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The preparation of sterile artificial liposomes (phosphatidylcholine: cholesterol: dicethylphos- 
phate =  5 :5 : l)  by Millipore® filtration is described. Conditions for storing liposome entrapped 
Methotrexate have been found which allow storage of the drug in the entrapped form over a 
period of at least 4 months. It is shown that intravenously injected liposome entrapped Metho­
trexate is retained for at least 15 hours in the particulate form. During this time no free Metho­
trexate is detectable in the blood.

Einleitung

Liposomen — 0,1 bis 2  jum große Lipidvesikel — 
können mit verschiedenen groß- und kleinmolekula­
ren Substanzen wie Enzymen, Hormonen, Zyto­
statika oder Chelatbildnern beladen werden. Nach 
systemischer Applikation und intrazellulärer Ein­
schleusung der Liposomen durch Endozytose können 
incorporierte Pharmaka intrazellulär angereichert 
werden [ 1 , 2 ].

Erste erfolgreiche Behandlungen von Patienten 
mit Enzymdefektkrankheiten [3 — 5] und Tumoren
[6 ] zeigen die großen Möglichkeiten, die von Lipo­
somen als Träger für Medikamente zu erwarten sind.

Der vollständige Einschluß von Pharmaka währt 
nur wenige Tage. Dies ist für Langzeitversuche und 
besonders in Hinblick auf eine spätere laufende 
Fertigung zur therapeutischen Anwendung nicht 
akzeptabel, da die Präparation, die Kontrolle und 
quantitative Bestimmung des Einschlusses 2 Tage 
dauern. Eigene tierexperimentelle Testreihen waren 
entsprechend langwierig [7].

Am Beispiel von Methotrexat, einem Folsäure­
antagonisten und weit verbreitetem Zytostatikum 
prüften wir die Haltbarkeit des Einschlusses in nega­
tiv geladenen Liposomen unter verschiedenen Lager­
bedingungen und zusätzlich nach intravenöser Injek­
tion bei Mäusen in vivo. Da Langzeitversuche in 
tierexperimentellen Studien sterile Liposomenpräpa-
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rationen erfordern, untersuchten wir, wieweit durch 
eine Filtration bei 0,22 ^m  Porengröße eine sterile 
Emulsion von liposomenverkapseltem Methotrexat 
hergestellt werden kann.

Methoden

1. Liposomenpräparation

82,5 mg Phosphatidylcholin (Eilecithin), 43,3 mg 
Cholesterin plus 3 /^Ci [14C] Cholesterin und 12,3 mg 
Dicetylphosphat (MolVerhältnis 5 : 5 : 1 )  wurden 
in 5 ml Chloroform/Methanol (v/v= 1/1) gelöst und 
im Rotationsverdampfer zu einem dünnen Lipid­
film an der Gefäßwand eingeengt. Nach Zugabe einer 
wäßrigen Lösung von Methotrexat (25 mg Metho­
trexat = MTX) plus 30 ^Ci [3H] MTX in 5 ml 5 m M  
Natriumphosphatpuffer, 50 m M  Natriumphosphatpuf­
fer oder 50 m M  Natriumphosphatpuffer mit 100 m M  

NaCl, jeweils pH 7,3, bilden sich vesikelartige Lipid­
membranen, zwischen die das Medikament einge­
schlossen wird. Die Emulsion der Lipide erfolgte 
durch Rotation und Beschallung für 3 x 1 5  sec mit 
50 W bei Thermostabilisation auf 65 °C. Nach Ab­
kühlung auf Zimmertemperatur wurden die MTX- 
haltigen Liposomen chromatographisch an Sepharose 
6  B vom freien, nicht eingeschlossenen MTX abge­
grenzt. Säule: 600 x 2 5  mm, 72 ml/h, 3,6 ml/Frak­
tion. Rechromatographie mit einer kleineren Säule: 
350 x 18 mm, 30 ml/h, 2,5 ml/Fraktion.

2. Präparation von sterilen MTX-haltigen Liposomen

Die MTX-haltigen Liposomen wurden 48 h im 
Brutschrank bei 37 °C belassen und dann aerob und
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anaerob auf Blutagar- und Endoplatten ausgestri­
chen. Nach 24 h wurden eventuell gewachsene Kultu­
ren in der Kolonieform und im mikroskopischen 
Präparat beurteilt. Beim Nachweis von gram-nega­
tiven Stäbchen wurde eine biochemische Differenzie­
rung mit der bunten Reihe nach Rosch II angeschlos­
sen. Anschließend wurde jede Liposomenpräparation 
in zwei gleiche Mengen aufgeteilt und jeweils durch 
Millipore-Filter (0,22 //m) unter gering manuell 
verstärktem Drude gefiltert und danach nochmals der 
Sterilitätsprüfung unterzogen. Vor und nach dem 
Filtrieren wurde jeweils durch Rechromatographie 
der Anteil des eingeschlossenen und des freien [3H]- 
MTX bestimmt und die Liposomen elektronenmikro­
skopisch beurteilt.

3. Bestimmung der Lager Stabilität in vitro

Die Liposomen mit dem eingeschlossenen MTX 
wurden über 120 Tage in Puffern mit verschiedener 
Molarität (5, 50, 150 m M )  bei 4 °C und 20 °C La­
gertemperatur und mit und ohne Zusatz von 1% 
Rinderalbumin, 8 % Mäuseserum und 20% Human­
serum gelagert.

Albumin bzw. Serum wurde erst der fertigen 
Liposomenfraktion zugesetzt. Der Anteil des einge­
schlossenen MTX wurde anfangs in 2 tägigen, später 
in 1 — 3wöchigen Abständen durch die Verteilung 
des [3H]MTX in der Rechromatographie bestimmt. 
Vor der Rechromatographie wurde einem Teil der 
gelagerten Liposomen Triton X-100 (9 Teile Lipo- 
somen-MTX-Lösung und 1 Teil Triton X-100) als 
Detergens zur Zerstörung der Liposomen zugesetzt, 
um zu gewährleisten, daß das verkapselte [3H]MTX 
vollständig freisetzbar war.

4. ln  vivo Stabilität des Einschlusses von M TX
in Liposomen

1, 3, 6  und 15 h nach intravenöser Injektion von
0,5 ml liposomenverkapselter MTX-Lösung in die 
Schwanzvene wurden jeweils 6  Mäuse (NMRI- 
Mäuse, SPF-Zucht = spez. pathogenfreie Kolonie­
zucht, Geschlecht: weiblich, Gewicht 30 —35 g, Her­
kunft: Zentralinstitut für Versuchstiere Hannover, 
Kostform: Altromin) mit Äther betäubt und durch 
Cavapunktion entblutet. Zu jedem Zeitpunkt wurde 
aus quantitativen Gründen das Blut von 3 Tieren 
vereinigt und die [3H]- und [14C] Radioaktivität im 
Blut bestimmt. Die Chromatographie des Plasmas 
ergab den prozentualen Anteil der [3H] - und [14C] -

Radioaktivität, der an Liposomen gebunden war 
oder in freier Form vorlag.

M aterial und Geräte

Methotrexat: Methotrexat-Trockenampullen der 
Fa. Lederle zur intrathekalen Injektion, 50 mg. Cya­
nid GmbH, München.

Cholesterin: Cholesterin p.a., Fa. Serva, Heidel­
berg.

Phosphatidylcholin: Lecithin aus Eiern, Fa. 
Merck, Darmstadt.

Dicetylphosphat: Fa. Sigma, St. Louis, USA.
[3H]MTX:250/*Ci/mmoI, Fa. Amersham Buchler, 

Buckinghamshire.
[14C]Cholesterin: 5 0 //Ci/mmol, Fa. Amersham 

Buchler, Buckinghamshire.
Ultraschall: Sonifer B 1 2 , Fa. Branson Sonic 

Power Comp., Danburg, USA.
Sterilfilter: Millex Disposable Filter Unit. 0.22 jum 

Millipore, S. A. Buc., France.

Ergebnisse

Liposomenpräparation

Die Verteilung der Radioaktivität von [3H]MTX 
und [14C] Cholesterin nach der Ultraschallbehand­
lung der Liposomen wird in Abb. 1 gezeigt. [14C]- 
Cholesterin wurde vollständig in die Liposomenmem- 
bran eingebaut. [3H]MTX wurde zu weniger als 
10% in den Liposomen eingeschlossen. Nach chroma­
tographischer Trennung war freies [3H]MTX vom 
in Liposomen verkapseltem [3H]MTX vollständig 
abgegrenzt.

Bei den drei gewählten Pufferstärken ergab sich 
ein unterschiedlicher Einschluß. Die Konzentration 
des verkapselten Methotrexat betrug in den vereinten 
Fraktionen 20 — 23 (14,4 ml) in 5 m M  Na-Phosphat- 
Puffer (n = 8 ) 170 ±  60 /^g/rnl, in 50 m M  Na-Phos- 
phat-Puffer (n =  7) 140 +  35/^g/ml und in 50 m M  

Na-Phosphat-Puffer mit 100 m M  NaCl (n = 3) 
130 +  20 «g/ml. Die Unterschiede waren im Student- 
t-Test jedoch nicht signifikant. Die Cholesterinkon­
zentration war in allen 3 Gruppen gleich und betrug 
2,4 mg/ml.

Abb. 2 zeigt die Freisetzung der Radioaktivität 
von [3H]MTX und [14C] Cholesterin aus den Lipo­
somen durch Triton X-100.

[3H]MTX wurde schon in einer 0,5-prozentigen 
Triton X-100-Lösung vollständig freigesetzt. [14C] - 
Cholesterin wurde, abhängig von der Triton X-100-
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Abb. 1. Verteilung der Radioaktivität 
von [3H]MTX und [14C] Cholesterin 
nach der Ultraschallbehandlung der 
Liposomen mit dem eingeschlossenen 
Methotrexat vor der chromatographi­
schen Trennung an Sepharose 6 B. Das 
erste Maximum (Fraktion 18 — 25) re­
präsentiert die Liposomenfraktion mit 
dem eingeschlossenen Methotrexat, das 
zweite Maximum (Fraktion 54 — 73) 
das freie Methotrexat. [14C] Cholesterin 
als Baustein der Liposomen wurde nur 
mit den Liposomen (Fraktion 18 — 25) 
eluiert und nicht mehr in freier Form.

Konzentration, sowohl in den Liposomenfraktionen 
als auch in freier Form in den Fraktionen 18 bis 28 
eluiert. Die Liposomen waren nach elektronenmikro­
skopischer Beurteilung unilamellar bis 3-schichtig 
und hatten einen Durchmesser von 0,1 — 0,5 jum.

Steril filtration

Bei der Sterilkontrolle waren von sieben Liposo- 
menpräparationen alle unsteril. Bei der doppelten 
Kontrolle nach der Sterilfiltration waren in 6  Dop­
pelkontrollen sterile Verhältnisse. In einer Doppel­
kontrolle war eine Probe ebenfalls steril, die andere 
mit Hefen verunreinigt. In allen sieben Liposomen- 
präparationen war vor und nach der Filtration 
Methotrexat vollständig in den Liposomen einge­
schlossen. Die Einschlußrate betrug jeweils 100%. 
Ein Teil der Liposomen (7% ±2%) war, da zu groß, 
nicht filtrierbar.

ln  vitro Stabilität des Einschlusses von  
M TX in Liposomen

Der Einfluß von Temperatur und Proteinschutz 
auf die Stabilität des Einschlusses von [3H]MTX in 
negativ geladenen Liposomen wird im einzelnen in 
Abb. 3 wedergegeben. Bei Raumtemperatur in 5 m M  

Na-Phosphat-Puffer gelagerte Liposomen beginnen 
eingeschlossenes [3H]MTX schon innerhalb 24 Stun­
den freizusetzen (Nr. 9, Abb. 4). Die Lagerstabili­
tät wurde sowohl durch Erniedrigung der Lager­
temperatur auf 4 °C als auch durch Erhöhung der 
Pulfermolarität erheblich verbessert (Nr. 5, 7 und 11

der Abb. 4). Der Zusatz von Protein zum Phosphat­
puffer verbesserte bei einer Lagertemperatur von 
20 °C weiter die Stabilität des Einschlusses (Nr. 10, 
12 und 14 in Abb. 4). Wenn die Liposomen mit dem 
eingeschlossenen [3H]MTX in Phosphat-Puffer bei
4 °C und unter Zusatz von Protein gelagert werden, 
so war über 120 Tage ein Freisetzen der eingeschlos­
senen Substanz, unabhängig von der Molarität des 
Puffers nicht zu beobachten (Nr. 2, 3, 4, 6 , 8  der 
Abb. 3).

In vivo Stabilität des Einschlusses von 
M TX  in Liposomen  (Abb. 4 a — d)

Eine Stunde nach Injektion der [3H]MTX-[14C]- 
Cholesterin-Liposomen waren im Gesamtblut der 
Mäuse noch 46%, nach 3 Stunden noch 30%, nach
6  Stunden noch 25% und nach 15 Stunden noch 3% 
des injizierten MTX nachweisbar, wobei [3H]MTX 
ausschließlich in der Liposomenfraktion eluiert 
wurde. Freies MTX war nicht nachweisbar. [14C]- 
Cholesterin als Baustein der von uns verwandten 
Liposomen zeigte ein anderes zeitliches Verhalten. 
Nach einer Stunde wurden 39%, nach 3 Stunden 
25%, nach 6  Stunden 22%, nach 15 Stunden 8 % des 
mit den Liposomen injizierten [UC]Cholesterin im 
Gesamtblut wiedergefunden. Die Rechromatographie 
zeigte, daß nach 1 Stunde 96%, nach 3 Stunden 8 6 %, 
nach 6  Stunden 72%, nach 15 Stunden 19% der 
nachgewiesenen [14C] Radioaktivität in den Liposo­
menfraktionen, der andere Teil als freies [14C] Cho­
lesterin eluiert wurde.
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-------------- ohne Triton X-100
-------------- mit 0,5%

-------------- mit 5 %

Ok.
CL

Abb. 2. Freisetzung des ein­
geschlossenen [3H] Methotre­
xates und des Liposomen- 
bausteines [14C] Cholesterin 
durch steigende Konzentra­
tion von Triton X-100.

F r a k t io n e n

Diskussion

Liposomen, die unter Verwendung geladener 
Lipide hergestellt werden, haben durch die elektrische 
Abstoßung der einzelnen Lipiddoppelmembranen 
eine größere wäßrige Phase als neutrale Liposomen, 
so daß auch eine erhöhte Einschlußrate von hydro­
philen Substanzen resultiert [8 , 9]. Nach Untersu­
chungen von Bangham et al. [9] läßt sich dieser 
Effekt bis maximal 10mol% geladener Lipide nach- 
weisen. Wir haben daher negativ geladene Liposo­
men mit 9 mol% geladenem Dicetylphosphat ver­
wandt. Die elektrischen Abstoßungskräfte geladener 
Partikel, somit auch von negativ geladenen Lipid­
doppelmembranen werden in wäßrigen Lösungen

mit hoher Ionenstärke abgeschwächt, so daß die Ein­
schlußrate in Puffern niedriger Molarität größer sein 
sollte als in Puffern höherer Molarität. Unsere Ein­
schlußrate mit 5, 50 und 150 mmol Puffer unterstütz­
ten diese Hypothese. Da allgemein von einer vorge­
gebenen Substanz, hier MTX, wenig in den Liposo­
men engeschlossen wird und der überwiegende Teil 
in freier Form wieder abgetrennt wird, sollte zur 
Erhöhung der Einschlußrate die Liposomenpräpara- 
tion in Puffer niedriger Molarität erfolgen. Die Ste­
rilfiltration bei 0 , 2 2  ,i/m zeigte, daß nicht nur sterile 
Liposomensuspensionen hergestellt werden können, 
sondern daß vor allem das eingeschlossene Metho­
trexat während der Filtration nicht freigesetzt wurde, 
obwohl es zu einer erheblichen Verformung der
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Lagerungstage
Abb. 3. Bestimmung der Stabilität des Einschlusses für Methotrexat in Liposomen während einer Lagerzeit bis maximal 120 
Tagen bei einer Lagertemperatur von 4 °C und 20 °C und in Phosphatpuffern mit verschiedenen Molaritäten und mit und 
ohne Zusatz von Protein.
n =  Anzahl der jeweils gelagerten Proben. Aus Gründen der Übersichtlichkeit sind nur die Mittelwerte angegeben. 
Na-P-Puffer, Na-Phosphat-Puffer; RA, Rinderalbumin; HS, Humanserum; MS, Mäuseserum.

1. 5 mM Na-P-Puffer, 4 °C, n =  5;
2. 5 mM Na-P-Puffer mit 1% RA, 4 °C, n =  3 ;
3. 5 mM Na-P-Puffer mit 8% MS, 4 °C, n =  3;
4. 5 mM Na-P-Puffer mit 20% HS, 4 °C, =  3;
5. 50 mM Na-P-Puffer, 4 °C, n =  3;
6 . 50 mM Na-P-Puffer mit 1% RA, 4 °C, n = 3;
7. 50 mM Na-P-Puffer mit 100 mM NaCl, 4 °C n — 3;
8 . 50 mM Na-P-Puffer mit 100 mM NaCl und 1% RA, 4 °C, 

ra =  4;

Liposomen bei der Filtration kommen muß, da der 
Liposomendurchmesser größer als 0,22 jum ist, was 
für deren überraschende Elastizität spricht.

Der Einschluß von MTX in Liposomen erwies 
sich unter Proteinschutz und bei einer Lagertempera­
tur von 4 °C als so stabil, daß über 1 2 0  Tage kein 
Freisetzen von MTX erfolgte. Zwei Chargen lagern 
unter diesen Bedingungen bereits 235 Tage. Der 
Grund für diese Stabilitätserhöhung der Liposomen

9. 5 mM Na-P-Puffer, 20 °C, n =  2;
10. 5 mM Na-P-Puffer m it 1% RA, 20 °C, n =  2;
11. 50 mM Na-P-Puffer, 20 °C, n =  3;
12. 50 mM Na-P-Puffer m it 1% RA, 20 °C, n =  2;
13. 50 mM Na-P-Puffer m it 100 mM NaCl, 20 °C, n =  3;
14. 50 mM Na-P-Puffer m it 100 mM NaCl und 1% RA, 20 °C, 

ra =  2.

für eingeschlossenes MTX kann nach den reinen La­
gerungsversuchen nicht angegeben werden. Es ist zu 
diskutieren, ob Proteinmoleküle zwischen die Lipid­
moleküle eingelagert werden oder ob um die Liposo­
men ein dünner Proteinmantel gelegt wird.

Schneller als das eingeschlossene [3H]MTX wurde 
[14C] Cholesterin aus dem Blut eliminiert und war 
außerdem nach 1 Stunde in freier Form im Blut 
nachweisbar. Dies entspricht auch den Ergebnissen 
von Kimmeiberg [10], der an Primaten ebenfalls
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6 Stunden nach i.v. Applikation 15 Stunden nach i.v. Applikation

freies
* Cholesterin

40.

Abb. 4 a —d. Die zeitlich unterschiedlich schnelle Elimination des Liposomenbausteines [14C] Cholesterin und des einge­
schlossenen [3H]MTX aus dem Blut von Ratten über 15 h. Freies [3H]MTX konnte zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen wer­
den, [14C] Cholesterin dagegen lag, in Abhängigkeit von der Zeit, zunehmend in freier Form vor. Nach 15 h wurde [14C] Cho­
lesterin zu über 80% in freier Form nachgewiesen.

nachwies, daß [14C] Cholesterin schneller aus dem 
Blut eliminiert wird als das eingeschlossene Pharma­
kon. Es muß ein Austausch zwischen den Cholesterin­
molekülen der Liposomen und darüber hinaus dem 
Cholesterin der Zellmembranen stattfinden, ohne daß 
die strukturelle Integrität oder die Permeabilitäts­
eigenschaften der Liposomenmembran beeinträchtigt 
werden.
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