet man eine geringere Protein-
adsorption bei gleichzeitigem Anstieg der Blutzirkulationszeiten
um das 40fache 5. Auch in diesem Falle bewirkt die hohere
Ummantelungsdichte nur bis zu einer bestimmten kritischen
Dichte!®” geringere Proteinadsorptionsgeschwindigkeiten und
Zirkulationszeiten. Optimale Stabilitdt fand man, wie bei Liposo-
men (siehe Tabellen 2 und Abb. 9), nahe dem Ubergang von der
Pilz- in die Biirstenkonformation®7},

Nach der einfachen Theorie folgen aus héheren Pfropfdichten
und langeren Ketten stirkere AbstoBung und wahrscheinlich
bessere Stabilisierung und lingere Zirkulationszeiten. Dement-
sprechend ergaben In-vitro-Studien gréBere AbstoBung bei ho-
heren Pfropfdichten und Kettenlangen!®® ®81, Bei In-vivo-Expe-
rimenten findet man dieses Verhaltensmuster jedoch nicht. Die
langsten Zirkulationszeiten erhielt man bei Zugabe von ca. 5--
10 Mol.-% PEG-Lipid mit relativ kurzer Kette (N = 40-130);
das Optimum scheint bei Zugabe von 5 Mol-% und einer Ket-
tenldnge N = 40—70 zu liegen.

Tabelle 2 enthilt Daten zur Stabilitit von Liposomen im Blut-
kreistauf aus mehreren Studien. Diese sind schwer miteinander
zu vergleichen, da verschiedene Marker, Lipidzusammensetzun-
gen und -konzentrationen sowie GréBenverteilungen der Lipo-
somen und unterschiedliche Tiere eingesetzt wurden, Es werden
auch keine Angaben iiber den plasmainduzierten Austritt aus
den Liposomen gemacht, d.h. iiber den Anteil an Marker, der
withrend der Zirkulation durch Austritt statt durch Aufnahme
der Liposomen verloren geht. Das kann zu Unterschdtzungen
von 30-40% fiihren. Trotzdem habe ich die Ergebnisse ver-
gleichbarer Studien zusammengetragen. Falls nichts anderes an-
gegeben ist, wurden kleine Vesikel bei nicht sittigungsfihigen
Lipiddosen verwendet. Meistens wird die Dosis in Prozent ange-
geben, die zu einem bestimmten Zeitpunkt im Kreislauf verblie-
ben ist, oder das Verhéltnis von Restmarker zur Menge, die
durch Leber oder Milz aufgenommen wurde (B/RES). Die
grofite Verwirrung entsteht dadurch, daB entweder auf die An-
fangsdosis oder auf die Dosis, die zu einem bestimmten Zeit-
punkt zuriickgewonnen wurde, genormt wird. Hohe Verhiltnis-
se miissen daher nicht unbedingt lange Zirkulationszeiten
bedeuten, sondern kénnen z.B. durch den Verlust des Markers
kiinstlich erzeugt sein. In Kenntnis dieser Probleme versuchte
ich, eine einzige GroBe zu definieren, um diese Zahlen zu verglei-
chen und zu vereinheitlichen. Fiir die qualitative Diskussion

1773



AUFSATZE D. D. Lasic

Tabelle 2. Stabilitit von 100-nm-Liposomen im Blutkreislavf als Funktion von Pfropfdichte und Polymerkettenldnge. Es sind auch zahlreiche physikochemische Parameter
des Systems angegeben. Bedeutung der Symbole: M,z Molekiilmasse des Polyethylenglykols, Mol- % Prozentgehalt an PEG-Lipid in der Doppelschicht, 7,,, Blutzirkula-
tionshalbwertszeit, B/RES Verhdltnis der im Blut vorhandenen Menge an Liposomenmarker zum reticuloendothelialen System (Leber und Milz) 24 Stunden nach der
Injektion, SF Stealth-Faktor, i Polymerisationsgrad, Ry Flory-Radius, D durchschnittlicher Abstand zwischen den Pfropfpunkten auf der Basis cines Rechteckgitters, p
Dichte an Monomeren pro Lipidftiche in der Doppelschicht; die Polymere liegen als Pilz (m) oder Biirste (b) vor, und 4 ist die Differenz zwischen der Grofe des Polymers
und dem Abstand zwischen zwei Polymeren (negative Werte bedeuten Uberlappung und Ubergang in die Biirstenform).

Mg [Da]  Mol-% 1, fh] e [%]  B/RES Kommentar SF Y R:[A] R,J[Al DIAl Konf. 4 Lit.
D-R,
120 5 36 1 0.08 3 27 65 34.7 0135 — 282 [67)
120 10 5.44 4.7 0.33 4.65 27 65 24.5 027 - 18 [67}
120 15 8.49 14.1 27 6.5 — [76}
350 3313 6.92 9 0.52 6.6 795 12.35 134 2.65 — 1.05 [al
750 5 4.86 3.2 033 5 1704 19.5 53 34.7 085 m 152 [b]
750 ] 16 17.04 195 5.3 [76}
750 333 8.5 123 0.9 10 17.04 19.5 53 134 568 b —61  [al
1000 6 ~4 49.5 4.4 4 h, 200 nm 227 231 6.7 1.36 [c]
1000 6 ~4 49 4.4 4 h, 200 nm 22.7 231 6.7 [e]
1000 6 137 3.0 4 h, flissig, 200 nm 27 234 6.7 [c]
2000 5 10.67-13.5 21-29 1.5-2.7 fest; fliissig 15-24 454 351 10.1 34.7 2.27 m-b —0.4 [18, 24]
2000 5 18.5 40 4 negative Ladung(PG) 35.5 454 351 10.1 [18, 24]
2000 6 15.8 35 45.4 351 10.1 [76]
2000 7.5 5 50 5h 12 45.4 351 10.1 28.3 340 —6.8 [d]
2000 6 47-49 4.8-5 4h 45.4 351 101 30.2 2.72 b —49 Ic]
3000 5 17.94 34 4 35 68.2 441 12.9 347 34 m —9.4 [a]
5000 5 10.98 33 2.2 19 113.6 60.9 17.8 34.7 5.68 b —26.2 [d]
5000 5 21 217 1136 60.9 17.8 €]
5000 7 283 113.6 60.9 17.8 35 b —25 [76}
5000 6 322 2.05 4h, 200 m 113.6  60.9 17.8 €l
5000 10 3.5 45 4h 6.7 1136 609 17.8 234 1136 b —40.5 91} [e]
5000 10 1.56 67 1136 609 178 [91} [e]
12000 6 2.44 34 1.8 4 h, 200 nm 2727 103 29.4 Iel

[a] M. Newman, M. C. Woodle, persénliche Mitteilung. [b] M. C. Woodle et al., Period. Biol. 1991, 93, 349. [¢] K. Maruyama et al., Biochim. Biophys. Acta 1992, 1128, 44.
[d] A. L. Klibanov et al., FEBS Letr. 1990, 286, 235. [e] G. Blume, G. Ceve, Biochim. Biophys. Acta 1990, 1029, 91.

fiihren wir den ,,Stealth-Faktor** ein, der zur Zeit ¢ nach der ginnen einzelne Pilze in Wechselwirkung zu treten und zu iiber-
Injektion willkiirlich definiert wird [GL. (9)]. lappen, wihrend bei 4 < 0 die Polymerbiirsten entstehen. Es
gibt keine groBe Abhéngigkeit zwischen SF und », der Mono-
SF = (z,,,[h} — 3) -+ (B/RES)[t] x F[t] (2) merdichte pro Position oberhalb der Doppelschicht. Bei gerin-
gerer Kettenlidnge und hohen Pfropfdichten findet man keine
Meistens werde ich r = 24 h benutzen und der numerische Wirkung, wahrscheinlich aufgrund der zu diinnen Oberfléichen-
Faktor F[t = 24 h] = 5. Da das Blut/RES-Verhiltnis nicht so barriere, die keine van-der-Waals-Bindung verhindern kann!* 8.
charakteristisch ist wie der Blutspiegel, wird es (empirisch) weni- Bei langen Ketten kann der Zusammenhang zwischen SF und »
ger gewichtet als die Blutzirkulationshalbwertszeit ¢,,, (norma- der 4-Abhingigkeit folgen, d.h. er ist vom Pilz-Biirsten-{ber-
lerweise 2/3 des Wertes); 1,,, wird nicht als einziger Parameter gang der Polymerkonformation abhingig.
benutzt, da sie aufgrund von undichten Liposomen, nicht gut Daf} der SF-Wert nicht, wie aufgrund von Gleichung (g) er-
gereinigten Proben und anatomischen Stérungen, wegen derer wartet, mit A und # {iber eine gewisse optimale Grenze hinaus-
die Liposomen durch Austritt in den extravaskuliren Raum wichst, dafiir gibt es — qualitativ betrachtet — drei mdgliche
statt durch Endocytose verloren gehen, zu niedrige Werte an- Ursachen: 1) die Flexibilitdt der Polymerketten, 2) Phasentren-
nehmen kann. Weiterhin kdnnen Hintergrundrauschen und Se- nung und/oder der Zusammenbruch einer Polyoxyethylen-Biir-
kundirclearance (das sogenannte ff) des Markers zu den Frak- ste und 3) geringe Léslichkeit des PEG-Lipids in der Doppel-
tionen im Blut einen Tag nach der Injektion <1% beitragen, schicht aufgrund des gesteigerten Lateraldrucks des Polymers
was einem ¢, ,-Wert von 3 h entspricht; deshalb zieht man empi- iiber der Oberfliche der Doppelschicht oder zusétzlicher Ober-
risch 3 h ab. SF-Werte unter 5 charakterisieren konventionelle flachenspannung. Mit anderen Worten: unsere Annahme, daB die
Liposomen, widhrend fiir Stealth-Liposomen die SF-Werte Blutzirkulationszeiten umgekehrt proportional zur Proteinad-
>10-15 sind. Diese Werte sind auch von der Art des Markers sorption sind, die wiederum umgekehrt proportional zum Ab-
abhingig. In den Experimenten, deren Ergebnisse in Tabelle 2 stoBungsdruck oberhalb der Membran ist, muf3 verfeinert wer-
aufgefiihrt sind, wurden hauptsichlich wasserlosliche Liposo- den.
menmarker verwendet. Die oberflachengebundenen Polymerketten miissen flexibel
Nach ¢,,,, B/RES und SF zu urteilen erhilt man die besten sein, um die Adsorption von Blutkomponenten an biokompati-
Ergebnisse bei A-Werten um Null, wobei A die Differenz zwi- blen Oberfliche zu verringern®®!, Es wurde vermutet, daf3 die
schen dem durchschnittlichen Abstand zwischen den Veranke- Korrelationszeiten der Kettenbewegung der Polymere kleiner
rungspunkten der Polymerketten und der durch den Flory-Ra- sein missen als die zur Bindungsbildung ndtigen Kontaktzeiten,
dius definierten Gré8e des Polymers ist. Bei groien A-Werten ist wenn man die Adsorption zuriickdringen will. Zuvor gibt es
die Bedeckung unvollstandig (,,Pilz-Bedeckung®); bei 4 = 0 be- noch keine NMR-Relaxationsstudien an Liposomen mit ge-
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pfropften Polymerketten, doch zeigen ihnliche Arbeiten an
PEG-Polymeren den Zusammenhang zwischen Molekiilbewe-
gung und Adsorptionsgeschwindigkeit!®®!. Die Bedeutung der
Beweglichkeit der Kette, d.h. der sich stindig verindernden
Konformation und ihrer Auswirkung auf die Adsorption!'®
wurde kiirzlich als ,,mobile sterische Hinderung* bezeichner!* ),
Es ist verniinftig zu erwarten, dall Mobilitdt und Flexibilitit der
Polymerketten mit zunehmender Pfropfdichte sinken. Bine ho-
here Polymerkonzentration auf der Oberfliche kann jedoch
zwei weitere Effekte bewirken. Bei hoher lokaler PEG-Konzen-
tration kann es zu intra- und intermolekularen Reaktionen
kommen, und dies kann zur Kondensation der Ketten fiihren
und den Zusammenbruch der Biirste bewirken'®?!. Dies ist ein
ahnlicher Vorgang wie die Phasentrennung bei wilrigen PEG-
Losungen bei hohen Konzentrationen und Ionenstirken!®3!
(oberhalb der v-Temperatur). Hohere Konzentrationen von
PEG-Lipiden in der Doppelschicht kdnnen zuerst (bei geringe-
rer Sattigung) die Phasentrennung férdern und dann (bei héhe-
rer Sattigung) den Zerfall der Liposomen in gemischte micellare
Phasen bewirken, die in Gegenwart von Liposomen schwer
nachzuweisen sind'®*. Alternativ kdnnen hohe Lateraldriicke
zwischen den Polymerketten die Stabilitit der Doppelschicht
beeinflussen, und die Bildung von zahlreichen Defekten in der
Oberfliche der Doppelschicht kann dazu fithren, dal hydro-
phobe Gruppen herausragen und Proteine adsorbieren!®3!, Vie-
le Untersuchungen, z.B. der Proteinadsorption, der Blutzirkula-
tionszeiten, der Liposomenstabilitit und des Austritts in vitro
sowie spektroskopische und Streustudien zur Polymerkonfor-
mation und -dynamik, konnten zur Losung dieses Problems
beitragen. Es scheint, daf} Pilz- und Biirstenanordnung der
Polymere Vor- und Nachteile haben: Wihrend beide die Pro-
teinadsorption verringern, kann die Pilzform die Oberfliche
nicht gegen kleinere Makromolekiile schiitzen, wohingegen die
Biirstenform entweder Doppelschichtdefekte oder Phasendnde-
rungen bewirkt oder schwache Proteinadsorption ermoglicht.
Liposomen, die gleichzeitig mit einer Biirste von kiirzeren
und einem Pilz von ldngeren Polymeren bedeckt sind (z.B.
4-6 Mol-% PEG 2000 und 2 Mol-% PEG 5000) sollten die
héchste biologische Stabilitdt aufweisen.

Alle diese Modelle setzen voraus, daf} die PEG-Ketten voll-
kommen inert sind. Wenn man jedoch annimmt, daff die Ad-
sorptionsenthalpie AH fiir die Bindung von Proteinen an PEG
(leicht) negativ sein kann, kann man qualitativ den Unterschied
zwischen dem in vitro gemessenen AbstoBungsdruck und der
biologischen Stabilitit erklaren. Ein einfaches Modell fiir die
Adsorptionsgeschwindigkeit in Abwesenheit von PEG (K) und
an PEG-Ketten (k) liefert nach Gleichung (h) die Adsorptions-

A=K(1 -9+ k9 (h)

geschwindigkeit, wobei 3 der Teil der Oberfliche ist, der mit
Polymer umhllt ist. Wenn man voraussetzt, dal3 die biologische
Stabilitit umgekehrt proportional zur Protein-Adsorptionsge-
schwindigkeit ist, erhilt man ein Stabilititsmaximum, wenn der
erste Term bei vollstdndiger Bedeckung Null wird, und im Biir-
sten-Regime ist 4 proportional zu k& &, wobei ' proportional
der PEG-Konzentration auf der Oberfliche ist. Das kann mit
anderen Worten bedeuten, daB zwei oder mehr Ketten gleichzei-
tig gebunden werden 3!, Abbildung 8 zeigt Daten aus Tabelle 2
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Abb. 8. Stealth-Faktor SF als Funktion der Differenz zwischen dem durchschnittli-
chen Abstand der Polymer-Pfropfpunkte D und dem Flory-Radius R;. Die Daten-
punkte entstammen Tabelle 2 und unverdffentlichten Ergebnissen von M. Newman
und M. C. Woodle. Die gepunktete Linie ist eine Anpassung der einfachen empiri-
schen Gleichung (h).

und die theoretische Kurve, die man aus Gleichung (h) unter der
Voraussetzung erhélt, daB die biologische Stabilitdt umgekehrt
proportional zu A ist, also Stabilitit = 4!, fiir K = 0.033 und
k = 0.1 K. Natirlich ist mit diesem einfachen Bild kein Ver-
stindnis auf molekularer Ebene méglich.

Eine andere noch unbeantwortete Frage ist die, warum die
Blutzirkulationszeiten mit steigender GroBe der Liposomen sin-
ken. Liposomen, die groBer als 200 nm sind, werden zwar noch
kaum in der Leber, aber schon deutlich in der Milz aufgenom-
men. Man geht daher von verschiedenen Mechanismen und/oder
Vermittlern fiir diese Aufnahme aus. Es ist méglich, daB} kleine
Proteine des Komplementsystems noch an die Lipidoberfléche
gebunden werden, daB aber die Wechselwirkung der Liposomen
mit den Rezeptoren der Milz durch die sterische Barriere beein-
triichtigt wird und daf3 diese Wechselwirkung groBBenabhéngig ist.
Die Proteinbindung konnte aber auch einfach eine Folge der
Kriimmung der Liposomen sein (die auch die Wechselwirkungen
zwischen den Polymerketten und deren Mobilitit bestimmt) oder
von der Rotationsdiffusionsrate der Teilchen und deshalb von der
TeilchengroBe abhingen.

Das bringt uns zu der abschlieBenden Frage, ob wir heute
schon kunstliche Kolloidteilchen herstellen kdnnen, die mit Ery-
throzyten, die hundert Tage lang zirkulieren und SF-Werte
>2000 haben, vergleichbar sind. Da trotz ihrer hohen steri-
schen Stabilitat durch die Glycocalyx Erythrozyten einer Person
nicht in einer anderen mit unterschiedlicher Blutgruppe zirkulie-
ren konnen, miissen spezifische Wechselwirkungen auch mit
Molekiilen wie Dysopsonin oder dem Histokompatibilitéits-
komplexen eine Rolle spielen. Eine dicke Birste aus 7.5-kDa-
Polysacchariden auf roten BlutkSrperchen scheint starrer und
dichter zu sein als kiinstliche Polymerbeschichtungen.

7. Anwendungen sterisch stabilisierter Liposomen

Sterisch stabilisierte Vesikel eignen sich als Modelle fiir Studien
itber Polymere und Skalierungsgesetze, Kolloidstabilitdt und
Zellbiologie. Es scheint, daB} bei Zellen die spezifischc Anzie-
hung und die unspezifische Abstofung eine widrige Rolle spie-
len; gleiches gilt fiir diese Vesikel. Deshalb bieten sterisch stabili-
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sierte Liposomen ein viel besseres Modell fiir die Untersuchung
von Zellfunktionen und Zell-Zell-Wechselwirkungen als kon-
ventionelle Liposomen, die viele unspezifisch anziehende Wech-
selwirkungen zeigen. Zusitzlich bieten sterisch stabilisierte Li-
posomen wegen ihrer unspezifischen AbstoBung viele Anwen-
dungsmdglichlichkeiten, hauptsichlich in der Diagnostik und
im Wirkstofftransport (drug delivery).

Neben Liposomen und anderen lyotropen kolloiden Teilchen
konnen PEG-Lipidmolekiile auch andere Lipidstrukturen sta-
bilisieren. Ein typisches Beispiel sind Schdume. Aufgrund der
groflen polaren Kopfgruppen bilden PEG-Lipide in reiner Form
keine sehr stabilen Schiume. Lecithinschdume, die 5 — 10 Mol-%
PEG-Lipid enthalten, sind jedoch extrem stabil und widerstands-
fahig gegeniiber Ethanol als Entschdumer. Wihrend typische Le-
cithinschdume innerhalb von Minuten zusammenbrechen, kon-
nen diese Schiume liber Monate stabil sein. Die Stabilitdt beruht
wahrscheinlich darauf, da3 das Wasser dank des gut gequolle-
nen und immobilisierten Polymers aus der wéiBrigen Schicht
schlechter abflieBt. Esist jedoch noch zu friih, um iiber mégliche
Anwendungen, z.B. die Bedeutung von Oberflichen mit PEG-
Lipide enthaltenden Monoschichten, zu spekulieren.

7.1. Medizinische Anwendungen sterisch stabilisierter
Liposomen

Stealth-Liposomen liefern aufgrund ihrer Fahigkeit, sich dem
schnellen Clearance durch das Immunsystem zu entziehen, ein
vollig neues und einzigartiges Medium fiir den Wirkstofftrans-
port. Durch die Nutzung solcher Liposomen wiirde Ehrlichs fast
ein Jahrhundert alte Idee von der magischen Kugel, d.h. einem
System, das Wirkstoffe gezielt an erkrankten Zellen freisetzen
kann, Wirklichkeit. Tatsdchlich haben frithe Studien gezeigt,
daB mit Antikdrpern markierte Stealth-Liposomen vermehrt
zum Zielgewebe in zuginglichen Bereichen befordert werden.
Die zuginglichen Bereiche liegen bei systemischer Verabreichung
in vaskuldren Kompartimentent®9), in Regionen groBerer vasku-
larer Permeabilitdt (dic naturgemal bei Infektionen, Entziindun-
gen, Tumoren und anderen traumatischen Bedingungen gegeben
ist oder kiinstlich induziert werden kann®7 191 und bei értlich
gezielter Verabreichung im Zentralnervensystem und in der
Bauchhohle!! %1, Dies ist auch bei nicht zielgerichteten Stealth-Li-
posomen, d. h. solchen, die nicht mit Antikérpern konjugiert sind
und den gréBten Teil der Anwendungen ausmachen (siche unten),
der Fall. Ein Problem ist das Einschleusen der in den Liposomen
eingekapselten Wirkstoffe in die Zelle, da der GroBteil der Zellen
nicht phagozytisch und Verschmelzung von Liposomen mit Zel-
len ein sehr seltenes Phanomen ist. Einen Weg, diese Schwierigkeit
zu bewaltigen, konnte sein, dic Fusion durch oberflichengebun-
dene fusogene Proteine zu unterstiitzen. Einfacher ist der Ver-
such, den Austritt der Wirkstoff aus den Liposomen durch Tem-
peratur- oder pH-Anderungen zu induzieren oder Liposomen
mit geringerer Stabilitit zu verwenden. Dieses Gebiet ist gegen-
wiirtig eines der heiflesten der Liposomenforschung.

Viele Anwendungen von Liposomen werden durch die man-
gelnde Bioverfiigbarkeit von Arzneimitteln jedoch nicht beein-
trichtigt'?. Beispielsweise kénnen Anthracycline (Wirkstoffe
gegen Krebs) in sehr hohen Konzentrationen in Liposomen ge-
laden werden (normalerweise 1 g Wirkstoff pro 7.5 g Lipid,
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Abb. 9. Cryoelektronenmikroskopische Aufnahme von unilamellaren Vesikeln mit
verkapseltem Doxorubicin. Dieses kann unter Verwendung von zahlreichen Gra-
dienten bei sehr hohen Lipidkonzentrationen verkapselt werden. In unserem Fall
haben wir als Gradienten Ammoniumsulfat benutzt, wobei die schwache Base NH,
(pK = 9.3) gegen die schwache Base Doxorubicin (pK = 8.3) ausgetauscht wird.
Wenn Doxorubicin in das Liposom eingedrungen ist, fdllt die geladene Form mit
Sulfat als Gegenion aus und diese Senke hdlt den Gradienten des chemischen Poten-
tials von Doxorubicin so lange aufrecht, bis der GroBteil an Wirkstoff ausgefallen
ist. Das fahrt zu sehr hohen Konzentrationen im Liposominneren, und das Festwer-
den des Wirkstoffs fithrt zu seltsamen Verdnderungen der Liposomenform. Ich
danke P. Frederik, Universitdt Limburg, Maastricht, NL, fiir diese Aufnahme.

siche Abb. 9), und durch dic Verkapselung in Stealth-Liposomen
wurde eine wesentlich bessere therapeutische Wirksamkeit er-
reicht. Nach unserem jetzigen Verstindnis!!” kénnen die Lipo-
somen aufgrund ihrer verlingerten Anwesenheit im Blut an
Stellen aus GefdBen austreten, wo die Gefdwand undicht ist.
Das ist oft in Tumoren der Fall'®” ~%%1 und tatsichlich haben
Experimente an Tieren und Menschen gezeigt, daBl die Wirk-
stoffkonzentration in Tumoren bei Verabreichung durch Lipo-
somen um den Faktor 10 héher sind als bei Verabreichung des
freien Wirkstoffs!* %2~ 1951 In diesen Fillen scheint es, daB die
Liposomen im entsprechenden Gewebe festgehalten sind und
dort ihren Inhalt entweder durch ,,Lecken® oder den Abbau
durch Enzyme wie Phospholipasen langsam freigeben. Dies
paBt zu der Beobachtung, daB in Tumoren 3-4 Tage nach der
Liposomenapplikation maximale Wirkstoffspiegel gefunden
werden; fiir freie Wirkstoffe treten sie nach wenigen Stunden
auft®®, Das Maximum der Konzentration des Wirkstoffs kann
bei Transport durch Stealth-Liposomen 10-30mal héher
sein!! 261,

Abbildung 10 zeigt den Effekt von zahlreichen Behandlungen
auf die TumorgrdBe in einem C26-Tumor-Mausmodell, das ge-
geniiber freiem Adriamycin (=Doxorubicin, S-Dox,,) und auch
gegeniiber konventionellen Liposomen, dic den Wirkstoff ent-
halten, praktisch unempfindlich ist'°7). Tiere, die mit Placebo-
Liposomen und ihren Gemische mit freien Wirkstoffen als Kon-
trolle behandelt worden waren, zeigten gegeniiber den unbehan-
delten Tieren (lediglich Injektion von Salzlésungen) keine signi-
fikanten Effekte. Die Applikation von Stealth-Liposomen, die
Adriamyecin enthielten, fiihrte jedoch bei frither Behandlung zur
vollstindigen Remission des Tumors und bei spéter Behandlung
zu einer signifikanten Verbesserung (Abb. 10). Fast die gleichen
Ergebnisse erhielt man mit dem sehr dhnlichen Wirkstoff
Epirubicin!1?8],
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Abb. 10. Wirkung von Epirubicin auf das Wachstum des soliden C26-Tumors, der gegeniiber konventionellen Therapien praktisch resistent ist. Aufgetragen ist die Tumor-
groBe (1) als Funktion der Zeit ¢. Den Miusen wurde am Tag Null 10% C26-Zellen injiziert. Die Behandlungen wurden am 3., 10. und 17. (links) bzw. am 10., 17. und 24.
Tag (rechts) durchgefiihrt (Pfeile). Die Bilder A -E zeigen das Tumorwachstum von zehn Tieren bei unterschiedlichen Behandlungen: A) Salzidsung (Kontrollexperiment),
B) freies Epirubicin mit 6 mg pro kg Korpergewicht, C) und D) Epirubicin in Stealth-Liposomen bei 6 mg/kg bzw. 9 mg/kg, E) Kontrollexperiment: Gemisch von Placebo-Li-
posomen und freiem Wirkstoff, F) Durchschnitt all dieser Behandlungen (von links nach rechts): Salz, freier Wirkstoff, Gemisch und Uberschreiden der beiden liposomen-
verkapselten Wirkstoffe (Achtung: bei C) und D) sind andere MaBstéibe). Aus Lit. [102]. Praktisch gleiche Ergebnisse erhielt man mit Doxorubicin enthaltenden Stealth-Li-

posomen [103].

Verbesserungen erreichte man auch bei anderen resisten-
ten Tumormodelien, z.B. dem Mammakarzinom (Abb. 11).
Adriamycin-Formulierungen waren nicht nur fiir die Heilung
von Maiusen mit frisch implantierten Tumoren wesentlich ef-
fektiver, sondern verminderten auch das Auftreten von Meta-
stusen, die sich von diesen Brustimplantaten ableiten!!®%],
Das Wachstum von menschlichen Lungentumortransplantaten
in Scid-Miusen (Scid = severe combined immunodeficient)

109

konnte durch Adriamycin-Formulierungen vollstindig auf-
gehalten werden, wihrend freie Wirkstoffe und in konventio-
nellen Liposomen verkapselte Wirkstoffe unwirksam wa-

renl1101,

Die Fahigkeit von kleinen Liposomen, undichte Gefd3wénde
zu durchdringen, kann auch zur Behandlung von Entziindun-
gen und Infektionen, die durch erhdhte Gefd Bpermeabilitit ge-
kennzeichnet sind, genutzt werden!!11],

10°
Placebo
Dox, 6mg
Placebo ’ )
Dox, 6mg + lip. Dox, mg + lip.
Dox, 6mg
102
Vi
[mm®] S. Dox, 6mg
. D
10 - S. Dox, 9mg
HX Hx Hx
i ! i 1 1 i
7 14 21 28 35 42

t{d] ——»

Abb. 11. Abhéngigkeit der TumorgroBe (V) von der Zeit bei Mausen mit implantierten MC2B-Mammatumoren (1 mm?). Das linke Bild zeigt
die Behandlung (R,) am 3., 10. und 17. Tag, das rechte Bild die Behandlung am 10., 17. und 24. Tag. Die Behandlung beinhaltet (von oben nach
unten) Salzldsung, Gemisch von freiem Doxorubicin und Placebo-Liposomen (6 mg/kg), freier Wirkstoff bei 6 mg/kg und in Stealth-Liposomen
verkapseltes Doxorubicin bei 6 bzw. 9 mg/kg. Aus Lit. [104].
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Wihrend derzeit die Verkapselung vieler neuer Wirkstoffe in
sterisch stabilisierten Liposomen getestet wird, haben Phase I
und IT der klinischen Priifung von Stealth-Liposomen, die mit
Doxorubicin beladen sind, am Menschen sehr vielversprechen-
de Ergebnisse geliefert: Die Blutzirkulationszeit betrdgt an der
Plasmakonzentration des Wirkstoffs gemessen, ca. 45 h. Dies
fithrt zu einer Verminderung der Unterdrickung der Knochen-
marksbildung, zu Neutropenie und Leukopenie sowie auch zu
einer Verdnderung der Verteilung von Doxorubicin im Korper
hin zu Tumoren, wie bei AIDS-Patienten mit Kaposi-Sarkom
beobachtet wurde!!°3 1121 In diesen Lisionen wurden 11.4-,
5.2- und 9.9fach hohere Doxorubicinkonzentrationen bei inji-
zierten Dosen von 10, 20 und 40mg pro m? gemessen!' 3. Im
Gegensatz zum freien Wirkstoff, wo Faktoren wie akute Mye-
losuppression (Verringerung der Anzahl der weillen Blutkoérper-
chen) und kumulative Cardiotoxizitdt die Dosis begrenzen, ist
der begrenzende Faktor fiir die in Stealth-Liposomen verkapsel-
ten Wirkstoffe Stomatitis, eine Hauterkrankung (hier Lasion),
im Mund.

Die Eigenschaft von sterisch stabilisierten Vesikeln, die schnelle
Aufnahme durch Leber und Milz zu umgehen, macht das Kon-
zept, zielgerichtete Liposomen fiir Anwendungen in vivo zu nut-
zen, durchfiihrbar; zur Zeit wird in dieses Gebiet viel Arbeit
investiert, um die Vesikel, die Wirkstoffe oder Marker enthalten
und mit geeigneten Antikérpern oder anderen Liganden konju-
giert sind, gezielt zu Krebszellen, atherosklerotischen Lésionen
und Plaques (ischdmischen Bezirken) sowie anderen traumati-
schen Bereichen zu bringen.

8. Schlufibemerkung

Polymerveredelte Liposomen und ihrer Anwendungen sind
das Resultat der Anstrengungen von Wissenschaftlern vieler
Disziplinen von der theoretischen Physik, der Kolloid- und
Grenzflachenwissenschaft lber die Organische Chemie und
Biologie bis zur Medizin (Immunologie, Pharmakologie, Ana-
tomie und Onkologie). Die neu entwickelten Liposomen sind in
biologischer Umgebung sehr stabil und weisen ein bemerkens-
wertes therapeutisches Potential auf. Das niichste Ziel ist jetzt,
die raumliche und zeitliche Kontrolle iiber die Freigabe der ver-
kapselten Wirkstoffe zu verbessern. Die Zielgenauigkeit der
Liposomen kann (in physisch erreichbaren Lagen) dadurch ver-
bessert werden, daBB man Antikérper an das Ende der Polymer-
ketten bindet. Eine bessere Kontrolle der zeitlichen Abgabe der
Wirkstoffe wird hauptséchlich auf drei Wegen versucht: 1. Aus-
nutzung physikalischer Effekte wie Temperatur- oder pH-Wert-
Anderung oder Phaseninderung, die durch die Bindung an das
Zielsystem induziert wird; 2. Ausnutzung chemischer Effekte,
z.B. die Lipide an bestimmten Orten durch chemische Verinde-
rung der membranbildenden Lipide zu destabilisieren und Dop-
pelschichten mit fusogenen Eigenschaften herzustellen; 3. Aus-
nutzung biologischer Effekte: so lassen sich z.B. fusogene Mole-
kiile an die Liposomenoberfliche binden oder die Internalisie-
rung stimulieren. Fiir ein solches rationales Design von Liposo-
men missen diese natlirlich aus einer geeigneten Doppel-
schichtmatrix hergestellt sein. Schon jetzt hat sich gezeigt, dal
sterisch stabilisierte Vesikel ein Beispiel dafiir sind, wie kom-
plexe und schwer 16sbare Probleme multidisziplindr angegangen
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werden konnen; fiir die Fortsetzung dieser Entwicklung wird
sogar eine noch breitere interdisziplinidre Arbeit erforderlich

sein. ‘
Eingegangen am 28, Juni,

verdnderte Fassung am 25. Oktober 1993 [A 7]

Ubersetzt von Dr. Petra Tebben, Wuppertal
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