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Gly(2C16Me)C32-PC, (3) PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE. Einkettige,
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Abb. 14 Schematische Darstellung der entstehenden Hohlrdume in der Lipiddoppelschicht
bei der Einlagerung von PC-C32-PC in einer membrandurchspannenden
Konformation sowie der Ausfullung dieser Hohlraume durch die chemische
Struktur der asymmetrischen Glyceroldietherbolalipide. ..........ccccooiiiiininnne. 127
Abb. 15 Beispiele fur Phasenseparation und Mischbarkeit von Lipidkomponenten: DSC-
Heizkurven der 1:4 (Bolalipid:Phospholipid, n:n) Lipidmischungen von PC-
Gly(2C16Me)C32-PC mit (A) DPPC und (B) DOPC in Phosphatpuffer pH 7,6.
(A) Aus der Heizkurve lasst sich entnehmen, dass sich in der Lipidmischung
vermutlich unterschiedliche phospholipid- und bolalipidreiche Doméanen gebildet
haben, die beim Erwérmen der Probendispersion separat schmelzen (rote Pfeile).
(B) Die stark verbreiterte Phasenumwandlung (roter Pfeil) der Lipidmischung
lasst auf eine Mischbarkeit der Lipidkomponenten schlieen. DSC-Heizkurven
der reinen Bolalipide sind zum Vergleich gezeigt. Die Heizrate bei den
Messungen war 60 K h1. Die Kurven sind vertikal verschoben......................... 129
Abb. 16 cryoEM-Aufnahmen einer wéassrigen Suspension einer PC-Gly(2C16Me)C32-
PC/DOPC Lipidmischung (1:4, n:n). Pfeile deuten auf tubuldre Vesikel. Lipid-
konzentration ¢ = 3 mM in Phosphatpuffer mit pH 7,6. Entnommen aus
0] ] 1 LA o] o S SSSR 130
Abb. 17 Schematische Darstellung der entstehenden Hohlraume in der Lipiddoppelschicht
bei der Einlagerung von PC-C32-PC in einer membrandurchspannenden
Konformation sowie der Ausflllung dieser Hohlraume durch die chemische
Struktur der einkettigen, alkylverzweigten Bolalipide. ..........cccccocovveviiiiinennn 132
Abb. 18 DSC Heizkurven der PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC Lipidmischungen (c = 3 mM)
in Phosphatpuffer pH 7,4. Heizrate: 60 K h™t. DSC Heizkurven der reinen Lipide
sind zum Vergleich gezeigt. Die Kurven sind vertikal verschoben. Entnommen
AUS PUBIIKALION 5. ... 133
Abb. 19 FFEM-Aufnahmen einer wassrigen Dispersion einer PC-C32(1,32C6)-PC/DOPC
Lipidmischung (1:4, n:n). Die raue Oberflache der Vesikel im Vergleich zum
umgebenden Eis ist im vergroRerten Bildausschnitt deutlich zu erkennen.
Lipidkonzentration c=6 mM in PBS mMit pH 7,4. ..., 134



file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622133
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622134
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622134
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622134
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622134
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622136
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622136
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622136
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622136
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622137
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622137
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622137
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622137
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622138
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622138
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622138
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622138
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622139
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622139
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622139
file:///C:/Users/Frank/Contacts/Desktop/Promotionsarbeit_März2020_final__SD.docx%23_Toc38622139
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1. PHOSPHOLIPIDE UND IHRE MISCHBARKEIT IN MEMBRANEN

Einer der Grinde flur die stetig zunehmende Popularitdit von Liposomen als
Arzneistofftragersystem ist die Biokompatibilitat der Lipidvesikel. Liposomen stellen ein
einfaches Modell naturlicher Biomembranen dar. Essentieller Bestandteil dieser Membranen
oder Lipiddoppelschichten sind die Phospholipide, die sich in Phosphoglyceride und
Sphingomyeline einteilen lassen.! Phospholipide aggregieren in wassrigen Losungen oberhalb
einer bestimmten Konzentration (critical micelle concentration, CMC, kritische
Mizellkonzentration) auf Grund des hydrophoben Effekts mit der Bildung zusammengelagerter
Aggregate.? Die Art der gebildeten Aggregate hangt dabei von der chemischen Struktur der
Lipidmolekiile ab (siehe Abb. 1). Fir monopolare, amphiphile Molekdile lasst sich die
Aggregatstruktur mit Hilfe der Berechnung des Packungsparameters (P) abschatzen. Fir die
Berechnung bendtigte GréRen sind der Flachenbedarfswert der Kopfgruppen (A), die Lange der
Alkylketten (lc) sowie deren Volumenbedarf (V):

Je nach Betrag des Packungsparameters P und damit der chemischen Struktur der
Lipidmolekile, kommt es zur Ausbildung von Mizellen, Wurmmizellen, Lipiddoppelschichten

bzw. inversen Mizellen.

chemische Struktur Kopfgruppen Phosphoglyceride membranbildende Phosphoglyceride

hydrophiler - I‘?
Bereich s dai
0—P=0 = —OH Phosphatidsaure (PA
o : p o PC ﬁ“ﬁ“ﬁ ﬁ“ﬁ‘ﬁ
CH,—CH—CH,
-1 -2
SIT (\) o\xn (‘)Q PS
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§ > —o0 7CH2f(‘3HfNH<39 PI
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——O0—CHy,—CHy—NH; amine (PE)
CH, nicht-membranbildende
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OH :

| Phosphatidylglycerole (PG)
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Abb. 1 Links: Chemische Struktur eines Phosphoglycerids mit hydrophobem Alkylkettenbereich (orange) und hydrophilem
Kopfgruppenbereich (blau) sowie die stereospezifische sn-Konfiguration (rot). Mitte: Kopfgruppen verschiedener
Phosphoglyceride. Rechts: Membranbildende und nicht-membranbildende Phosphoglyceride. Modifiziert nach OsmaN et al.?
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Das Aggregationsverhalten wird dabei auch von der Konzentration der amphiphilen
Molekiile, der Art sowie lonenstarke des Lésungsmittels, dem pH-Wert und der Temperatur
bestimmt. Innerhalb der Gruppe der Phospholipide neigen Phosphatidsduren (PAs) und
Phosphatidylethanolamine (PEs) auf Grund ihrer Molekulgeometrie zur Bildung mizellarer
Aggregate (siehe Abb. 1). Phosphatidylcholine (PCs), Phosphatidylinositole (Pls) und
Phosphatidylserine (PSs) zeigen hingegen eine Aggregation in Lipiddoppelschichten.® In
diesen Lipiddoppelschichten sind die Alkylketten gegenuberliegender Lipide einander
zugewandt; sie bilden den hydrophoben Bereich der Lipiddoppelschicht. Die hydrophilen
Kopfgruppen sind zur wassrigen, &uf3eren Phase gerichtet und

. L . o . CH, CH,
bilden somit eine Grenzflache. Die Lipiddoppelschicht ist |, CH, 4 Y
kein starres Gebilde. Die einzelnen Lipidmolekile besitzen
eine hohe, laterale Beweglichkeit.* Der Wechsel eines 3 b 3 H oH H

2
Lipidmolekils von einer Seite der Lipiddoppelschicht zur
gauche trans

anderen (Flip-Flop) ist im Vergleich zur lateralen Bewegung

erheblich langsamer. Lipiddoppelschichten durchlaufen bei :\itr)lté} 2 ’r\'niglhfégerﬁ’mézttéﬁgdKeofntffoar“rzatl:gg
Temperaturanderungen  polymorphe Phasen, die die eines Polymethylenkettensegments.
Eigenschaften der Membranen stark beeinflussen konnen. Die Hauptphasen-
umwandlungstemperatur (Tm), bei der der Ubergang von der Gel- (Lg) zur flussigkristallinen
L.-Phase stattfindet, hangt stark von der Kettenldange und dem Sattigungsgrad der Alkylketten
des Lipids ab. In der Lq-Phase kommt es zu einer hohen Beweglichkeit der Alkylketten auf
Grund der Bildung von gauche-Konformeren in den Alkylketten der Lipide (siehe Abb. 2). Die
Dicke der Lipiddoppelschicht in der L,-Phase ist geringer als in den Gelphasen, da die Bildung
von Rotationsisomeren in den Alkylketten die Kettenlange reduziert. Fur die Bestimmung von
Phasentbergdngen von Lipiden findet vor allem die Dynamische Differenzkalorimetrie
(differential scanning calorimetry, DSC) Anwendung.

Biomembranen sind gewdhnlich aus komplexen Mischungen verschiedenster Lipide
aufgebaut. Entmischungsprozesse bzw. sogenanntes Clustering der einzelnen Lipid-
komponenten stellen einen wichtigen Aspekt beim Aufbau natiirlicher Biomembranen dar —
teilweise sind sie fur die physiologische Funktion der Membran eine Voraussetzung.*>®
Trotzdem ist die Entmischung von Lipidkomponenten innerhalb der Lipidvesikel nicht immer
erwinscht. So kann eine Domaénenbildung innerhalb eines Liposoms zu einer erhdhten
Permeabilitdat der Vesikel und damit einer verénderten Freisetzungskinetik verkapselter

Arzneistoffe fiihren.?
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Phasenseparationen von Lipiden konnen in zweli

Phasensmmration “HHHHHHHH Haupttypen unterschieden werden — die laterale und
vertikale Phasenseparation (siehe Abb. 3). Beide

Wmm WW Arten treten sowohl in biologischen als auch
synthetischen Systemen (Vesikeln) auf. Selbst bei

H'HHHHHHH mmm anfanglicher Mischbarkeit zweier Lipid-

komponenten konnen zahlreiche &uflere Faktoren

- laterale HHHHHHHH“ wie Zugabe von lonen, Anderung des pH-Werts und
asenseparatlon
Adhéasion oder Insertion eines Polymers oder

Abb. 3 Schematische Darstellung einer Lipid- Proteins in die Lipiddoppelschicht zu einer Phasen-
g%ggg:mss?ehp;;?;tuonmIl\txlodu\;?zruglr(? :gch Bﬂ:iere L?tslr?ger separation der Lipide fiihren.° Die Mischbarkeit von
Lipiden innerhalb einer Lipiddoppelschicht kann in einem Phasendiagramm dargestellt werden
(siehe Abb. 4). Ideale Mischbarkeit kann bei bindren Mischungen von PCs beobachtet werden,
die sich lediglich um zwei C-Atome in ihrer Lange unterscheiden; z.B. 1,2-Dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholin ~ (DMPC) und  1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DPPC).X® Geht man von einer idealen Mischbarkeit von einer dquimolaren Mischung eines
Lipids A mit niedriger Phasenumwandlungstemperatur und Lipid B mit einer hoéheren
Phasenumwandlungstemperatur aus (siehe Abb. 4, rote Linie), liegen zunéchst beide Lipide
homogen in einer Gel-Phase vor. Beim Schmelzvorgang andert sich fortwahrend die
Zusammensetzung von Gel- und flussig-
kristalliner Phase. Oberhalb der Phasen-
umwandlung von Lipid B besitzt dann die
flussigkristalline Phase wieder die gleiche,
aquimolare Zusammensetzung wie die Gel-
Phase.

Eine ideale Mischbarkeit wvon Lipid-

komponenten ist nicht immer der Fall. Oft

kommt es zu Mischungsliicken unter- und

oberhalb der Phasenumwandlungen.'®® Bei
o ] ] Abb. 4 Phasenverhalten einer Lipidmischung, bei der Lipid
Lipiden mit gleichen Kopfgruppen und A und Lipid B sowohl in der Gelphase als auch im flissig-
o kristallinen Zustand in jedem Mischungsverhaltnis homo-
unterschiedlichen Kettenlangen kommt es auf gen miteinander mischbar sind.

Grund der Fehlordnung ihrer Alkylketten zu Entmischungen.® Phasenseparationen werden bei

diesen Lipiden dann beobachtet, wenn sich die Kettenldngen um vier oder mehr CH2-Gruppen
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unterscheiden, z.B. bei der Mischung von 1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DLPC)
mit DPPC. Strukturelle Unterschiede des Lipid-Riickgrats fiihren ebenfalls hdufig zu
Entmischungen. Dies kann z.B. bei Mischungen von Ester- und Etherlipiden beobachtet
werden.!® Phospholipide mit unterschiedlichen Kopfgruppen zeigen untereinander ein sehr
differenziertes Mischungsverhalten. Besonders schlecht mischbar sind PCs und PEs, besser
mischbar sind PSs mit PEs sowie PEs mit PAs.1

Eine weit verbreitete Methode fir die Charakterisierung von Lipidmischungen beziiglich
Mischbarkeit ist die DSC. Bei dieser Methode wird eine Lipiddispersion in einem Kalorimeter
aufgeheizt und unter anderem die Temperatur ermittelt, bei der endotherme und exotherme
Prozesse stattfinden. So kann die Phasenumwandlungstemperatur und die Enthalpie der
Phasenumwandlung eines Lipids oder einer Lipidmischung bestimmt werden. Die
Hauptphasenumwandlungen der reinen Lipide DMPC und DPPC sind beispielsweise als
endotherme Peaks bei Tm= 24 °C und T, =42 °C in einer entsprechenden Heizkurve sichtbar.'*
15 Im Thermogram einer dquimolaren Mischung der beiden ideal mischbaren Lipide sind die
Peaks der Reinsubstanzen nicht mehr detektierbar. Stattdessen ist ein breiter Peak zwischen 30-
36 °C in der DSC-Heizkurve erkennbar.!* Bei Entmischungen sind hingegen die Peaks der
reinen Lipide im Thermogram einer Lipidmischung immer noch detektierbar — es bilden sich
Domaénen einer einzelnen Lipidkomponente durch Phasenseparation. Ein Beispiel hierfir sind
Lipidmischungen aus DPPC und 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (DPPS). Eine
Mischung aus 34 mol% DPPC und 66 mol% DPPS zeigt im Thermogram einen breiten Peak
zwischen 5 und 28 °C.1° Bei Zugabe von Ca?*- lonen kommt es zu einer Aufspaltung dieses
Peaks in zwei separate Signale bei 29 °C und 42 °C. Auf Grund der Komplexbildung der PS-
Carboxylgruppen mit den Calcium-lonen haben sich durch Phasenseparation reine DPPC-
Doménen gebildet, die bei 42 °C einen Phaseniibergang zeigen.

Die Mischbarkeit von einzelnen Lipidkomponenten hat einen erheblichen Einfluss auf die
Stabilitat der aus der Lipidmischung hergestellten Liposomen. Eine ideale Mischbarkeit der
Lipidkomponenten bei allen Temperaturen und in allen Mischungsverhéltnissen fihrt zu
stabilen Liposomen.’® Phasenseparationen der Lipidkomponenten filhren hingegen zur
Domanenbildung, abh&ngig davon in welchen Phasenlagen Entmischungen auftreten. Durch
diese Phasenseparationen werden die physikochemischen Eigenschaften der Vesikel
(Liposomen) wie Permeabilitat und GréRe beeinflusst.® 1617
Wenn beide Lipidkomponenten jedoch keinerlei Mischbarkeit zeigen, ist die Herstellung von

stabilen Liposomen aus einer entsprechenden Lipidmischung nicht méglich. Dann kommt es
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(A) (B) (©) zur Bildung separater Aggregatformen.
Ein Beispiel hierfur sind Lipidmischungen

des Esterlipids DPPC und des analogen

ﬁ ﬁ ﬁ Etherlipids 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-
g g ﬁ phosphocholin (DHPC). Wéhrend DPPC
in Lipiddoppelschichten aggregiert, kann

im Falle des DHPC die Aggregation in

lamellare Schichten mit interdigitierten

Abb. 5 Schematische Darstellung von Beispielen unterschiedlich
angeordneter Lipidmolekile. (A) Nicht-interdigitierte Anordnung, Alkylketten beobachtet werden.l® Beij

(B) Anordnung mit vollstandig interdigitierten Alkylketten, (C)

Anordnung mit partiell interdigitierten Alkylketten. diesem Aggregationsverhalten schieben
sich die Alkylketten gegenuberliegender Lipidmolekile ineinander (siehe Abb. 5B). Nicht nur
Etherlipide zeigen auf Grund ihrer chemischen Struktur dieses Aggregationsverhalten.
Interdigitation wird auch oft bei Lipiden mit unterschiedlichen Kettenlangen beobachtet. Die
Einlagerung von Molekilen wie Lysolecithin, Ethanol oder Membranproteinen in die
Lipiddoppelschicht kann in der Entstehung von energetisch ungiinstigen Hohlrdumen in einer
der Monoschichten resultieren, welche dann durch Lipidmolekile der gegeniberliegenden
Monoschicht ausgefllt werden.'® 1° Somit entstent auch durch &uBere Faktoren eine
interdigitierte Anordnung von Lipidmolekulen.

Die Betrachtungen in diesem Kapitel zeigen deutlich, welchen erheblichen Einfluss die
Mischbarkeit von Lipidkomponenten in Liposomen auf die physikochemischen Eigenschaften
und Stabilitat der Vesikel hat. Weiterhin ist eine gewisse Mischbarkeit der einzelnen
Lipidkomponenten eine VVoraussetzung, um berhaupt stabile Liposomen herstellen zu kénnen.
Die Untersuchung der Mischbarkeit artifizieller Bolalipide mit konventionellen Phospholipiden

ist daher ein essentieller Bestandteil dieser Dissertation.
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2. LIPOSOMEN — CHARAKTERISIERUNG UND ANWENDUNG

Seit ihrer Entdeckung in den 1960er Jahren durch ALEC BANGHAM,? sind Liposomen intensiv
untersucht und charakterisiert worden und gelten heute als das erfolgreichste
Arzneistofftragersystem weltweit.?? Liposomen bestehen aus einer oder mehreren
konzentrischen Lipiddoppelschichten, die eine wassrige Phase einschliel3en (siehe Abb. 6). Sie
kdénnen neben ihrer Lipidzusammensetzung, Oberflachenladung und Herstellungsmethode
beziiglich ihrer GrolRe und Lamellaritét klassifiziert werden (siehe Abb. 6). Liposomen fiir die
pharmazeutische Anwendung besitzen meist einen Durchmesser von 50 bis 450 nm.?2
Unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles, LUVs) werden bevorzugt fir die
Verkapselung von hydrophilen Arzneistoffen verwendet, da sie ein groRes Volumen flr den
Wirkstoff bereitstellen. Fir lipophile Arzneistoffe eignen sich hingegen multilamellare Vesikel,
da sich der Wirkstoff hier vor allem in die Lipiddoppelschichten einlagert.?® Unilamellare und
multilamellare Vesikel unterscheiden sich zudem in ihren Freisetzungskinetiken. Auf Grund
der geringeren Lamellaritat setzen unilamellare Vesikel verkapselte Substanzen schneller frei
als Vesikel mit mehreren Lipiddoppelschichten.?*2?° Fiir die Herstellung von Liposomen finden

vor allem Phospholipide Anwendung.

wﬁ Phospholipid

Lipiddoppel-
schicht
grolles, unilamellares
Vesikel (LUV)
©100-300 nm
7 >
3 .-’
hydrophiler
Innenraum
kleines,
unilamellares Vesikel multivesikuliires
(SUV) ©20-100 nm Vesikel
sehr grofies, unilamellares
Vesikel (GUY)
Q> 1pm
oligolamellares multilamellares
Vesikel Vesikel

Abb. 6 Schematische Darstellung eines Phospholipid-Liposoms und dem Aufbau einer Lipiddoppelschicht sowie die Einteilung
von Liposomen nach Lamellaritat und GroRRe (GrolRenangabe @ bezieht sich auf den Vesikeldurchmesser, Abbildung nicht
mafstabsgetreu).
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Die Anordnung bestimmter amphiphiler Phospholipide auf Grund des hydrophoben Effekts
in wassrigen Losungen fihrt zur spontanen Aggregation in vesikuldren Strukturen (siehe auch
Kapitel 1).2 Die Struktur des Liposoms wird zudem iiber die VAN-DER-WAALS-Kréfte zwischen
den Alkylketten der einzelnen Lipide und den Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Wassermolekiilen des Dispersionsmittels und den polaren Kopfgruppen der Lipide stabilisiert.

Die Grolie des Liposoms und die Organisation der Lipidmolekdle in der Lipiddoppelschicht
wird von vielen weiteren Faktoren wie der Art der Herstellung oder der Temperatur wahrend
der Préparation der Liposomen bestimmt. Mittlerweile gibt es zahlreiche Verfahren und
Protokolle zur Herstellung von Liposomen. Eine der gebrduchlichsten Techniken ist die
Filmbildemethode nach BANGHAM,? bei der zu Beginn die entsprechenden Lipide in einem
organischen Ldsungsmittel bzw. Lésungsmittelgemisch dispergiert werden. Nach Entfernung
des Losungsmittels durch ein Inertgas entsteht ein Lipidfilm an der Innenseite des
Probengefédlies. Bei der anschliefenden Hydratisierung dieses Lipidfilms kommt es zur
spontanen Ausbildung unterschiedlich grof3er Vesikel. Durch weitere Prozesse wie Extrusion,
Ultraschall oder Hochdruckhomogenisation kann die GréRe und die GrélRenverteilung der
Liposomen an die jeweiligen Bedurfnisse angepasst werden.

Die Eigenschaften der hergestellten Liposomen wie GroRe, Oberflachenladung, Lamellaritét
oder Permeabilitat konnen mittels zahlreicher Analyseverfahren untersucht werden. So kann
die Form und GroRe der Liposomen durch elektronenmikroskopische (EM) Aufnahmen
visualisiert werden. Eine Kryo-Fixierung der Liposomen (cryoEM) erlaubt zudem eine Aussage
uber die Lamellaritdt der Liposomen, die bei Aufnahmen nach Praparation mit Negativ-
Kontrastierung nicht maglich ist.22 EM-Aufnahmen, die unter Zuhilfenahme der Gefrierbruch-
Technik angefertigt werden (freeze fracture EM, FFEM), geben durch Begutachtung des
Verlaufs der Bruchlinie zudem Aufschluss Uber die vertikale Stabilitat der
Lipiddoppelschichten.?” PartikelgroBenmessungen von Liposomen mittels dynamischer
Lichtstreuung (DLS) nutzen die BRownNsche Molekularbewegung der Vesikel in der
Probendispersion aus, welche Intensitatsfluktuationen des eingestrahlten Laserlichts
verursacht. Aus diesen Fluktuationen wird der Diffusionskoeffizient der Partikel ermittelt, mit
dem wiederum Uber die STOKES-EINSTEIN-Gleichung die PartikelgrofRe der Liposomen
bestimmt werden kann.?® Liposomen unterschiedlicher PartikelgroRe kénnen neben der Fluss-
Feld-Fluss-Fraktionierung® (iber die GroRenausschlusschromatographie (size exclusion

chromatography, SEC) voneinander getrennt werden.*° Bei der SEC penetrieren die Partikel je
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nach GroRe unterschiedlich tief in die Poren eines Saulenmaterials — grof3e Partikel eluieren
somit friher als kleinere Teilchen.

Liposomen &hneln in ihrem Aufbau und ihren physikochemischen Eigenschaften
biologischen Membranen.3! Dies macht sie als galenische Formulierung duRerst vertraglich und
physiologisch gut abbaubar. Neben ihrer guten Biokompatibilitat weisen Liposomen eine hohe
Verkapselungseffizienz fur lipophile und hydrophile Substanzen auf; gleichzeitig schiitzen sie
ihren Inhalt vor duRBeren Einflissen wie enzymatischem Abbau oder vorzeitigem Metabolismus
im Organismus.3 3 3 Liposomale Formulierungen zeigen im Vergleich zum unverkapselten
Arzneistoff eine hohere Bioverfligbarkeit sowie weniger unerwinschte Arzneimittel-
wirkungen.®>4

Bis verkapselte Arzneistoffe aus den Liposomen freigesetzt werden, besitzt die
Formulierung die pharmakokinetischen Eigenschaften der Nanopartikel und unterliegt somit
auch dem EPR-Effekt (enhanced permeability and retention). Liposomen bis zu einer GréRe
von 500 nm konnen sich auf Grund der Fenestrierungen der Endothelzellen in KapillargefaRen
maligner Tumore in das Gewebe diffundieren und sich dort anreichern.**> Diese passive,
gezielte Wirkstofffreisetzung ist das Prinzip der meisten intravends verabreichten liposomalen
Formulierungen.®

Die Grof3e der Liposomen ist nicht nur entscheidend fir die Effizienz des EPR-Effekts,
sondern auch flr die Interaktionen mit dem korpereigenen Immunsystem. Je grolRer die
Liposomen sind, desto schneller werden phagozytotische Zellen des retikuloendothelialen
Systems (RES) aktiviert und desto mehr Interaktionen mit Plasmaproteinen finden statt.® 46-48

Die Modifizierung von Liposomen mit Polyethylenglykolen (PEGs), welche erstmals in den
frihen 90er Jahren durchgefuhrt wurde, erhéht die Blutzirkulation intravends verabreichter
Liposomen erheblich, indem sie die Liposomen unkenntlich fiir Makrophagen macht.4%-5?
Doxil® ist ein Beispiel fir eine PEGylierte, liposomale Formulierung, die seit mehr als 20
Jahren erfolgreich fir die Behandlung von z.B. Brustkrebs zugelassen ist.%

Neben der Grolie der Vesikel beeinflusst auch die Oberflachenladung der Liposomen ihre
Pharmakokinetik. Wahrend eine negative Ladung der Liposomen zu einem schnellen Abbau
und zu einer Opsonierung durch das Immunsystem bis hin zu pseudoallergischen Reaktionen
fuhrt, interagieren positiv geladene Liposomen mit Zellen und werden auf Grund der
elektrostatischen Interaktionen zwischen Kkationischen Lipiden und negativ geladenen
Nukleinséuren fiir den Gentransfer genutzt.>*°® Zudem verhindert eine einheitlich positive oder

negative Oberflachenladung der Liposomen durch elektrostatische AbstoRung eine
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Aggregation der Vesikel innerhalb der Vesikelsuspension und fiihrt damit zu einer erhohten
Lagerstabilitat der liposomalen Formulierung.

Nachdem Doxil® 1995 als erste liposomale Formulierung die Zulassung durch die FDA (U.S.
Food and Drug Administration) erhalten hatte, kam es in der Folge zur Entwicklung weiterer,
liposomaler Formulierungen, die sich bis in die Gegenwart fortsetzt. Einige Beispiele fir
liposomale Formulierungen in der klinischen Anwendung sowie in klinischen Testphasen sind
in Tab. 1 zusammengefasst. Die Applikation liposomaler Formulierungen auf intravenésem
(i.v.) Weg steht hierbei nach wie vor im Vordergrund. Auch Formulierungen fiir die
intramuskulare (i.m.) Anwendung wie Epaxal® sind bereits zugelassen. Weiterhin macht sich
die Firma AGI Dermatics Inc. bei ihrer experimentellen, liposomalen T4N5 Lotion die
ausgezeichnete Penetration von Vesikeln durch die oberste Hautschicht zu Nutze. Es bleibt
jedoch festzuhalten, dass bisher noch keine liposomale Formulierung fur die orale Anwendung
den Weg in die klinische Testung gefunden hat. Die Grunde hierfir liegen vor allem in der

geringen Stabilitat der Liposomen im Gastrointestinaltrakt (GIT).

Tab. 1 Ausgewahlte, liposomale Formulierungen, die entweder bereits zugelassen sind oder sich noch in der klinischen Testung
befinden. Modifiziert nach BULBAKE et al.>” i.v.= intravends, i.m. = intramuskular

Applikation | Produktname, Firma ‘ Arzneistoff Lipidzusammensetzung Indikation Referenz
zugelassen
iv. Vyxeos® (2017), Dauno- DSPC, DSPG, cholsterol | Sekundére, akute 58,59
Jazz rubicin/Cyta- myeloische
Pharmaceuticals barin Leukdmie
epidural DepoDur™ (2004), Morphin DOPC, DPPG, Schmerztherapie 60
Skypharma Inc Cholesterol und Triolein
iv. Doxil® (1995), Doxorubicin HSPC, Cholesterol, Brustkrebs 53,61
Sequus PEG-2000-DSPE Kaposi-Sarkom
Pharmaceuticals
i.m. Epaxal® (2006), inaktiviertes DOPC, DOPE Hepatitis A 62,63
Crucell, Berna Hepatitis A
Biotech Virus
klinische Testung
pulmonal Avrikace, Transave Amikacin DPPC, Cholesterol Lungen- 64
Inc. infektionen
topisch T4NS liposomale T4 Endo- Ei-Lecithin Xeroderma 6
Lotion, AGI nuclease V pigmentosum
Dermatics Inc.
iv. SP1-077, Alza Cisplatin Sojabohnen- Lungenkrebs, 66
Corporation Phosphatidylcholin, Kopf—und
Cholesterol Halskrebs
i.v. Endotag, Medigene | Paclitaxel DOTAP, DOPC Brustkrebs 57,67
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3.1 PHYSIOLOGISCHE BARRIEREN FUR ORAL VERABREICHTE LIPOSOMEN

Die orale Applikation von Arzneistoffen ist komfortabel, schmerzfrei, limitiert die Ubertragung
von Infektionskrankheiten und kann durch den Patienten selber durchgefiinrt werden.®®7° Dies
fihrt zu einer besonders hohen Zuverlassigkeit der Einnahme und damit zu einem hoheren
Therapieerfolg. Trotz dieser Vorteile und der zahlreichen liposomalen Formulierungen, die sich
derzeit auf dem Markt oder in der klinischen Testung befinden (siehe Tab. 1, Kapitel 2), ist
derzeit noch kein Produkt fir die orale Anwendung zugelassen. Grund hierfir sind die
zahlreichen physikalischen und biologischen Barrieren des GIT flr den Transport und die
Absorption der lipidhaltigen Nanoformulierungen (siehe Tab. 2).

Die Verdauung von Lipiden beginnt bereits in der Mundhohle durch sogenannte
unspezifische Zungengrundlipasen.”*™® Durch diese Lipasen wird die anschlieBende
Fettverdauung im Magen unterstiitzt. Diese Verdauung erfolgt neben der lingualen und
gastrischen Lipase durch die Peristaltik und einem pH-Wert von 1-3 — je nach vorher erfolgter
Nahrungsaufnahme. Die lingualen und gastrischen Lipasen besitzen eine hohe Affinitat zu
Triglyceriden wohingegen Phospholipide kein Substrat dieser Enzyme sind.”

Tab. 2 Absorptionsbarrieren fiir oral verabreichte Triglyceride und phospholipidhaltige Nanoformulierungen.

und Colipase

und sn-3

Lokalisation Spezifikation der Einfluss auf Triglyceride Einfluss auf Phospholipide und
der Barriere Absorptionsbarriere entsprechende Nanoformulierungen
Mund Zungengrundlipase enzymatische Hydrolyse an sn-3 -
Magen pH1-3 saure Hydrolyse saure Hydrolyse, Destabilisierung von
Nanopartikeln
gastrische Lipase enzymatische Hydrolyse an sn-3 -
Magenperistaltik Emulgieren zu Lipidtropfchen Anordnung um Lipidtropfchen
Darm pankreatische Lipase enzymatische Hydrolyse an sn-1 -

Phospholipasen

enzymatische Hydrolyse an sn-1 (PLAL)
und sn-2 (PLA2)

von Monomeren freier Fettséuren
und Monoacylglcerole tber aktive
und passive Mechanismen

Gallensalze Solubilisierung von Solubilisierung von Monoacyllipiden
Monoacyllipiden und freien und freien Fettsduren zu Mischmizellen,
Fettséuren zu Mischmizellen Solubilisierung von Nanopartikeln
Mukus Penetrationsbarriere, Aufnahme Penetrationsbarriere, Aufnahme von

Monomeren freier Fettsduren und Lyso-
PC uber aktive und passive
Mechanismen

Epithelschicht

Penetrationsbarriere, Aufnahme
Monomere freier Fettsduren und
Monoacylglcerole tiber aktive und
passive Mechanismen

Penetrationsbarriere, unklarer
Absorptionsmechanismus lipidhaltiger
Nanoformulierungen

transmembranarer Efflux

Ausschleusen verkapselter Arzneistoffe
zurtick in das Darmlumen

10
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In Folge des niedrigen pH-Werts im Magen werden die Ester der Lipide durch saure
Hydrolyse gespalten. Durch die hohe Protonenkonzentration im sauren Milieu des Magens
kommt es auBerdem zu einer Destabilisierung der Lipidmembran liposomaler
Formulierungen.”™ ’® Im Magen entsteht zudem durch die vorhandene, ausgepragte Peristaltik
eine Emulsion der Lipide. So verlassen die Nahrungsfette die Magenpassage als fein verteilte
Lipidtropfchen und gelangen in den Dlnndarm.

Die Absorption oral verabreichter Substanzen findet hauptséchlich im Dinndarm statt.””-%
Durch die Anwesenheit von freien Fettsduren kommt es im Darmlumen zur Freisetzung des
Gewebehormons Cholecystokinin. Dieses stimuliert wiederum die Bauchspeicheldriise und die
Gallenblase, welche daraufhin Lipasen und Gallensalze in den Dinndarm sekretieren. Der
amphiphile Charakter der Gallensalze ermdglicht es diesen Substanzen, Nahrungsfette zu
emulgieren. Dieses Emulgieren erleichtert den enzymatischen Verdau der Lipide erheblich.

Die  pankreatische Lipase katalysiert die 0
enzymatische Hydrolyse des groRten Teils oral )j\ IIZI’
aufgenommener Triglyceride. Die Triglyceride werden R1 O/K\O/; \O\Rs
durch die Lipase vorzugsweise in sn-1 und sn-3 Position Rz Wo H O-
gespalten und es entstehen freie Fettsduren und 2- O
Monoacylglcyerole; Phospholipide sind resistent
gegenliber dem enzymatischen Verdau durch die /;Sr?ktg dse(;hlfrr:;::;scﬂ::d:?;::;eglfjlggpﬂglrlpgggr?gin
pankreatische  Lipase. Die  Verdauung  der Egozsp;]:tltlsﬂgryrglfkgg ZLszInghr?JS[?;]ec:;zgtse’ i
Phospholipide im Darmlumen findet hauptséchlich durch die Phospholipasen (PL) statt (siehe
Abb. 7). Die PLA besitzt je nach Art und Lokalisation im Organismus unterschiedliche
Aufgaben. Die PLAL hydrolysiert die Esterbindung einer Fettsaure an sn-1, PLA2 spaltet die
Bindung an sn-2. Die PLB kann die Esterbindung sowohl an sn-1- als auch an sn-2-Position
spalten und spielt wie die PLA1 und PLAZ2 eine wichtige Rolle bei der Verwertung von
Nahrungsfetten. Die PLC spaltet die Bindung zwischen dem Glycerolsauerstoff und dem
Phosphoratom der Phospholipide und spielt keine Rolle bei dem Verdau von Lipiden, sondern
bei der Signaltransduktion.®! Durch die Spaltung von Phosphoatidylinositol-4,5-biphosphonat
mittels PLC entstehen Inositoltrisphosphat und Diacylglycerin, welche beide als Botenstoffe
fungieren. Auch die PLD, die PC zu PA und Cholin spaltet, ist an der Signaltransduktion im
Organismus beteiligt.®2

Eine weitere physiologische Barriere fiir oral verabreichte, liposomale Formulierungen ist

der Mukus und das darunterliegende Epithel des Dunndarms. Der sich schnell regenerierende
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Mukus besitzt eine komplexe Hydrogel-Struktur, bestehend aus Proteinen und Kohlenhydraten,
und hat eine negative Oberflachenladung.®® Bisher ist nicht klar, ob Arzneistoffe vor der
Absorption durch die Epithelbarriere aus den Liposomen freigesetzt werden oder ob sie
gemeinsam mit den Liposomen resorbiert werden.®* Nanoformulierungen sollten somit nicht
nur eine gute Adhdrenz zum Mukus aufweisen, sondern auch schnell durch sie
hindurchgelangen, um das darunterliegende Epithel zu erreichen.®>®” Die Epithelschicht stellt
nach wie vor eine der anspruchsvollsten Barrieren fur Nanoformulierungen dar.

Auch Metabolismus und Efflux beeinflussen die Absorptionsrate von oral verabreichten
Liposomen. Effluxpumpen wie P-Glykoprotein schleusen bereits absorbierte Arzneistoffe
wieder in das intestinale Lumen zurick und konnen somit die Bioverfugbarkeit von

Arzneistoffen stark herabsetzen.88

3.2 KONZEPTE FUR DIE STABILISIERUNG ORAL VERABREICHTER LIPOSOMEN

Wie im vorangegangenen Kapitel deutlich geworden ist, sind bei der Applikation oral
verabreichter Liposomen vor allem zwei Hirden zu Uberwinden: die geringe Stabilitat
konventioneller Phospholipide im GIT und die geringe Absorption der Liposomen aus dem
Darmlumen. In den letzten Jahren haben sich zahlreiche Arbeitsgruppen auf unterschiedliche
Weise mit diesen beiden Aspekten auseinandergesetzt und vielféaltige Ansatze fir die
Stabilisierung von Liposomen entwickelt.

Um das Dinndarmepithel Gberhaupt zu erreichen, ist die Stabilitat oral verabreichter
Liposomen gegen die unterschiedlichen Verdaumedien im GIT eine Voraussetzung. Um den
Verdau der Lipide im GIT zu verhindern oder zumindest zu minimieren, kann die
Zusammensetzung der Liposomen variiert werden. Liposomen, welche aus Phospholipiden mit
hoher Phasenumwandlungstemperatur (z.B. DPPC) hergestellt wurden, zeigten in zahlreichen
Studien eine hdhere Stabilitat gegentiber Gallensalzen im Vergleich zu Liposomen aus Lipiden
mit niedriger Phasenumwandlungstemperatur.8%-°3 Auch der Zusatz von Cholesterol erhoht die
Stabilit4t von Liposomen fir die orale Anwendung.?°® Weiterhin kann durch das Zumischen
von Stearylaminen in die Liposomenmembran und der daraus resultierenden positiven Ladung
der Vesikel der enzymatische Verdau von verkapseltem Insulin unterbunden und damit die
Senkung des Blutzuckerspiegels erhoht werden.®” %

Die Solubilisierung von Lipiden durch Gallensalze wird als groRter Faktor fiir die Instabilitét
von Phospholipid-Liposomen im GIT betrachtet.®® 9-191 Umso paradoxer erscheint es, dass die

Inkorporation von Gallensalzen in die Liposomenmembran zu einer Stabilisierung der Vesikel
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fiihrt.1%2-10° Gallensalze fiihren im GIT zu einer Solubilisierung von Lipiden in Form von
Mischmizellen. Die Tendenz der im GIT sezernierten Gallensalze mit Phospholipiden zu
interagieren und damit die Integritit der Liposomenmembran zu zerstéren, wird durch die
bereits erfolgte Inkorporation von Gallensalze in die Lipidmembran verhindert.2%* 1% Auf diese
Weise sind zahlreiche, gallensalzhaltige Liposomen (sogenannte Bilosomen) fur die orale
Immunisierung und die Verkapselung schwerldslicher Arzneistoffe und Biomakromolekiile
hergestellt und untersucht worden.%-1%° Es konnte gezeigt werden, dass auf diese Weise
verkapseltes Insulin vor dem Abbau diverser Enzyme geschitzt wird, was wiederum in einer
erhohten Bioverfiigbarkeit des Peptidarzneistoffs resultiert.!%®

Die PEGylierung der Liposomenoberflache bewahrt die Vesikel nicht nur vor einem Abbau
durch Immunzellen im Blutkreislauf, sondern erhéht auch deren Stabilitat im GIT gegenuber
Gallensalzen.'*® Ursache hierfiir ist die ausgepragte Hydrathiille, die sich auf Grund der
Polymere um das Liposom aufbaut und die Interaktion der Gallensalze mit der
Liposomenmembran verhindert.!*! Dies wiederum verlangert die Verweildauer der Liposomen
im Dinndarm und erhéht damit auch die Wahrscheinlichkeit fir eine Resorption. Studien mit
verkapseltem Insulin oder rekombinantem, humanem EGF (epidermal growth factor,
epidermaler Wachstumsfaktor) zeigten vielversprechende Ergebnisse. 33 112-115

Andere Materialien zur Oberflichenmodifikation liposomaler Formulierungen sind
Alginate!'® und Pektine,!*” die gleichzeitig mukoadhasive Eigenschaften aufweisen. Auch
Eudragite wurden bereits zur Stabilisierung liposomaler Formulierungen eingesetzt.'*® Das
Polysaccharid Chitosan ist eines der am haufigsten verwendeten Polymere fiir die Modifikation
liposomaler Formulierungen.” Chitosan ist positiv geladen und wird in den meisten Fallen tber
elektrostatische Bindungen an negativ geladenen Liposomen fixiert. Auf Grund der positiven
Ladung kann Chitosan an dem negativ geladenen Mukus im Dinndarm binden. Da Chitosan
eine schwache Base ist, besteht die Mdglichkeit, dass es im neutral und schwach basischen
Milieu, wie den oberen Darmabschnitten vorliegend, seine positive Ladung verliert.
N-Trimethyl-Chitosane (TMC) sind dreifach methylierte Chitosane mit einer vom pH
unabhéngigen, positiven Ladung. Mit TMC-Uberzogenen Liposomen konnten bereits einige
sehr vielversprechende Resultate generiert werden. 19122

Ein weiterer, vielversprechender Ansatz ist die Beladung der Liposomenoberflache mit
Liganden, die an Epithelzellen binden. Da viele Lipide und Proteine im GIT glykosyliert sind,
werden oft Lectine verwendet, um Liposomenoberflache zu modifizieren: Lectine binden

spezifisch an Glykanen,*?® 2 Mannose-Liganden binden an die entsprechenden Rezeptoren
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auf antigenprasentierenden Zellen.!?® 126 Auch Antikorper werden verwendet, um die
Resorption von Liposomen aus dem GIT zu erhéhen.?’

Ein weiterer, sehr vielversprechender Ansatz fur die Stabilisierung liposomaler
Formulierungen ist die Inkorporation von extrahierten oder synthetisch hergestellten,
archaealen Lipiden (siehe auch Kapitel 4.1). Die auBerordentliche Stabilitat der entstehenden
Archaeosomen macht diese Vesikel zu einem vielversprechenden Arzneistofftrager fur die
orale Anwendung. LI et al. zeigten mit Insulin-haltigen Vesikeln bestehend aus extrahierten,
archaealen Lipiden eine signifikante Reduzierung des Blutzuckerspiegels im Vergleich zu
unmodifizierten Phospholipid-Vesikeln.'? PARMENTIER et al. konnten eine vierfach hohere
Bioverfugbarkeit von Octreotid durch dessen Verkapselung in Liposomen mit extrahierten
Tetraetherlipiden (TELs) erreichen.®® Die Arbeitsgruppe von YANG zeigte zudem
vielversprechende Resultate fiir die Verkapselung von drei unterschiedlichen Arzneistoffen in
Liposomen mit synthetisch hergestellten TELs vor allem beziiglich der Dauer der Retention der
Arzneistoffe in den Vesikeln und der Zytotoxizitat der artifiziellen Lipide.'?® Im folgenden
Kapitel sollen nun die archaealen Lipide, die auch als Bolalipide bezeichnet werden, naher

erlautert werden.
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4. BOLALIPIDE UND IHRE VERWENDUNG ZUR
LIPOSOMENFORMULIERUNG

4.1 ARCHAEALE LIPIDE UND ARCHAEOSOMEN

Archaeale Lipide unterscheiden sich in ihrer chemischen Struktur von denen der Eukaryonten
und begrunden somit unter anderem die Zugehdrigkeit der Archaeen zu einer dritten Domane
des Lebens.’® Die archaealen Lipide zeichnen sich durch gesattigte, isoprenoide Ketten aus,
die Gber Etherbindungen an Glycerol-1-phosphat gebunden sind (siehe Abb. 8). Eukaryotische
Lipide besitzen hingegen (berwiegend unverzweigte Fettséureketten, die mit Glycerol-3-

phosphat verestert sind.

Archeaeol (Dietherlipide)

Rl\o (e}
/\[ \/\‘/VYW R1 = H. Zucker. Phosphatreste
O\/\‘/\/Y\/\‘A/v R2 = H, Polyole

Caldarcheaeol (Tetraetherlipide)

R1. 0
o/\[ 0
(ON
o '\/\)\/vl\ﬂojv y

Abb. 8 Grundstrukturen der natiirlichen, archaealen Lipide. Die Variabilitat der Lipide ergibt sich durch die Modifikation der
Alkylketten sowie die Substitution der Kopfgruppen durch Zucker, Phosphatreste und Polyole.

Auf Grund einer geringeren Empfindlichkeit gegentiber Hydrolyse und enzymatischer
Spaltung tragen die Etherbindungen der archaealen Lipide zur Stabilitat der Zellmembranen
dieser Mikroorganismen bei.*®-132 Ausgehend von dieser Grundstruktur existieren abhingig
von Art und Lebensraum der Archaeen zahlreiche Modifikationen und Abwandlungen der
archaealen Membranlipide. Ublich ist dabei die Einteilung in die Dietherlipide (Archaeol) und
deren Dimere, die TELs (Caldarcheaol, siehe Abb. 8). Ungeséttigte Dietherlipide konnten in
Zellmembranen kryophiler Archaeen gefunden werden, die bei Temperaturen bis -20 °C
iiberleben  konnen.'*®  GroRere Variationen findet man in  der Gruppe der
membrandurchspannenden TELs. Neben zahlreichen Modifikationen der Lipidkopfgruppen
mit Polyolen oder Zuckern, ist die Einfihrung von Cyclopentanringen in die Alkylketten ein

Merkmal fiir Archaeen, die bei besonders hohen Temperaturen gedeihen.'3* 135 Dabei werden
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umso mehr Ringe in die Ketten eingebaut, je hoher die Temperatur wahrend des Wachstums
der Mikroorganismen ist. Beobachtet wurde ein Maximum von 8 Ringen bei einer
Wachstumstemperatur von 121 °C.'%! Diese Modifikation filhrt zu einer Rigiditat und hohen
Stabilitat der Zellmembran.**® Es konnte gezeigt werden, dass die bevorzugte Aggregation der
TELs in Monoschichten'®” einen erheblichen Beitrag zur Resistenz der archaealen
Zellmembranen gegen 4uReren, mechanischen Stress leistet.*® Diese Eigenschaften archaealer
Lipide bewirken nicht nur eine thermische Stabilitat der Zellmembranen, sondern auch eine
geringere Protonenpermeabilitat.’*314° Dies ist besonders wichtig fir acidophile Archaeen, die
bei niedrigen pH-Werten gedeihen. Die Biosynthese der Membranlipide in den Archaeen ist in
den letzten Jahrzehnten intensiv erforscht und zum groBten Teil aufgekléart worden. Einige
Abschnitte der Synthese, so auch die Herstellung der zyklischen TELS, sind jedoch nach wie
vor noch unklar.t3

Auf Grund ihrer stabilisierenden Eigenschaften sind gerade die TELs in den letzten Jahren
interessant fiir die biotechnologische und biomedizinische Forschung geworden, 9 129 141-144
Dies betrifft vor allem die Entwicklung liposomaler Formulierungen, die durch TELS
stabilisiert sind. Liposomen, die aus extrahierten, archaealen Lipiden hergestellt wurden,
werden als Archaeosomen bezeichnet. Teilweise umfasst diese Bezeichnung auch Vesikel, die
artifizielle Lipide enthalten, welche die Charakteristika archaealer Lipide wie Etherbindungen
und die sn-2,3-Konfiguration aufweisen.'*> 46 Die Gewinnung natirlicher, archaealer Lipide
erfolgt auch heute noch Uber die Extraktion mittels organischer Ldsungsmittel aus dem
Zellmaterial. Die gewonnenen Gesamtlipide machen dabei nur 4 % der Zellmasse aus und
werden noch einmal in die neutrale Lipidfraktion und die polare Lipidfraktion (total polar
lipids, TPL) eingeteilt.!*” Je nach Typ der Archaeen, aus denen die Lipidfraktion extrahiert
wurde, kann die TPL verschiedene Lipide in unterschiedlichen Anteilen umfassen. Diese
Zusammensetzung bestimmt dabei die physikochemischen Eigenschaften des Lipidextraktes
und damit auch die Eigenschaften der anschlieRend hergestellten Archaeosomen.

In zahlreichen Studien zur Stabilitt von Archaeosomen aus natirlichen, archaealen Lipiden
konnte gezeigt werden, dass ein hoherer Anteil an Caldarcheaol der TPL zu einer héheren
thermischen Stabilitat,'“® %einer geringeren Protonen-Permeabilitat'4® ¢ und einer hoheren
Serumstabilitat™® der hergestellten Archacosomen fiinrt. Dies ist auf die stabilisierenden
Eigenschaften der membrandurchspannenden TELs zurtickzufuhren. Archaeosomen aus
Lipidextrakten von Archaeen mit besonders hohem Gehalt an Caldarchaeol (z.B.

Thermoplasma acidophilum, 90 % Standard Caldarchaeol®!) zeigten zudem im Vergleich zu
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unmodifizierten Phospholipid-Liposomen eine erhohte Stabilitdt gegeniiber enzymatischem
Verdau®® und Gallensalzen.®? Archaeale Lipide zeigten im Tierversuch weder bei i.v.-Gabe
noch bei oraler Applikation Zelltoxizitit.®™>® Auf Grund der erhéhten thermischen Stabilitét von
Archaeosomen gegeniiber konventionellen Liposomen besteht zudem die Madoglichkeit,
liposomale Formulierungen aus TELs nach der Herstellung mittels eines Autoklaven zu
sterilisieren, ohne dass Fusion oder Aggregation der Vesikel auftreten.t>*

Diese Eigenschaften der Archaeosomen fuhrten in den letzten Jahren zu einer Reihe
experimenteller, liposomaler Formulierungen mit extrahierten, archaealen Lipiden flr
unterschiedliche Indikationen. Arbeitsgruppen wie Xu et al. sowie FRICKER et al. verwendeten
extrahierte Lipidfraktionen fir die Entwicklung von experimentellen, oralen, liposomalen
Formulierungen und haben bereits erfolgreich Arzneistoffe wie Insulin, Octreotid und
Myrcludex B in diese Vesikel verkapselt,%0: 128, 144,155,156

Weitere Beispiele flr experimentelle, liposomale Formulierungen mit extrahierten,
archaealen Lipiden sind in Tab. 3 aufgefuhrt. Trotz der vielversprechenden Resultate von
Archaeosomen in der Verwendung als Arzneistofftragersystem, ist die Gewinnung der
archaealen Lipide ein kritischer Punkt. Auf Grund der geringen Ausbeute der Lipide im
Vergleich zum Zellmaterial sowie den anspruchsvollen Wachstumsbedingungen der Archaeen
ist die Extraktion archaealer Lipide &uRerst kostenintensiv. Dieser Aspekt fiihrte in den
vergangenen Jahrzehnten zur Entwicklung von Strategien fur die vollsynthetische Herstellung

der TELs 139, 157-162

Tab. 3 Ausgewahlte, experimentelle Archaeosomen-Formulierungen, hergestellt mit extrahierten, archaealen Lipiden.

Arzneistoff Indikation Effekt Referenz
Ovalbumin Krebstherapie Modulation der priméren bzw. angeborenen KRISHNAN et al.
Immunantwort (2003)%€3
Betamethason Entzundung erhohte Anreicherung und Penetration des GONZALEZ-PAREDES et
Wirkstoffs in die Haut, v.a. Epidermis al. (2010)*¢*
Insulin Diabetes Stabilitat bei oraler Anwendung im GIT, Liet al. (2010)'%8
mellitus geringe Permeabilitdt durch das Darmepithel
Concanavalin Entziindung gezielter Transport und Anreicherung von OzceTINet al. (2011)6
A Concanavalin im entztindeten Gewebe oder in
Tumoren
Paclitaxel Brustkrebs Reduzierung der Nebenwirkungen und ALAVI et al. (2014)166
Erh6hung des therapeutischen Index
Somatotropin Kleinwuchs erhohte Bioverfiigbarkeit im Vergleich zu PARMENTIER et al.
konventionellen, liposomalen Formulierungen (2014)*44
Myrcludex B Hepatitis B erhohte, orale Bioverfligbarkeit im Vergleich UHL et al. (2016)*4
zum freien Peptid und konventionellen,
liposomalen Formulierungen
Rifampicin/ Tuberkulose hohere Verkapselungseffizienz der beiden ATTAR et al. (2018)7
Isoniazid Arzneistoffe im Vergleich zu konventionellen
Liposomen
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BENVEGNUE et al. beschaftigen sich seit Jahren mit der Synthese von TELs und deren
Verwendung zur Modifikation von Liposomen hinsichtlich der Stabilisierung fur die orale
Anwendung.®" 8Auch LERICHE et al. verkapselten bereits erfolgreich Arzneistoffe wie
Vincristin und Methotrexat in Liposomen, die synthetisch hergestellte TELs enthalten und fir
die i.v.-Applikation gedacht sind.*®® Auf Grund der strukturellen Komplexitat dieser Lipide ist
jedoch ihre Synthese sehr zeitaufwandig und damit ebenfalls mit hohen Kosten verbunden. Die
Synthese strukturell vereinfachter Analoga der TELSs ist somit ein vielversprechender Ansatz.
Die Herausforderung dabei ist, dass die artifiziellen Bolalipide trotz ihrer vereinfachten
chemischen Struktur weiterhin die stabilisierenden Eigenschaften der naturlichen, archaealen
Lipide aufweisen sollten. Im folgenden Kapitel soll ein kurzer Abriss der artifiziellen
Bolalipide, die in der Arbeitsgruppe DOBNER/DRESCHER (Biochemische Pharmazie/
Biophysikalische Pharmazie, Institut fir Pharmazie, Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg) bereits synthetisiert und charakterisiert wurden, gegeben werden. Der Fokus soll
dabei auf deren Mischbarkeit mit klassischen Phospholipiden liegen.

4.2 ARTIFIZIELLE BOLALIPIDE UND IHRE MISCHBARKEIT MIT

PHOSPHOLIPIDEN — EIN RUCKBLICK

Wie im vorangegangen Kapitel ausgefihrt, ist die Synthese vereinfachter Analoga archaealer
Lipide fur den Einsatz in der pharmazeutischen Technologie ein vielversprechender Ansatz.
Diese Dissertationsschrift knipft an die zahlreichen Studien Uber das Aggregationsverhalten
synthetisierter Bolalipide sowie deren Mischungsverhalten mit konventionellen Lipiden an.
Das artifizielle Bolalipid PC-C32-PC, erstmals 1996 durch HEISER et al. synthetisiert, stellt
dabei eines der einfachsten Modelllipide dar.'%® Es besteht aus zwei PC-Kopfgruppen, die tiber
eine C32-Alkylkette miteinander verbunden sind (siehe Abb. 9A). Dieses Lipidmolekdl
aggregiert bei Raumtemperatur in wéssriger Dispersion in Netzwerken aus helikal aufgebauten
Nanofasern, was die Gelierung der Probenldsung zur Folge hat. Bei der Erwdrmung der
Probendispersion tber 50 °C findet eine Phasenumwandlung statt, bei der sich die Aggregation
des Lipids PC-C32-PC von Fasern zu Mizellen andert (siehe Abb. 9B). Dies hat zur Folge, dass
auch der Gelcharakter der Probenldsung verloren geht. Zwischen 65 °C und 85 °C ist eine
weitere, breite Phasenumwandlung des Lipids detektierbar (siehe Abb. 9B). Sowohl unterhalb
als auch oberhalb dieser zweiten Phasenumwandlung sind mizellare Aggregate vorhanden, was
durch EM-Aufnahmen und Messungen mittels Kleinwinkelneutronenstreuung (small-angle

neutron scattering, SANS) einer wissrigen Dispersion des Lipids belegt werden konnte, 6% 17
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Abb. 9 (A) Strukturformel des Lipids PC-C32-PC. (B) Thermogram mit DSC-Heizkurve einer wassrigen Dispersion
(c=1mgmL™) von PC-C32-PC in Phosphatpuffer mit pH 7,4. Heizrate 60 K h-1. (C) Schematische Darstellung der theoretisch
entstehenden Hohlrdume wenn ein einkettiges Bolalipid wie PC-C32-PC in membrandurchspannender Konformation in eine
Lipiddoppelschicht inkorporiert wird.

In Mischung mit konventionellen Phospholipiden zeigte sich, dass PC-C32-PC sich nicht in
den Lipidbilayer der Phospholipide einbaut, sondern separat in Nanofasern aggregiert.1’* Dies
ist mit dem Missverhaltnis zwischen der GrolRe der PC-Kopfgruppe und dem vergleichsweise
kleinen Querschnitt der Alkylkette des Bolalipidmolekils zu begriinden. Die Einlagerung von
PC-C32-PC in einen konventionellen Lipidbilayer in einer membrandurchspannenden
Konformation wirde in der Entstehung energetisch ungunstiger Hohlrdume resultieren (siehe
Abb. 9C). In Folge dessen aggregiert das Bolalipid separat als auch in Mischung mit
konventionellen Phospholipiden in wassrigen Dispersionen in Form von Nanofasern, in denen
die einzelnen Lipidmolekiile verdreht zueinander vorliegen. Es kommt zudem zur Ausbildung
von hydrophoben Taschen innerhalb dieser Nanofasern, in denen konventionelle Lipide in
geringem Male eingelagert werden konnen. DSC-Heizkurven von Lipidmischungen
klassischer  Phospholipide (DMPC, DPPC) mit PC-C32-PC zeigten in jedem
Mischungsverhaltnis den Umwandlungspeak des reinen Phospholipids und mit zunehmendem
Bolalipidanteil einen oder mehrere, zusatzliche Peaks.*’* 172 Dies belegt die Phasenseparation
der Lipidkomponenten. Die Ausbildung stabilisierter, bolalipidhaltiger, vesikulérer Strukturen
in Mischung mit konventionellen Phospholipiden konnte bisher nicht beobachtet werden. 17173

Um diese Packungsproblematik zu umgehen und die Mischbarkeit mit konventionellen

Phospholipiden zu verbessern, sind verschiedene Ansatzpunkte denkbar:
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(1) Verwendung von konventionellen Phospholipiden mit kleinerer Kopfgruppe als
Mischungspartner fur die artifiziellen Bolalipide;

(i)  Zumischung eines weiteren Mischungspartners wie Cholesterol;

(iii))  Modifikation der Bolalipide durch Verkleinerung der Kopfgruppe oder durch die
Einfihrung raumfullender Substituenten im Bereich der Alkylketten.

Durch die Verwendung konventioneller Phospholipide mit kleinerer Kopfgruppe, wie den
PEs (z.B. 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin, DOPE), konnte keine bessere
Mischbarkeit von PC-C32-PC mit diesen konventionellen Lipiden erreicht werden. In
Untersuchungen des Mischungsverhaltens einer molaren 1:4 und 1:1 Mischung von PC-C32-
PC mit DOPE konnte zwar gezeigt werden, dass es zu einer Verschiebung der
Hauptphasenumwandlung zu héheren Temperaturen der Lipidmischungen im Vergleich zur
Phasenumwandlung des reinen Bolalipids kommt. Die Ursache hierfir liegt aber vermutlich in
der Stabilisierung der Nanofasern durch die Einlagerung von DOPE-Molekilen in
hydrophoben Taschen. Ein vergleichbares Phanomen wurde bereits bei Mischungen mit
anderen, konventionellen Phospholipiden in friiheren Untersuchungen gezeigt.1”* In den EM-
Aufnahmen der Lipidmischungen von PC-C32-PC mit DOPE konnte allerdings schon ab einem
molaren Mischungsverhéltnis von 1:4 (PC-C32-PC:DOPE) das Vorhandensein faserige
Aggregate belegt werden. Dies zeigte, dass bereits bei einem Anteil von 20 mol% PC-C32-PC
in der Lipidmischung das Bolalipid sich nicht in die Lipiddoppelschichten einbaut, sondern
separat in Fasern aggregiert (MULLER/DRESCHER, nicht publizierte Ergebnisse).

Ein weiterer, moglicher Ansatzpunkt fir die Verbesserung der Mischbarkeit von artifiziellen
Bolalipiden mit konventionellen Phospholipiden ist das Zumischen von Cholesterol.
Cholesterol dient in vielen, liposomalen Formulierungen zur Stabilisierung der Membran auf
Grund seiner molekularen Struktur. Es ist kleiner im Vergleich zu konventionellen
Lipidmolekilen und kann die Fluiditat der Lipiddoppelschicht am Ende der Alkylketten
erhéhen wahrend die Alkylketten nahe der Kopfgruppen nahezu in all-trans Konformation
vorliegen.t"2 174 In der Theorie eignet sich Cholesterol somit um die Hohlraume im Lipidbilayer
auszufullen, die durch die Zumischung von symmetrischen, einkettigen Bolalipiden bei einer
Einlagerung in membrandurchspannender Konformation entstehen wirden. Frihere
Untersuchungen konnten allerdings zeigen, dass sich Cholesterol wahrscheinlich in die
hydrophoben Taschen des PC-C32-PC einlagert und DPPC-Lipidbilayer stabilisiert, allerdings

zu keiner besseren Mischbarkeit von Phospholipiden und Bolalipiden beitragt.'"?
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Somit kann eine bessere Mischbarkeit von Bolalipiden mit konventionellen Lipiden nur tiber
die Modifikation der Kopfgruppen oder der Alkylkettenbereiche der Bolalipid-Molekile
realisiert werden. Es ist wichtig zu erwéhnen, dass die Modifikation der chemischen Struktur
artifizieller Bolalipide nicht nur Einfluss auf die Mischbarkeit mit konventionellen
Phospholipiden hat. Zunachst soll daher kurz betrachtet werden, wie das Aggregationsverhalten
der Bolalipide selbst durch die Modifikation ihrer chemischen Struktur beeinflusst wird.

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass die Variation der KopfgruppengroRe
einen entscheidenden Einfluss auf das Aggregationsverhalten der Bolalipide hat. Die Amin-
modifizierten Bolalipide AEPC-C32-AEPC und AETPC-C32-AETPC (siehe Abb. 10) zeigten
auf Grund der Protonierbarkeit ihrer Kopfgruppen ein pH-abhangiges Aggregationsverhalten
in kurze Faserstiicke und Nanofasern.!” Die Synthese und physikochemische
Charakterisierung der einkettigen Bolalipide Me2PE-Cn-Me2PE und MePE-C32-MePE (siehe
Abb. 10) mit Phosphodimethylethanolamin- (Me2PE) bzw. Phosphomonomethylethanolamin-
Kopfgruppe (MePE) konnten zeigen, dass die Art der in wassriger Dispersion gebildeten
Aggregate nicht nur stark vom GroRenverhaltnis der Kopfgruppe zum Alkylkettenquerschnitt
abhangt, sondern dass auch elektrostatische Interaktionen und die Méglichkeit zur Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen benachbarten Kopfgruppen Auswirkungen auf
das Aggregationsverhalten haben.170 176, 177

Fur die Bolalipide Me2PE-C34-Me2PE und Me,PE-C36-Me,PE konnte die Bildung von
drachenférmigen, lamellaren Aggregaten aus Nanofasern beobachtet werden.'’® Ein Verhalten,
welches die PC-Analoga dieser Lipide nicht zeigen. PC-C34-PC und PC-36-PC aggregieren je
nach Temperatur in vernetzten Nanofasern oder Mizellen.3 178 MePE-C32-MePE (siehe Abb.
10) aggregiert hingegen unabhangig von der Temperatur in lamellare Aggregaten.'’ Dies zeigt
deutlich, wie grol der Einfluss der Kopfgruppen auf das Aggregationsverhalten der Bolalipide
ist.

Auch die Alkylkettenlange hat Einfluss auf das Aggregationsverhalten in wassriger
Volumenphase. Die Phasenumwandlung von Fasern zu Mizellen des Bolalipidtyps PC-Cn-PC
verschiebt sich mit abnehmender Kettenlange zu niedrigeren Temperaturen.*’® Wahrend PC-
C32-PC bei 20 °C als Fasern aggregiert, sind in der Probendispersion von PC-C22-PC bei
gleicher Temperatur nur mizellare Aggregate zu finden.
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Abb. 10 Beispiele fur in friheren Studien synthetisierte und charakterisierte Bolalipide mit Kopfgruppenmodifikationen.

Das Aggregationsverhalten der Bolalipide wird zudem durch die Molekilasymmetrie
beeinflusst. Das asymmetrische Bolalipid DMAPPC-C32-POH (siehe Abb. 11) aggregiert in
Fasern, was wie im Falle des Lipids PC-C32-PC zu einer Gelierung der Probenlésung fuhrte.
DMAPPC-C32-OH (siehe Abb. 11) zeigt auf Grund seiner ausgeprégteren Molekilasymmetrie
ein anderes Aggregationsverhalten. In EM-Aufnahmen einer Probendispersion mit pH 5 konnte
sowohl das VVorhandensein von lamellaren Aggregaten als auch Mizellen nachgewiesen werden
— ein Aggregationsverhalten, das sich im alkalischen Medium zu lamellaren Aggregaten und
vesikularen Strukturen anderte.'® In den lamellaren Aggregaten konnte eine interdigitierte
Anordnung der Bolalipidmolekiile nachgewiesen werden. Diese dichte Packung der Molekiile
mit ineinander geschobenen Alkylketten und die Aggregation in lamellare Schichten konnte
auch fur die Bolalipide PC-C17pPhC17-OH und PC-Gly(2C16)C32-OH bewiesen werden —
Molekiile mit Molekiilasymmetrie und Alkylkettenmodifikation (siehe Abb. 11).18% 182

Wie wirkt sich nun die Modifikation der chemischen Struktur der Bolalipide auf ihre
Mischbarkeit mit konventionellen Phospholipiden aus? Durch Alkylkettenmodifikation
artifizieller Bolalipide konnte in friheren Untersuchungen bereits eine verbesserte
Mischbarkeit mit konventionellen Phospholipiden erreicht werden. In Mischung mit dem
konventionellen, geséattigten Phospholipid DPPC suggerierten die physikochemischen
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Abb. 11 Beispiele fur in friheren Studien synthetisierte und charakterisierte Bolalipide mit Alkylkettenmodifikation und
Molekiilasymmetrie.

Untersuchungen der Bolalipide PC-C15AcC15-PC, PC-C32-10,23Me-PC und der
phenylsubstituierten  Bolalipide PC-C17pPhC17-PC, PC-C17mPhC17-PC und PC-
C170PhC17-PC (siehe Abb. 12) eine gewisse Mischbarkeit der Lipidkomponenten,t72 181 183
Allerdings wurden in keinem der Falle die Bildung geschlossener, vesikuldrer Strukturen
beobachtet. Viel mehr kam es zur Bildung scheibchenférmiger Aggregate. Vermutlich bestehen
diese flachen, runden Lipidaggregate sowohl aus konventionellem Phospholipid als auch aus
Bolalipid, wobei sich das Bolaamphiphil vermutlich am Rand der Scheiben anreichert. Somit
kommt es auf Grund der nicht idealen Mischbarkeit von Bolalipid und Phospholipid auch
innerhalb dieser Aggregate zu einer Phasenseparation zwischen den Lipidkomponenten.
Mischungsstudien des membranbildenden Bolalipids PC-C17pPhC17-OH (siehe Abb. 11) und
DPPC zeigten ebenfalls eine Entmischung.'8! Dies entsprach zunichst nicht den Erwartungen,
da beide Lipide in wéssrigen Medien lamellar aggregieren. Anscheinend sind die von PC-
C17pPhC17-OH gebildeten, interdigitierten und damit sehr stabilen Monoschichten
energetisch immer noch giinstiger, als die Anordnung in der DPPC-Lipiddoppelschicht. Die
Resultate dieser Studien zeigen, dass die Mischbarkeit von artifiziellen, einkettigen Bolalipiden
mit konventionellen Bolalipiden durch die Modifikation der chemischen Struktur der

Bolaamphiphile gesteigert werden kann.
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Abb. 12 Beispiele fir in friiheren Studien synthetisierte und charakterisierte Bolalipide, mit denen eine gegentiber PC-C32-
PC verbesserte Mischbarkeit mit konventionellen Phospholipiden erreicht werden konnte.

Besonders vielversprechend erscheint hierbei die Einfuhrung von raumfillenden
Substituenten im Alkylkettenbereich wie im Falle der phenylsubstituierten Bolalipide PC-
C17pPhC17-PC, PC-C17mPhC17-PC und PC-C170PhC17-PC. Eine ideale Mischbarkeit von
Bolalipiden und Phospholipiden, die zur Bildung bolalipidhaltiger Liposomen fuhrt, konnte
trotzdem bisher nicht erreicht werden. Auch das Aggregationsverhalten der synthetisierten
Bolalipide auf Grund ihrer chemischen Struktur kann nach heutigem Wissenstand nicht sicher
vorhergesagt werden. Physikochemische Untersuchungen des Aggregationsverhaltens der
Reinsubstanzen sind somit unabdinglich und ein Bestandteil der vorliegenden Dissertation.
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5. ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

Trotz der Synthese zahlreicher bolaamphiphiler Lipide sowie deren umfassender,
physikochemischen Charakterisierung ist es bis jetzt noch nicht gelungen, ein vereinfachtes
Analogon archaealer Lipide zu entwickeln, welches eine hinreichende Mischbarkeit mit
konventionellen Phospholipiden zeigt um fir die Herstellung einer liposomalen Formulierung
geeignet zu sein. Zudem ist es nach wie vor schwierig, die physikochemischen Eigenschaften
neuer Bolaamphiphile sowie ihre Mischbarkeit mit klassischen Phospholipiden anhand der
chemischen Struktur vorhersagen zu kdnnen.

Die vorliegende Dissertation hat — in Anknlpfung an frihere Arbeiten — zum Ziel, durch
artifizielle Bolalipide stabilisierte Phospholipid-Liposomen herzustellen, die sich fiir die orale

Anwendung eignen. Folgende Punkte wurden hierbei bearbeitet:

1.) Das Aggregationsverhalten neuer Bolaamphiphile in Reinform wurde zun&chst mit
physikochemischen Methoden in wéssriger Volumenphase untersucht. Ziel war es, Gber die
chemische Struktur der Bolaamphiphile deren Aggregationsverhalten in wéssrigen Medien
besser voraussagen zu kénnen.

2.) Die Mischbarkeit der Bolalipide mit konventionellen, geséttigten und ungeséttigten
Phospholipiden wurde eingehend untersucht. Wurde eine Mischbarkeit der Lipide und die
Ausbildung vesikuldrer Aggregate festgestellt, wurde die Lipidmischung durch eine
Polycarbonatmembran extrudiert um bolalipidhaltige Liposomen (Bolasomen) einheitlicher
Grolie herzustellen.

3.) AnschlieRend erfolgte eine eingehende Charakterisierung der hergestellten Liposomen
bezuglich Morphologie, Lagerstabilitat und Permeabilitit gegendber kleinen lonen.

4.) Um eine erste Aussage Uber die Stabilitdt der Liposomen im GIT zu treffen, wurden die
Liposomen in kiinstlichen Verdaumedien bei 37 °C inkubiert und sowohl die Anderung der
PartikelgréRe und PartikelgréRenverteilung als auch die Freisetzung eines wasserloslichen
Fluoreszenzfarbstoffes ber einen festgelegten Zeitraum untersucht. Die Stabilitat der
modifizierten Liposomen wahrend der Gefriertrocknung wurde durch die Untersuchung der

Retention eines Fluoreszenzmarkers beurteilt.

Um die genannten Ziele zu erreichen, wurden zahlreiche physikochemische Methoden zur
Charakterisierung des Aggregationsverhaltens der neuen bipolaren Amphiphile in wéssriger
Suspension als auch deren Mischbarkeit mit verschiedenen membranbildenden Phospholipiden

eingesetzt:
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DSC diente zur Ermittlung von Phasenubergangstemperaturen der reinen Bolalipide als
auch der Phasenubergangstemperaturen von Lipidmischungen und diente damit zu einer
initialen Aussage Uber die Mischbarkeit der Lipidkomponenten.

TEM wurde fir die Visualisierung von Aggregatstrukturen der reinen Lipide und
Lipidmischungen genutzt. Flr genauere Aussagen Uber die Lamellaritdt und Morphologie
von Liposomen wurden auflerdem Aufnahmen cryo-fixierter Proben und Proben, die
mittels Gefrierbruchtechnik (FFEM) angefertigt wurden, verwendet.
Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie  (FTIR) wurde ebenfalls fur die
Untersuchung der Phasentibergdnge der reinen Bolalipide genutzt. Die ermittelten
Wellenzahlen geben Aufschluss tber die Anordnung der Lipide in ihren unterschiedlichen
polymorphen Phasen.

Sowohl SANS als auch die Kleinwinkelrontgenstreuung (small-angle X-ray scattering,
SAXS) wurden fur die Untersuchung der Lipidanordnung innerhalb gebildeter Aggregate
verwendet.

Mittels DLS wurden PartikelgréRen von Liposomen/Bolasomen ermittelt. Durch
PartikelgréRenmessungen Uber einen langeren Zeitraum wurde die Lagerstabilitat der
Vesikel charakterisiert. Durch PartikelgréRenmessungen wéhrend der in vitro Inkubation
konnte die Stabilitdit von Liposomen/Bolasomen in verschiedenen Verdaumedien
charakterisiert werden.

Fur die Permeabilitatsuntersuchungen an Liposomen/Bolasomen wurde die
fluoreszenzspektroskopische Dithionitmethode, entwickelt von MCINTYRE et al., '8
verwendet.

Fur die in vitro Stabilitatstests wurde neben DLS ebenfalls die Fluoreszenzspektroskopie
genutzt. In die Liposomen/Bolasomen wurde der wasserlosliche Fluoreszenzmarker
Calcein verkapselt. Unverkapseltes Calcein wurde mittels SEC abgetrennt. Die
Liposomen/Bolasomen wurden dann in kinstliche Verdaumedien bei 37 °C inkubiert und
die Freisetzung von Calcein uber einen festgelegten Zeitraum gemessen.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte somit zum einen der Zusammenhang zwischen

chemischer Struktur und dem Aggregationsverhalten reiner Bolalipide in waéssriger

Volumenphase untersucht werden. Dies kdnnte es zukinftig moglich machen, Bolalipide zu

synthetisieren, die ein vorhersehbares, gewiinschtes Aggregationsverhalten aufweisen.

Zentraler Inhalt dieser Dissertation ist die Charakterisierung der Mischbarkeit von

artifiziellen Bolalipiden mit konventionellen Phospholipiden mit dem Ziel, eine
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Bolalipid-stabilisierte, liposomale Formulierung fir eine zukinftige, orale Anwendung
herzustellen. Hierfir musste zunéchst ein Bolalipid identifiziert werden, dass eine hinreichende
Mischbarkeit mit konventionellen Phospholipiden unter Beibehaltung der liposomalen Struktur
zeigt. Diese Mischbarkeit ist eine VVoraussetzung fur die Bildung stabiler Bolasomen.

Alle weiteren Arbeitspunkte dieser Dissertationen haben zum Ziel, erste Aussagen tber die
Eignung der liposomalen Formulierung fir die orale Applikation zu treffen. Hierzu zdhlen zum
einen die Permeabilitatstestungen um zu Uberprifen, ob die Vesikel, wie bereits friiher flr
Archaeosomen aus extrahierten TELs gezeigt,'®'®" eine geringere Protonenpermeabilitit
aufweisen. Dies konnte ein erstes Indiz fur die erhohte Stabilitat im sauren Milieu des Magens
sein. Mittels in vitro Stabilitatsuntersuchungen in kinstlichen Verdaumedien kdnnen dann
Aussagen Uber die Stabilitat der modifizierten Vesikel in den verschiedenen Abschnitten des
GIT und damit gegeniber unterschiedlichen pH-Werten, enzymatischen Verdau und
Gallensalzen getroffen werden. Sollten die Resultate dieser Untersuchungen vielversprechend
ausfallen, konnte dies ein erster Schritt zur Entwicklung eines neuen, bolalipidhaltigen

Arzneistofftragersystems fir die orale Anwendung sein.

Fur diese Dissertation wurden zwei unterschiedliche Arten von Bolalipiden verwendet:

a) asymmetrische Glyceroldietherbolalipide sowie

b) einkettige, alkylverzweigte Bolalipide.
Die asymmetrischen Glyceroldietherbolalipide wurden von Dr. THOMAS MARKOWSKI
(Biochemische Pharmazie, Institut fur Pharmazie, Martin-Luther-Universitat, Halle-
Wittenberg) synthetisiert und zur Verfugung gestellt. Die einkettigen, alkylverzweigten
Bolalipide wurden von Dipl.-Pharm. KAl GRUHLE (Biophysikalische Pharmazie, Institut fir
Pharmazie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) synthetisiert und zur Verfiigung

gestellt. Die chemische Struktur dieser Bolalipide ist in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13 Chemische Struktur der in dieser Dissertation charakterisierten asymmetrischen Glyceroldietherbolalipide (links) und
einkettigen, alkylverzweigten Bolalipide (rechts). Kopfgruppenmodifikationen (blau und orange) und Alkylkettenmodifikationen
(grun), in denen sich die Lipide innerhalb der beiden Gruppen unterscheiden, sind farblich hinterlegt. Asymmetrische
Glyceroldietherbolalipide: (1) Me:PE-Gly(2C16)C32-OH, (2) PC-Gly(2C16Me)C32-PC, (3) PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE.
Einkettige, alkylverzweigte Bolalipide: (4) PC-C32(1,32C3)-PC, (5) PC-C32(1,32C6)-PC, (6) PC-C32(1,32C9)-PC.
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6. PUBLIKATIONEN

Im Folgenden sind sechs Publikationen, die die Grundlage flr diese Dissertation sind, durch
die Auflistung des Originaltitels, der Autoren, des Fachjournals mit Erscheinungsjahr, Ausgabe
und Seitenzahlen zusammengefasst. Weiterhin sind die prozentualen Eigenanteile an Design,
Durchfiihrung der Experimente, Auswertung der Messergebnisse und Verfassen der

Publikation tabellarisch aufgefthrt.
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7.1 AGGREGATIONSVERHALTEN ASYMMETRISCHER

GLYCEROLDIETHERBOLALIPIDE

Da das Aggregationsverhalten bolaamphiphiler Molekiile in wassriger Lésung nicht mit Hilfe
der Berechnung des Packungsparameters (P) vorhergesagt werden kann, ist die
physikochemische Untersuchung synthetisierter Bolalipide in wassrigen Dispersionen
unerlasslich. Zum einen kann so das Aggregationsverhalten in Mischung mit konventionellen
Phospholipiden besser eingeschétzt werden und zum anderen erhdlt man so ein besseres
Verstandnis fur den Zusammenhang zwischen chemischer Struktur der Bolalipide und ihrem
Aggregationsverhalten.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde das Aggregationsverhalten der asymmetrischen
Glyceroldietherbolalipide Me2PE-Gly(2C16)C32-OH, PC-Gly(2C16Me)C32-PC und PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE  im wassrigen Milieu charakterisiert. Auf Grund der
Protonierbarkeit der Me-PE-Kopfgruppe des Bolalipids Me2PE-Gly(2C16)C32-OH, wurde
das Aggregationsverhalten dieses Bolalipids in wassrigen Lésungen in Abhangigkeit vom pH-
Wert untersucht (Publikation 1, T. MARKOWSKI, S. MUELLER, B. DOBNER, A. MEISTER, A.
BLUME und S. DRESCHER, Polymers, 2017, 9, 573).18 Untersuchungen mittels DSC, FTIR und
EM-Aufnahmen negativ kontrastierter Proben zeigten bei pH 5,0 die Bildung von
kondensierten, lamellaren Schichten. Mit zunehmendem pH-Wert konnte in den EM-
Aufnahmen eine leichte Verdnderung der Aggregatstruktur beobachtet werden. Bei pH 7,7
aggregierte Me2PE-Gly(2C16)C32-OH in groRere lamellare Aggregate, bei pH 10,0 konnten
zudem kleinere, scheibchenférmige Aggregate in den EM-Aufnahmen detektiert werden.

Das Thermogram von Me2PE-Gly(2C16)C32-OH zeigt eine erste Umwandlung zur
Gelphase zwischen T = 27-35 °C und eine zweite Umwandlung bei T > 80 °C, bei der die
Umwandlung zur flissig-kristallinen Phase stattfindet. Im Rahmen dieser Dissertation konnte
gezeigt werden, dass die Existenz beider Phasenumwandlungen von Me2PE-Gly(2C16)C32-
OH unabhangig vom pH-Wert des Dispersionsmediums ist. Mit zunehmendem pH-Wert zeigte
sich in den DSC-Daten des Bolalipids nur eine geringfugige Verschiebung beider
Phasenumwandlungen zu niedrigeren Temperaturwerten. Der Grund hierflr ist die
zunehmende Deprotonierung der Kopfgruppen bei hoheren pH-Werten, welche zu einer
AbstoRung der Kopfgruppen und damit zu einer leichten Destabilisierung der Lipidaggregate
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fuhrt. Diese pH-abhangige Verschiebung der Phasenumwandlungstemperaturen wurde bereits
in friheren Studien fir das Bolalipid Me,PE-C32-Me-PE beobachtet und ebenfalls auf den
unterschiedlichen Grad der Protonierung der Kopfgruppen der Lipide zuriickgefiihrt.2’® 177

Das Aggregationsverhalten von Me2PE-Gly(2C16)C32-OH ahnelt bei physiologischen pH-
Werten seinem PC-Analogon PC-Gly(2C16)C32-OH.'®2 Die Bildung lamellarer Aggregate in
wassriger VVolumenphase konnte auch fur PC-Gly(2C16)C32-OH mittels EM-Aufnahmen
nachgewiesen werden.*®? Sowohl die DSC-Heizkurven des Lipids Me2PE-Gly(2C16)C32-OH
als auch PC-Gly(2C16)C32-OH zeigen bei physiologischem pH zwei Phasen-umwandlungen
im Temperaturbereich zwischen 5-90 °C. Die Phasenumwandlungen von Me2PE-
Gly(2C16)C32-OH sind im Vergleich zu den Phasenumwandlung des Bolalipids PC-
Gly(2C16)C32-OH auf Grund der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den protonierten Me;PE-Kopfgruppen der Me2PE-Gly(2C16)C32-OH-Molekiile zu héheren
Temperaturen verschoben. FTIR-Messungen von Me2PE-Gly(2C16)C32-OH ergaben, analog
zu PC-Gly(2C16)C32-0OH, eine sehr dichte Packung der Alkylketten des Lipids innerhalb der
Aggregate. Der Vergleich der physikochemischen Daten von Me2PE-Gly(2C16)C32-OH und
dem PC-Analogon PC-Gly(2C16)C32-OH fuhrte zu der Erkenntnis, dass der Austausch einer
PC-Kopfgruppe gegen eine Me,PE-Kopfgruppe in diesem Fall keine entscheidenden
Auswirkungen auf das Aggregationsverhalten der Lipide hat. Der unterschiedliche
Protonierungsgrad der Me,PE-Kopfgruppe beeinflusst nicht das Aggregationsverhalten
zwischen pH 5-10, sondern lediglich die Temperaturwerte, bei denen die Phasenumwandlungen
stattfinden.

Die Verschiebung der Phasenumwandlung auf Grund des unterschiedlichen
Protonierungsgrades der Me.PE-Kopfgruppe konnte auch bei dem asymmetrischen
Glyceroldietherbolalipid PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE festgestellt werden (Publikation 2, S.
DRESCHER, C. OTTO, S. MUELLER, V. M. GARAMUS, C. J. GARVEY, S. GRUENERT, A. LISCHKA,
A. MEISTER, A. BLUME und B. DOBNER, Langmuir, 2018, 34, 4360-4373).18% Mit zunehmendem
pH-Wert des Dispersionsmedium konnte in den DSC-Thermogrammen des Bolalipids PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE eine Verschiebung der Hauptphasenumwandlung zu niedrigeren
Temperaturen beobachtet werden, was wiederrum auf eine zunehmende Deprotonierung der
Me,PE-Kopfgruppe und die damit einhergehende, starkere AbstoRung zurtickzufihren ist.

Im Vergleich zur Hauptphasenumwandlung des PC-Analogon PC-Gly(2C16Me)C32-PC
ist die Umwandlung von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE zu hoheren Temperaturen
verschoben.'® Dies beweist, dass es analog zu Me:PE-Gly(2C16)C32-OH und anderer
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Bolalipide bei dem Austausch einer PC-Kopfgruppe gegen eine Me;PE-Kopfgruppe von
ansonsten strukturell identischen Bolalipiden zu einer Stabilisierung der Lipidaggregate durch
die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Kopfgruppen kommt.

FTIR-Messungen ergaben, dass die Wellenzahlen sowohl der symmetrischen (vs(CH>)) als
auch asymmetrischen CH»-Streckschwingung (vas(CH2)) von PC-Gly(2C16Me)C32-PC im
Vergleich zu den entsprechenden Messwerten des Bolalipids PC-Gly(2C16Me)C32-OH héher
sind.'® Dies spricht dafiir, dass der groRere, sterische Anspruch der zweiten PC-Kopfgruppe
von PC-Gly(2C16Me)C32-PC im Vergleich zur kleinen Hydroxyl-Kopfgruppe von PC-
Gly(2C16Me)C32-0OH eine dhnliche dichte Packung der Alkylketten in den Lipidaggregaten
verhindert.

EM-Aufnahmen der Lipidaggregate von PC-Gly(2C16Me)C32-PC zeigten sowohl unter-
als auch oberhalb der Phasenumwandlung die Bildung lamellarer Aggregate und weniger
kollabierter Vesikel. Ein ahnliches Aggregationsverhalten konnte auch fur PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE bei pH 5,0 und pH 7,6 in den EM-Aufnahmen beobachtet werden.
Messungen mittels SAXS zeigten sowohl im Falle des Lipids PC-Gly(2C16Me)C32-PC als
auch PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE eine interdigitierte Anordnung der Lipidmolekdle in
lamellaren Aggregaten. Dies bestétigt erneut die Annahme, dass der Austausch der PC-
Kopfgruppe gegen eine MeoPE-Kopfgruppe nur eine geringe Auswirkung auf das
Aggregationsverhalten bei physiologischen pH-Werten hat.

Das Aggregationsverhalten von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE énderte sich jedoch bei
héheren pH-Werten. Ab pH 10,0 kam es zur Ausbildung von Kleineren, runden, lamellaren
Aggregaten. Mit zunehmendem pH konnte eine Strukturierung der Oberflache dieser kleinen
lamellaren Aggregate beobachtet werden und ab pH 11 konnten in EM-Aufnahmen der Probe
Fasern detektiert werden, die sich wahrscheinlich aus den lamellaren Strukturen bildeten. Bei
pH 12 waren in dem EM-Aufnahmen des Bolalipids ausschlieflich Fasern und Faserbiindel mit
einer Dicke von 7-24 nm erkennbar. Diese Anderung des Aggregationsverhaltens war auch
makroskopisch durch die Aufklarung der Probendispersion erkennbar. Die Anordnung der
Bolalipidmolekiile von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE in den Fasern ist noch nicht vollstandig
geklart. Wahrscheinlich sind die Lipidmolekiile eng nebeneinander und gegeneinander verdreht
angeordnet. Mittels SANS-Messungen konnte ein Faserdurchmesser von 7,3 nm ermittelt
werden. Da dies die Lange eines PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE-Molekiils von 6 nm (ibersteigt,
ist eine Neigung der einzelnen Lipide gegenuber der Faserachse, wie sie fur PC-C32-PC und

Me,PE-C32-Me,PE gezeigt werden konnte, eher unwahrscheinlich.®
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Der molekulare Mechanismus hinter der Entstehung der Fasern aus lamellaren Aggregaten
ist bisher ebenfalls noch nicht vollstandig aufgeklart. Flr einkettige, unmodifizierte Bolalipide
mit Me,PE-Kopfgruppe (Me2PE-Cn-Me;PE, n = 34, 36) wurde ein ahnliches Aggregations-
verhalten bereits in friiheren Studien beobachtet.”® Allerdings bildeten sich im Falle dieser
Bolalipide nach kurzer Lagerungszeit lamellare Aggregate aus Fasern und dies Dbei
Raumtemperatur und ohne pH-Anderung. Dieser Prozess fand solange statt, bis alle Fasern in
lamellare Aggregate umgewandelt waren. Die Anderung des Aggregationsverhaltens wurde
damit erklart, dass mit zunehmender Lange der Alkylketten die Anordnung in lamellaren
Aggregaten energetisch glnstiger ist, als die Aggregation in Fasern. Bezogen auf die PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE wiirde dies bedeuten, dass mit zunehmendem pH-Wert die
Anordnung in Fasern die energetisch gunstigere Aggregationsform ist. Dies kdnnte mit der
AbstoRung der benachbarten Me,PE-Kopfgruppen erklart werden, da diese mit zunehmendem
pH-Wert deprotoniert werden und somit eine negative Ladung aufweisen. Die Konsequenz
waére dann die Anordnung in Fasern, in denen die Kopfgruppen sich auf Grund der Drehung der
Bolalipidmolekiile gegeneinander nicht mehr direkt nebeneinander befinden. Die Anderung des
Aggregationsverhaltens von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE bei hohen pH-Werten scheint kein
kinetischer Effekt zu sein wie im Falle der Me,PE-Cn-Me2PE Bolalipide — wéhrend der
Lagerung verénderten sich die lamellaren Aggregate von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE nicht.

Die im Rahmen dieser Dissertation gewonnenen Erkenntnisse Uber das Aggregations-
verhalten asymmetrischer Glyceroldietherbolalipide ergdnzen und bestatigen das Wissen ber
den Zusammenhang der chemischen Struktur synthetisierter Bolalipide und ihrem
Aggregationsverhalten in wéssrigen Lésungen:

i.  die Einflhrung einer Me2PE-Kopfgruppe fihrt im Vergleich zu einer PC-Kopfgruppe
zu einer zusatzlichen Stabilisierung der Kopfgruppenbereiche der bolaamphiphilen
Lipide auf Grund der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen;

ii. diese Stabilisierung fuhrt wiederum zur Verschiebung der Phasenumwandlung zu
hoheren Temperaturen im Vergleich zu dem entsprechenden PC-Analogon;

iii.  durch die zunehmende Deprotonierung der Me-PE-Kopfgruppe mit steigendem pH-
Wert der Dispersion kommt es zu einer Verschiebung der Phasenumwandlung des
Bolalipids zu niedrigeren Temperaturen;

iv.  mit steigendem pH-Wert kommt es im Falle von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE zur

Umwandlung lamellarer Aggregate zu Fasern;
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v. asymmetrische Glyceroldietherbolalipide mit PC/OH-Kopfgruppen besitzen auf Grund
der geringen Grol3e der Hydroxylgruppe in der Gelphase dichter gepackter Alkylketten
als die entsprechenden Lipide mit PC/PC-Kopfgruppe;

vi. alle untersuchten Glyceroldietherbolalipide aggregieren auf Grund ihrer
asymmetrischen, chemischen Struktur in interdigitierte, lamellare und vorzugsweise
planare Schichten — die Ausbildung von vesikuléren Strukturen ist auf Grund der
dichten Packung der Alkylketten und der hohen Biegesteifigkeit der lamellaren

Aggregate erschwert.

7.2 AGGREGATIONSVERHALTEN EINKETTIGER, ALKYLSUBSTITUIERTER

BOLALIPIDE

Neben dem Aggregationsverhalten von asymmetrischen Glyceroldietherbolalipiden wurden im
Rahmen dieser Dissertation auch die physikochemischen Eigenschaften einkettiger,
alkylsubstituierter Bolalipide untersucht (Publikation 3, K. GRUHLE, S. MUELLER, A. MEISTER
und S. DRESCHER, Org. Biomol. Chem., 2018, 16, 2711-2724).1!

Die unterschiedlich langen Alkylsubstituenten dieser Gruppe von synthetischen Bolalipiden
sollen eine bessere Mischbarkeit mit konventionellen Phospholipiden im Vergleich zum
symmetrischen, einkettigen PC-C32-PC bewirken. Obwohl sich die drei untersuchten
Bolalipide PC-C32(1,32C3)-PC, PC-C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-PC nur in der
Lange ihrer Alkylsubstituenten unterscheiden, weisen sie untereinander ein sehr
unterschiedliches Aggregationsverhalten auf. Mit zunehmender Lange der Alkylsubstituenten
kommt es demnach zu einer Verschiebung der Phasenumwandlung zu niedrigeren
Temperaturen. Dies ist vermutlich bedingt durch die gegenseitige Stérung der Anordnung der
Lipidmolekile auf Grund des zunehmenden, sterischen Anspruchs der Alkylseitenketten.
Sowohl die Anordnung der Lipidmolekile in Monoschichten als auch die Aggregation in
Fasern wurde beobachtet. Das Aggregationsverhalten der einkettigen, alkylverzweigten
Bolalipide ist zusammenfassend in Tab. 4 dargestellt. Die neu gewonnenen Erkenntnisse ber
das Aggregationsverhalten einkettiger, alkylverzweigter als auch asymmetrischer
Glyceroldietherbolalipide erganzen und bestétigen das Wissen aus friheren Untersuchungen
uber das Aggregationsverhalten verschiedenster, artifizieller Bolalipide. Ausgewahlte,
artifizielle Bolalipide und ihre bevorzugte Aggregationsform in wassrigen Losungen sind zur
Ubersicht in Tab. 5 dargestellt.
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Tab. 4 Hauptphasenumwandlungstemperaturen und beobachtetes Aggregationsverhalten unter — und oberhalb der
Phasenumwandlung der in dieser Dissertation charakterisierten, einkettigen, alkylverzweigten Bolalipide.

Bolalipide Tn[°C] Aggregatfo_ltm unterhalb Aggregatf(_)rrm oberhalb
PC-C32(1,32C3)-PC 63,2 lamellar (vermutlich Mizellen
oder Fasern)
PC-C32(1,32C6)-PC 20,7 Fasern Fasern (zirkulér)
PC-C32(1,32C9)-PC 20,8 Fasern lamellar

Vergleicht man das Aggregationsverhalten dieser synthetischen Bolalipide mit dem

natirlicher,

archaealer Lipide, wird deutlich, dass nur geringe Abwandlungen der

urspriinglichen, chemischen Struktur zu einem deutlich anderen Aggregationsverhalten fuhren.

Natlrliche TELs aggregieren auf Grund ihrer membrandurchspannenden, ringférmigen

Struktur bevorzugt in Monoschichten.®*! Dieses Aggregationsverhalten in Kombination mit der

Ausbildung zahlreicher Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Kopfgruppen ist neben

weiteren Faktoren verantwortlich fir den membranstabilisierenden Effekt der TELS.

Tab. 5 Schematische Darstellung verschiedener, synthetischer Bolalipide, Beispielverbindungen mit entsprechender Referenz
sowie das bevorzugte Aggregationsverhalten dieser Verbindungen in wassriger Dispersion. Die Bolalipide, deren
Aggregationsverhalten im Rahmen dieser Dissertation charakterisiert wurde, sind dick gedruckt dargestellt. Modifiziert nach

S. DRESCHER et al.189

einkettige Bolalipide

Me,PE-C32-Me,PE,
PC-C17pPhC17-PC

lamellare Aggregate

schematische Darstellung Beispiele bevorzugte Referenz
Aggregationsform in
waéssriger Losung
O——0 Liposomen.
. — schichtférmige Aggregate
Diglyceroltetraetherlipide
PC-C32-PC, Fasern, Mizellen, 169, 176-179, 194

o0~———0

einkettige, alkylverzweigte
Bolalipide

PC-C32(1,32C3)-PC,
PC-C32(1,32C6)-PC,
PC-C32(1,32C9)-PC

Fasern, lamellare
Aggregate

191, 195

O’N\-—°

einkettige, asymmetrische
Bolalipide

DMAPPC-C32-0OH,
PC-C32-0OH,
PC-C22-OH,
PC-C17pPhC17-OH

Monoschichten mit
interdigiert angeordneten
Molekiilen, Fasern

181, 194, 196

o

stark asymmetrische
Glyceroldietherbolalipide

PC-Gly(2C16)C32-OH,
PC-Gly(2C16Me)C32-OH,
Me;PE-Gly(2C16)C32-OH

grol3e, schichtférmige
Aggregate mit
interdigitiert angeordneten
Molekilen

182, 188

o——90

asymmetrische
Glyeroldietherbolalipide

PC-Gly(2C16Me)C32-PC,
PC-Gly(2C16Me)C32-Me:PE

lamellare Aggregate mit
interdigitiert angeordneten
Molekiilen
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Die artifiziellen Diglyceroltetraetherlipide ahneln strukturell stark den natirlichen TELs und
aggregieren bereits ohne Zumischung anderer Lipide in Liposomen.®® Allerdings sind diese
Lipide synthetisch sehr aufwendig herzustellen und damit flr eine spétere Herstellung im
industriellen MaRstab nicht geeignet. Die Aggregation in Monoschichten analog zu natiirlichen
TELs konnte auch fur die asymmetrischen Glyceroldietherbolalipide und fur die einkettigen,
asymmetrischen Bolalipide beobachtet werden, 8! 182 188,189,194, 1% Alerdings kommt es bei
diesen artifiziellen Lipiden zu einer Aggregation in interdigitierten Schichten mit dichter
Packung der Lipidmolekiile und Alkylketten. Diese hohe Biegesteifigkeit der entstandenen,
lamellaren Aggregate und die hohe Stabilitat dieser Schichten erschwert die Bildung einer
Kurvatur und damit die Ausbildung von Vesikeln — dies macht perspektivisch die Zumischung
monopolarer  Lipide zu den asymmetrischen  Glyceroldietherbolalipiden  PC-
Gly(2C16Me)C32-PC und PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE fir die Herstellung von Liposomen
unabdinglich. Die Mischbarkeitsstudien von PC-Gly(2C16Me)C32-PC und PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE mit konventionellen, monopolaren Phospholipiden sind Bestandteil
dieser Dissertation und werden im nachfolgenden Kapitel eingehender beschrieben. Einkettige,
unverzweigte Bolalipide zeigten je nach Kopfgruppe und Molekilsymmetrie die Aggregation
in Flachen, Mizellen, Wurmmizellen und auch Fasern. Die Aggregation von Fasern konnte fir
naturliche, archaeale Lipide bisher nicht beobachtet werden. Bei den einkettigen, verzweigten
Bolalipiden PC-C32(1,32C3)-PC, PC-C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-PC konnte die
Bildung sowohl von Fasern als auch die Bildung lamellarer Aggregate bewiesen werden.
Daraus ergab sich die Fragestellung, ob durch die Zumischung membranbildender Lipide
Liposomen hergestellt werden konnen, welche die Bolalipide PC-C32(1,32C3)-PC, PC-
C32(1,32C6)-PC oder PC-C32(1,32C9)-PC enthalten. Im Rahmen dieser Dissertation wurde
die Mischbarkeit dieser Bolalipiden mit konventionellen Lipiden eingehend untersucht und ist

in Kapitel 7.4 beschrieben.
7.3 MISCHBARKEIT ASYMMETRISCHER GLYCEROLDIETHERBOLALIPIDE MIT
MEMBRANBILDENDEN LIPIDEN

Wie bereits in dieser Dissertationsschrift ausgefuhrt, zeigt das einkettige, symmetrische
Bolalipid PC-C32-PC keine ideale Mischbarkeit mit konventionellen Phospholipiden.
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einkettiges, asymmetrische
symmetrisches Glyceroldiether-
Bolalipid bolalipide
konventionelles PC-C32-PC
Phospholipid
Hohlrdume

Abb. 14 Schematische Darstellung der entstehenden Hohlr&ume in der Lipiddoppelschicht bei der Einlagerung von PC-C32-
PC in einer membrandurchspannenden Konformation sowie der Ausfullung dieser Hohlrdume durch die chemische Struktur
der asymmetrischen Glyceroldietherbolalipide.

Der Grund dafur sind energetisch ungunstige Hohlrdume, die entstehen, wenn das einkettige
Bolalipid in einer membrandurchspannenden Konformation in eine Lipiddoppelschicht
eingelagert wird (siehe Abb. 14). Durch die methlysubstituierte C16-Alkylkette in sn-2 Position
der asymmetrischen Glyceroldietherbolalipide sollen diese Hohlrdume in den Lipid-
doppelschichten ausgeftllt werden (siehe Abb. 14). Dies sollte wiederum zu einer besseren
Mischbarkeit von Bolalipiden mit konventionellen Phospholipiden flhren.

Durch die Verwendung der Bolalipide PC-Gly(2C16Me)C32-PC und PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE konnte auflerdem der Einfluss unterschiedlicher Kopfgruppen auf
die Mischbarkeit mit konventionellen Phospholipiden untersucht werden (Publikation 4, S.
MUELLER, A. MEISTER, C. OTTO, G. HAUSE und S. DRESCHER, Biophys. Chem., 2018, 238, 39-
48).1%" Als konventionelle Phospholipide wurden das geséttigte Phospholipid DPPC und das
ungeséttigte Phospholipid 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) genutzt.

Fir die physikochemischen Untersuchungen wurden Lipidmischungen mit Uberschuss an
Phospholipid (molares Verhéltnis 1:4, Bolalipid:Phospholipid) und Mischungen mit
Uberschuss an Bolalipid (molares Verhiltnis 4:1, Bolalipid:Phospholipid) hergestellt. Da die
Me,PE-Kopfgruppe von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE pH-abhéngig unterschiedlich
protoniert ist, wurde zudem das Mischungsverhalten dieses Lipids mit DPPC und DOPC bei
den pH-Werten 5,0, 7,6 und 10,0 untersucht.

Sowohl fir PC-Gly(2C16Me)C32-PC als auch fur PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE wurde
unabhangig vom pH-Wert der Probendispersion in Mischung mit DPPC mit einem

Bolalipidanteil von 20 mol% mittels DSC-Messungen und EM-Aufnahmen der
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Probendispersionen eine Phasenseparation der Lipidkomponenten festgestellt (siehe Abb. 15).
Die Mischbarkeit der beiden Bolalipide PC-Gly(2C16Me)C32-PC  und PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE mit DPPC unterschied sich bei physiologischen pH-Wert nicht und
somit kann davon ausgegangen werden, dass weder die unterschiedliche Kopfgruppe der Lipide
noch der Protonierungsgrad der Me,PE-Kopfgruppe von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE in
diesem Fall einen Einfluss auf die Mischbarkeit mit DPPC hat.

Bei einem Bolalipidanteil von 80 mol% zeigen die DSC-Daten aller untersuchter
Lipidmischungen eine gewisse Mischbarkeit der Lipidkomponenten. Der Phasen-
umwandlungspeak des Phospholipids DPPC war nicht mehr im Thermogramm sichtbar, was
auf eine Mischbarkeit schliefen liel3. Trotzdem war der Peak des jeweiligen Bolalipids im
Thermogramm aller untersuchten Lipidmischungen nach wie vor detektierbar, was gegen eine
ideale Mischbarkeit der Lipidkomponenten spricht. Der Peak war dabei im Vergleich zum Peak
des reinen Bolalipids in allen Fallen zu niedrigeren Temperaturen verschoben, was auf eine
Destabilisierung der Bolalipidaggregate schlielen l&sst. Dies ist vermutlich auf die Einlagerung
von DPPC-Molekilen in die Lipidaggregate zuriickzuftihren. Die Entmischung innerhalb der
Lipidaggregate und damit die Bildung von Lipiddoménen aus DPPC und Bolalipid ist
wahrscheinlich. Durch die Bildung grofer, lamellarer Aggregate in den 4:1 Lipidmischungen
der beiden Bolalipide PC-Gly(2C16Me)C32-PC und PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE mit
DPPC, welche durch EM-Aufnahmen der Lipidproben visualisiert wurden, konnte keine
Extrusion durchgefiihrt werden.'®” Der Grund fiir die begrenzte Mischbarkeit der beiden
untersuchten Bolalipide mit DPPC kann erneut mit der Ausbildung energetisch unglinstiger
Hohlrdume im Lipidbilayer erklart werden. Auf Grund dessen, dass DPPC bei Raumtemperatur
in der Gelphase vorliegt, befinden sich die Alkylketten des Phospholipids in einer all-trans
Konformation und sind damit steif und dicht gepackt. Somit kénnen die Fettsaureketten des
konventionellen Lipids noch vorhandene Hohlrdume in der Lipiddoppelschicht nicht
hinreichend ausfullen. Aus diesem Grund wurde DPPC als Mischungspartner fiir PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE und PC-Gly(2C16Me)C32-PC in einer weiteren Serie an
Mischungsversuchen gegen DOPC ausgetauscht. Im Gegensatz zu DPPC (Tm = 42 °C), befindet
sich DOPC (Tm = -17 °C) bei Raumtemperatur in einer flissig-kristallinen Phase mit fluiden
Alkylketten. Die Vermutung lag nahe, dass durch die fluiden Alkylketten des Phospholipids
DOPC die theoretischen Hohlrdume in der Lipiddoppelschicht besser ausgefillt und die

Mischbarkeit von Bolalipid und Phospholipid weiter verbessert werden konnte. Tatséchlich
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Abb. 15 Beispiele flr Phasenseparation und Mischbarkeit von Lipidkomponenten: DSC-Heizkurven der 1:4
(Bolalipid:Phospholipid, n:n) Lipidmischungen von PC-Gly(2C16Me)C32-PC mit (A) DPPC und (B) DOPC in Phosphatpuffer
pH 7,6. (A) Aus der Heizkurve l&sst sich entnehmen, dass sich in der Lipidmischung vermutlich unterschiedliche phospholipid-
und bolalipidreiche Doméanen gebildet haben, die beim Erwérmen der Probendispersion separat schmelzen (rote Pfeile). (B)
Die stark verbreiterte Phasenumwandlung (roter Pfeil) der Lipidmischung lasst auf eine Mischbarkeit der Lipidkomponenten
schlieBen. DSC-Heizkurven der reinen Bolalipide sind zum Vergleich gezeigt. Die Heizrate bei den Messungen war 60 K h,
Die Kurven sind vertikal verschoben.

zeigten die DSC-Messungen der 1:4 (Bolalipid:Phospholipid, n:n) Lipidmischungen von PC-
Gly(2C16Me)C32-PC und PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE  mit DOPC eine gewisse
Mischbarkeit; innerhalb des Messbereichs konnten keine bzw. nur eine sehr breite
Phasenumwandlung beobachtet werden (siehe Abb. 15). Die DSC-Kurven der entsprechenden
Lipidmischungen von PC-Gly(2C16Me)C32-PC und PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE wiesen
bei pH 7,6 keine Unterscheide auf. Somit hatten die unterschiedlichen Kopfgruppen auch in
Kombination mit DOPC keinen Einfluss auf die Mischbarkeit. Auch mit unterschiedlichem
Protonierungsgrad der Me,PE-Kopfgruppe anderte sich das Mischungsverhalten von PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE mit DOPC nicht.

Die DSC-Heizkurven der entsprechenden 4:1 Mischungen suggerierten ein ahnliches
Mischungsverhalten wie mit DPPC. EM Bilder der 4:1 Mischungen zeigten die Bildung groRer,
lamellarer Aggregate. EM Bilder der 1:4 Lipidmischungen von PC-Gly(2C16Me)C32-PC
bzw. PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE mit DOPC zeigten kleinere, lamellare Aggregate und
kollabierte, vesikuléare Strukturen. Auf Grund dieser Aufnahmen und der durch die DSC-Daten
suggerierten Mischbarkeit, erfolgte eine Extrusion (100 nm) der 1:4 Lipidmischung von PC-
Gly(2C16Me)C32-PC mit DOPC bei physiologischem pH-Wert als auch der 1:4 Mischung

129



DISKUSSION

von PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE mit DOPC
bei physiologischem pH sowie pH 5,0 und 10,0.
EM-Aufnahmen negativ kontrastierter Proben
zeigten in allen Lipidmischungen nach der
Extrusion runde, lamellare Aggregate mit
einem Durchmesser zwischen 100-200 nm.
Um die Bildung von Liposomen in diesen
Proben zu bestédtigen, wurden von den 1:4
Lipidmischungen von PC-Gly(2C16Me)C32-
PC mit DOPC und PC-Gly(2C16Me)C32-
Me2PE mit DOPC (pH 7,6) zusétzlich EM
Abb. 16 cryoEM-Aufnahmen einer wassrigen Suspension Proben mit cryo-Fixierung angefertigt. Die

einer PC-Gly(2C16Me)C32-PC/DOPC Lipidmischung (1:4,

n:n). Pfeile deuten auf tubulare Vesikel. Lipid-konzentration ~entsprechenden EM-Aufnahmen bestatigten die
¢ = 3 mM in Phosphatpuffer mit pH 7,6. Entnommen aus

Publikation 4. Bildung von Vesikel mit einer GréRe von 100-

200 nm (siehe Abb. 16). Zusatzlich konnten auch einige langliche Vesikel in den Aufnahmen
der cryo-Proben detektiert werden (siehe Abb. 16, weilRe Pfeile). Dieser Effekt wurde bereits in
Studien anderer Arbeitsgruppen bei Vesikeln mit unterschiedlichen Lipidkomponenten be-
obachtet. Xu et al. begrindeten die Form ihrer langlichen Vesikel mit der unterschiedlichen
Phasenlage der einzelnen Lipidkomponenten im Vesikel.*® Eine weitere Erklarung fiir die
Form der Liposomen ist das Auftreten von Packungsdefekten in den Liposomen. Packungs-
defekte bezeichnet hierbei Lucken in der Anordnung der Lipide in einer Lipiddoppelschicht auf
Grund der chemischen Struktur und Geometrie der Lipide. Packungsdefekte werden besonders
haufig in Zusammenhang mit ungesattigten Lipiden beobachtet.!®® Grund hierfiir sind ihre
Alkylketten mit Doppelbindungen. Diese filhren zu sogenannten kinks (Knicke), die eine
besonders groRe sterische Raumforderung aufweisen.

PartikelgroRenmessungen mittels DLS bewiesen die Stabilitdt der hergestellten PC-
Gly(2C16Me)C32-PC/DOPC- und PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE/DOPC-Liposomen bei
physiologischem pH sowie pH 5,0 und 10,0 beziuglich Partikelgroe (z-average) und
PartikelgroRenverteilung (poly dispersity index, Pdl) Uber 21 Tage mit zwischenzeitlicher
Lagerung bei 4°C.
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Insgesamt kann aus diesen Resultaten abgeleitet werden, dass

I.  die Mischbarkeit der Glyceroldietherbolalipide mit konventionellen Phospholipiden
weder von der Art der Kopfgruppe (PC- oder Me2PE-Kopfgruppe) noch vom Grad der
Protonierung der Kopfgruppe beeinflusst wird;

ii.  asymmetrische Glyceroldietherbolalipide auf Grund ihrer chemischen Struktur in
Kombination mit den steifen Alkylketten des konventionellen Phospholipids keine
ideale Mischbarkeit mit DPPC zeigen;

iii.  im Falle der Bolalipide PC-Gly(2C16Me)C32-PC und PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE
in einem molaren Verhdltnis von 1:4 (n:n, Bolalipid:Phospholipid) mit dem
ungeséttigten Phospholipid DOPC eine gewisse Mischbarkeit erreicht werden kann,
welche nach der Extrusion der Lipidmischungen in Bolasomen mit einheitlicher
PartikelgroRe resultiert;

iv.  die hergestellten Bolasomen lagerstabil Giber mindestens 21 Tage sind;

v. im Zuge dieser Untersuchungen erstmalig die Herstellung von Liposomen gelungen ist,

die artifizielle Glyceroldietherbolalipiden enthalten.

Weiterhin bestatigten diese Resultate auch die Annahme, dass eine Entmischung von
artifiziellen Bolalipiden und konventionellen Phospholipiden auf Grund von energetisch
ungunstigen Hohlrdumen in der Lipiddoppelschicht entsteht. Wéhrend die steifen, gesattigten
Alkylketten des DPPC nicht in der Lage sind, diese Hohlrdume auszufillen, flhrte die
Verwendung des ungeséttigten DOPC zu einer Mischbarkeit von Bolalipiden und

Phospholipiden.
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7.4 MISCHBARKEIT EINKETTIGER, ALKYLVERZWEIGTER BOLALIPIDE MIT

MEMBRANBILDENDEN LIPIDEN

Im Vergleich zum einkettigen Bolalipid PC-C32-PC tragen die Bolalipide PC-C32(1,32C3)-
PC, PC-C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-PC C3-, C6- oder C9-Alkyl-substituenten in
1- und 32-Position der membrandurchspannenden Alkylketten. Diese Substituenten sollen in
Mischung mit membranbildenden Lipiden Hohlraume in der Lipiddoppelschicht ausfillen und
somit zu einer besseren Mischbarkeit von Phospholipiden und Bolalipiden fiihren (siehe Abb.
17).

eimkettiges, einkettige,
symmetrisches alkylverzweigte
Bolalipid Bolalipide
konventionelles PC-C32-PC
Phospholipid
Hohlrdaume

Abb. 17 Schematische Darstellung der entstehenden Hohlrdume in der Lipiddoppelschicht bei der Einlagerung von PC-C32-
PC in einer membrandurchspannenden Konformation sowie der Ausfiillung dieser Hohlrdume durch die chemische Struktur
der einkettigen, alkylverzweigten Bolalipide.

Die Mischungsexperimente mit den Glyceroldietherbolalipiden resultierten in der
Erkenntnis, dass membranbildende Lipide mit fluiden Alkylketten gegentiber geséttigten
Phospholipiden eine bessere Mischbarkeit mit artifiziellen Bolalipiden zeigen (siehe auch
Kapitel 7.3). Aus diesem Grund wurden in den Mischungsexperimenten mit den einkettigen,
alkylsubstituierten Bolalipiden neben DPPC auch 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin  (POPC) und DOPC als Mischungspartner verwendet (Publikation 5,

S. MUELLER, M. KIND, K. GRUHLE, G. HAUSE, A. MEISTER und S. DRESCHER, Biophys. Chem.,
2019, 244, 1-10).1°° Mit den Bolalipiden PC-C32(1,32C3)-PC, PC-C32(1,32C6)-PC und PC-
C32(1,32C9)-PC und den Phospholipiden DPPC, POPC und DOPC wurden Lipidmischungen
mit einem molaren Verhéltnis von jeweils 1:4 (Bolalipid:Phospholipid), 1:1 und 4:1 hergestellt.
Durch die Verwendung von DPPC, POPC und DOPC konnte zudem auch der Einfluss des
Séattigungsgrads der  konventionellen  Phospholipide auf die Mischbarkeit der

Lipidkomponenten untersucht werden. In Mischung mit DPPC konnte fur keines der
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PC-C32(1,32C9)-PC:DOPC einkettigen, alkylsubstituierten Bolalipide in den

T T T untersuchten Mischungsverhéltnissen eine Misch-

20 @I 1 barkeit festgestellt werden. Durch diese Resultate

o1 wurde deutlich, dass mit DPPC als Mischungspartner

15 g die Lange der Alkylsubstituenten bis C9 unerheblich

- 1:4 fir die Mischbarkeit zu sein scheint und auch eine

Ff " - C9-Alkylkette die Hohlraume in der DPPC-

g 10 Lipiddoppelschicht nicht ausreichend ausfiillen kann,

3 um eine Mischbarkeit der Lipidkomponenten zu
S 5 bewirken.

Durch die Mischungsexperimente mit POPC und

DOPC wurde deutlich, dass die zunehmende Lénge

des Alkylsubstituenten des Bolalipids eine bessere

20 30 40 50 60 70 Mischbarkeit mit ungeséttigten, konventionellen
Temperatur / °C Phospholipiden bedingt. Wahrend die Thermogramme
_ von PC-C32(1,32C3)-PC mit allen drei verwendeten

Abb. 18 DSC_ I—_|e|zl_<urven der PC-C32(1,32C9_)-
PC/DOPC Lipidmischungen (c = 3 mM) in phospholipiden in allen drei untersuchten, molaren

Phosphatpuffer pH 7,4. Heizrate: 60 K h*t. DSC
Heizkurven der reinen Lipide sind zum Vergleich \/grhaltnissen Entmischungstendenzen zeigten, konnte

gezeigt. Die Kurven sind vertikal verschoben.
Entnommen aus Publikation 5. in den DSC-Kurven von PC-C32(1,32C6)-PC und PC-
C32(1,32C9)-PC mit POPC oder DOPC in den molaren Verhaltnissen von 1:4 (und 1:1 im
Falle der Lipidmischungen mit PC-C32(1,32C9)-PC, siehe Abb. 18) keine oder nur noch sehr
breite Umwandlungen innerhalb des Messbereichs beobachtet werden. Da auch die
Phasenumwandlung des reinen Bolalipids in den Thermogrammen dieser Lipidmischungen
nicht mehr detektierbar war, wurde eine Mischbarkeit der Lipidkomponenten angenommen.
Hierbei ist zu beachten, dass zusatzliche Phasenumwandlungen unterhalb des Messbereichs
(5-90 °C) nicht ausgeschlossen werden konnen. Nach der Extrusion der 1:4 (n:n,
Bolalipid:Phospholipid) Lipidmischungen von PC-C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-
PC mit POPC und DOPC konnte mittels EM-Aufnahmen die Bildung von Liposomen mit einer
Grole von 100-200 nm bestatigt werden. Im Falle cryo-fixierter EM Proben konnten, wie
bereits fur Liposomen mit asymmetrischen Glyceroldietherbolalipiden, einige langliche
Liposomen in den EM-Aufnahmen detektiert werden.

Auch in diesem Fall ist das Auftreten von Packungsdefekten oder die unterschiedliche

Phasenlage der Lipidkomponenten eine mdgliche Erklarung fir diese Beobachtung. In den
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FFEM-Aufnahmen der 1:4 Lipidmischungen von PC-
C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)- PC mit DOPC
konnte zudem eine raue Oberflache der Vesikel im
Vergleich zum umliegenden Eis beobachtet werden
(siehe Abb. 19). BEVERIDGE et al. machten in den ;
FFEM-Aufnahmen ihrer Archaeosomen mit
membrandurchspannenden  TELs eine  &hnliche

Beobachtung. Die Arbeitsgruppe vermutete die Bildung |
von TEL-Komplexen als die Ursache fir dieses
Phanomen.?” Im Falle der PC-C32(1,32C6)-
PC/DOPC- und PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC-Vesikel

kdnnte die raue Oberflache somit auf die Bildung von

Abb. 19 FFEM-Aufnahmen einer wassrigen
Dispersion einer PC-C32(1,32C6)-PC/DOPC
Lipidmischung (1:4, n:n). Die raue Oberflache
der Vesikel im Vergleich zum umgebenden Eis ist
im vergroRerten Bildausschnitt deutlich zu

. " " . . kennen. Lipidkonzentration ¢ = 6 mM in PBS
Bolalipid-Komplexen  zurlickzufiuhren sein. Dies ﬁ]rite;,:eh tpicionzentration ¢ =5 ML

bedeutet, dass die FFEM-Aufnahmen die Einlagerung der Bolalipide PC-C32(1,32C6)-PC und
PC-C32(1,32C9)-PC in die Vesikelmembran bestétigten.

PartikelgréRenmessungen mittels DLS bewiesen weiterhin die Stabilitat der hergestellten
Bolasomen bezlglich PartikelgroBe und PartikelgroRenverteilung Gber 21 Tage mit
zwischenzeitlicher Lagerung bei 4°C.

Aus diesen Resultaten kann zusammengefasst werden, dass:

i. die Mischbarkeit der einkettigen, alkylsubstituierten Bolalipide mit ungeséttigten
Phospholipiden mit zunehmender Lange des Alkylsubstituenten zunimmt;

ii. einkettige, alkylsubstituierte Bolalipide auf Grund der steifen Alkylketten des
konventionellen Phospholipids auch unabhangig von der Lange des Alkylsubstituenten
keine ideale Mischbarkeit mit DPPC zeigen;

iii. im Falle der Bolalipide PC-C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-PC in einem
molaren Verhdltnis von 1:4 und 1:1 (Bolalipid:Phospholipid) mit den ungeséttigten
Phospholipiden POPC und DOPC eine Mischbarkeit erreicht werden kann, welche im
Falle der 1:4 Mischungen nach der Extrusion der Lipidmischungen bewiesenermal3en
in Bolasomen mit einheitlicher PartikelgroRe resultiert;

iv.  die hergestellten Bolasomen lagerstabil Gber mindestens 21 Tage sind;

v. im Zuge dieser Untersuchungen erstmalig die Herstellung von Liposomen gelungen ist,

die artifizielle, alkylsubstituierte, einkettige Bolalipide enthalten.
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7.5 INVITRO STABILITATSUNTERSUCHUNGEN AN BOLALIPID-LIPOSOMEN

Die Mischungsexperimente mit asymmetrischen Glyceroldietherbolalipiden und einkettigen,
alkylverzweigten Bolalipiden haben in Kombination mit ungesattigten Phospholipiden
vielversprechende Resultate geliefert. Auf Grund der guten Mischbarkeit von artifiziellen
Bolalipiden mit den membranbildenden Phospholipiden POPC und DOPC, war es erstmals
maoglich, modifizierte Vesikel herzustellen, die die Bolalipide PC-Gly(2C16Me)C32-PC oder
PC-Gly(2C16Me)C32-Me2PE  bzw. PC-C32(1,32C6)-PC oder PC-C32(1,32C9)-PC
enthalten. Dies ist ein erster erfolgreicher Schritt in Richtung des Ziels, eine Bolalipid-
stabilisierte, liposomale Formulierung herzustellen, die fur die orale Gabe geeignet ist. Auf
Grund dieses Anwendungsziels war der logische, néchste Schritt in vitro Untersuchungen der
hergestellten Bolasomen beziiglich ihrer Stabilitat im GIT durchzufiihren.

Da die Synthese der einkettigen, alkylsubstituierten Bolalipide gegeniiber der Synthese der
asymmetrischen Glyceroldietherbolalipiden weniger zeitaufwéandig und kostenintensiv (vgl.
GRUHLE et al. und DRESCHER et al.)'® 1% und damit perspektivisch 6konomischer ist, wurden
die Bolalipid-Liposomen mit PC-C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-PC fur die
Stabilitatsuntersuchungen ausgewahlt.

Neben Liposomen, hergestellt aus den 1:4 Lipidmischungen PC-C32(1,32C6)-PC/DOPC
und PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC, wurde auch eine 1:4 Lipidmischung von PC-C32(1,32C9)-
PC mit Sojalecithin (SojaPC) fur weiterfihrende Untersuchungen verwendet (Publikation 6,
S. MUELLER, K. GRUHLE, A. MEISTER, G. HAUSE und S. DRESCHER, Pharmaceutics, 2019, 11,
646).2%° Da in den letzten Jahren in der pharmazeutischen Industrie ein Trend zu Verwendung
von Lipiden aus natirlichen Ressourcen entstand, wurde mit Hinblick auf eine spatere,
industrielle Herstellung von Bolasomen das natirliche Sojalecithin  (SojaPC) als
Mischungspartner des Bolalipids PC-C32(1,32C9)-PC ausgewdhlt.’* 201

Sowohl DSC-Thermogram als auch EM-Aufnahmen der extrudieren 1:4 Lipidmischung von
PC-C32(1,32C9)-PC/SojaPC waren vergleichbar zu den entsprechenden Daten der Lipid-
mischung PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC.?® Im Gegensatz zu den PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC-
Vesikeln zeigten Messungen mittels DLS der PC-C32(1,32C9)-PC/SojaPC-Liposomen an
Tag 7 nach der Extrusion und Lagerung bei 4 °C Instabilitaten bezlglich PartikelgroRe und
PartikelgroRenverteilung. Die volumengewichtete PartikelgrofRenverteilung suggerierte eine
bimodale GroRenverteilung in der Probendispersion, was auf Fusion oder Aggregation der

Liposomen in der Probe auf Grund der Oxidationsanfélligkeit des Sojalecithins schliel3en lief3.
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Die Stabilitat archaealer Zellmembranen bei niedrigen pH-Werten l&sst sich unter anderem
mit der geringeren Permeabilitat der Lipidschichten gegen Protonen begriinden.?%> 203 Diese
verminderte Permeabilitat ware eine wiinschenswerte Eigenschaft oral verabreichter, bolalipid-
haltiger Liposomen. Fir die Testung der Permeabilitit der modifizierten Liposomen wurde die
Dithionitmethode von MCINTYRE et al. verwendet.’3* Es wurde die Permeabilitat von PC-
C32(1,32C6)-PC/DOPC und PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC Liposomen im Vergleich zu
konventionellen DOPC-Vesikeln charakterisiert und festgestellt, dass die Permeation
zugesetzter Dithionitionen durch die Bolalipid-modifizierte Membran fast zweimal so schnell
erfolgt, wie im Fall der unmodifizierten Vesikel. Dieses Ergebnis entsprach zunéchst nicht den
Erwartungen, dass die inkorporierten Bolalipide die Permeabilitat der Membran herabsetzen.
Allerdings war in den FFEM-Aufnahmen der modifizierten Bolalipid-Liposomen eine raue
Oberflache der Vesikel beobachtet worden (siehe Abb. 19), die einer Domanenbildung der
Bolalipide zugeschrieben wurde. Es ist daher naheliegend, die erhdhte Permeabilitat der
bolalipidhaltigen Liposomen auch auf diese intravesikulare Phasenseparation zurtickzufihren.
Die Membranen der modifizierten Vesikel zeigten vermutlich auf Grund von Membrandefekten
eine hohere Permeabilitat gegeniiber den Dithionitionen. Auch wenn diese Beobachtung nicht
den anfanglichen Erwartungen entsprach, war dies trotzdem ein weiterer Beweis fur die
erfolgreiche Einlagerung von Bolalipidmolekilen in eine konventionelle Liposomenmembran.
Zur Testung der in vitro Stabilitat der Bolasomen, hergestellt aus den Lipidmischungen PC-
C32(1,32C6)-PC/DOPC, PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC sowie PC-C32(1,32C9)-PC/SojaPC,
wurden die Bolalipid-Liposomen und entsprechenden, unmodifizierte Liposomen als Vergleich
in kiinstliche Verdaumedien bei 37 °C inkubiert. Sowohl die Messung der Partikelgrofiie als
auch die Bestimmung der Freisetzung eines wasserloslichen Fluoreszenzfarbstoffes, der zuvor
in die Vesikel verkapselt wurde, sollten eine Aussage Uber die Stabilitat der modifizierten
Vesikel in den unterschiedlichen Verdaumedien liefern.

Wéhrend der Inkubation in PBS (phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzldsung)
setzten alle Bolalipid-Liposomen tber die Inkubationszeit von drei Stunden deutlich weniger
Calcein frei als konventionelle Liposomen (Abb. 20A) Dies suggeriert die Bildung einer
Diffusionsbarriere fiir das hydrophile Calcein durch die Modifikation der Liposomenmembran
mit artifiziellen Bolalipiden. Fur alle untersuchten Bolalipid-Liposomen als auch die
konventionellen, unmodifizierten Vesikel, konnte wahrend der Inkubation in PBS (ber den

Messzeitraum von vier Stunden keine Anderung der PartikelgroRe festgestellt werden.

136



DISKUSSION

100 "A - *- Dok g 100 LC B i
- -4 - SojaPC '\i—\.{,__—-———- —y
—#—PC-C32(1,32C6)-PC:DOPC (1:4, n:77) S S S &

0L —a_pe ' E ]
A—PC-C32(1,32C9)-PC:DOPC (1:4, n.11) 80 L "‘i"*'*ﬁ- B e e ¥
—v—PC-C32(1,32C9)-PC:SojaPC (1:4, n:n) z h

— - < 70+ T & —8 |

X N x *

= 80} B =

5 L o Bogpl) 8- Dorc 4

@ T T8 2 - -4 -SojaPC

) © © 4L —e—Pc-c321,32¢6-PCDOPC (1:4, ) ]

€ € € —A—PC-C32(1,32€9)-PC:DOPC (1:4, n:n))

@ 10 i 3 8 30 —v—PC-C32(1,32C9)-PC:S0jaPC (1:4, n.n) -

© P e 1 = S

(&) S I - O O 9 4

iai' - 4 - 50jaPC ]
I T T . 10 B

A3 X x —e— PC-C32(1,32C6)-PC:DOPC (1:4, n.7)

& I —A— PC-C32(1,32C9)-PC:DOPC (1:4, n:m) | ok J

e . . *7 —w— PC-C32(1,32C9)-PC: ScjaPC (1:4, n.n)

N S R S M i e Al N R T S
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 40 80 80 100 120 140 160 180 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 20 Calceinfreisetzung von konventionellen und Bolalipid-modifizierten Vesikeln wahrend der Inkubation bei 37 °C in
(A) PBS, (B) SGF und (C) SIF. Gesamtlipidkonzentration von allen Lipiddispersionen nach der Verdiinnung mit den
entsprechenden Inkubationsmedien: ¢ = 0,071 mM. Entnommen aus Publikation 6.

Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Diffusion des Calceins bei allen Vesikeln
in diesem Dispersionsmedium durch eine intakte Liposomenmembran erfolgte.

Wahrend der Inkubation der Vesikel in kinstlichem Magensaft (simulated gastric fluid,
SGF) zeigten alle Vesikel keine Verédnderung in der Partikelgrofie oder deren Verteilung. Somit
kann erneut davon ausgegangen werden, dass das freigesetzte Calcein durch eine intakte
Liposomenmembran diffundierte. PC-C32(1,32C6)-PC/DOPC Liposomen zeigten im
Vergleich zu unmodifizierten Liposomen eine fast 50 % geringere Freisetzung an Calcein
(sieche Abb. 20B). Auch PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC Liposomen setzten weniger
Fluoreszenzmarker frei als die entsprechenden konventionellen Vesikel. Diese Ergebnisse
zeigen, dass durch artifizielle Bolalipide eine verbesserte Stabilitdit von Phospholipid-
Liposomen unter bestimmten physiologischen Bedingungen erreicht werden kann. Der
molekulare Mechanismus der Stabilisierung der Liposomenmembran ist bisher noch nicht
geklart. Moglich wére die Bildung einer Diffusionsbarriere auf Grund der sterischen Hinderung
durch die Alkylsubstiuenten der Bolalipide. Da die Liposomen vor dem Versuch nicht
extrudiert wurden, ist auch ein Einfluss der unterschiedlichen Lamellaritat der modifizierten
Liposomen denkbar. Je mehr Lipiddoppelschichten ein Liposom aufweist, desto weniger im
Inneren verkapseltes Calcein wird Uber einen bestimmten Zeitraum freigesetzt.

Durch die Messergebnisse der Calceinfreisetzung der PC-C32(1,32C9)-PC/SojaPC-
Liposomen in SGF konnte gezeigt werde, dass der membranstabilisierende Effekt der
Bolalipide auch durch die verwendete, konventionelle Lipidkomponente beeinflusst wird.

Die modifizierten PC-C32(1,32C9)-PC/SojaPC-Liposomen setzten im Vergleich zu den
konventionellen SojaPC-Vesikeln ca. 15 % mehr Calcein nach drei Stunden Inkubationszeit

frei (siehe Abb. 20B). Der Grund hierflr kann derzeit nur vermutet werden. Moglicherweise
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erzeugen die Bolalipide in der Liposomenmembran in diesem Fall eine Stérung der
Packungsdichte der Lipide, welche die Diffusion von Calcein durch die Membran erleichtert.
Auch ein Einfluss auf die Lamellaritéat der Liposomen ist in diesem Fall denkbar.

Die erhohte Freisetzung von Calcein aller Liposomen in SGF im Vergleich zu der
Freisetzung in PBS ist vermutlich auf die hohe Protonenkonzentration im Verdaumedium und
daraus resultierend einer leichten Destabilisierung der Liposomenmembran zurtickzufiihren
ohne dass dabei die Integritat der Liposomen zerstort wurde.?®* Auch die Unterschiede im
osmotischen Druck zwischen dem wassrigen Innenraum des Liposoms und dem umgebenden
Dispersionsmediums auf Grund der hohen Protonenkonzentration kdnnen die Freisetzung des
Calceins fordern.?%®

Archaeosomen mit TELs zeigen eine erhéhte Stabilitat bei niedrigen pH-Werten auf Grund
ihrer geringeren Permeabilitat gegenuber kleinen Molekilen. Methylverzweigungen in den
Alkylketten der Lipide scheinen die Permeabilitit dabei besonders stark herabzusetzen. 8> 206
Dieser stabilisierende Effekt bei der Inkubation in SGF konnte vor allem fiir PC-C32(1,32C6)-
PC/DOPC-Liposomen nachgewiesen werden wahrend PC-C32(1,32C9)-PC/DOPC-
Liposomen gegeniiber PC-C32(1,32C6)-PC/DOPC-Liposomen eine hohere Freisetzung von
Calcein in SGF zeigten. Somit scheinen C6-Alkylsubstituenten einen stabilisierenden Effekt
auf die Liposomenmembran in SGF zu haben, wohingegen langere, C9-Alkylsubstituenten die
Permeabilitat gegentiber Calcein wieder erhéhen.

Wihrend die modifizierten und konventionelle Liposomen in PBS und SGF sehr
unterschiedliche Stabilitaten zeigten, wurden alle inkubierten Vesikel kurze Zeit nach Beginn
der Inkubation in kinstlichem Darmsaft (simulated intestinal fluid, SIF) zu Mischmizellen
solubilisiert. Dies &uRerte sich in einer Anderung der PartikelgroRe auf 2-12 nm sowie der
Freisetzung von 70-95 % des verkapselten Calceins innerhalb der ersten 15 Minuten nach
Beginn der Inkubation (siehe Abb. 20C). Die Stabilitat der untersuchten Bolasomen in SIF
entsprach nicht den Erwartungen. Es erfolgte eine rasche Solubilisierung durch die im
Verdaumedium enthaltenen Gallensalze. Gallensalze stellen fir lipidhaltige Arzneistofftrager
vermutlich die anspruchsvollsteHiirde im GIT dar.?%” Es konnte in zahlreichen Untersuchungen
gezeigt werden, dass Archaeosomen mit natirlichen TELs eine gegenliber konventionellen
Liposomen erhéhte Stabilitat gegen Gallensalze aufweisen.'#® 147157 Diese Eigenschaft konnte
fur die in der vorliegenden Dissertationsschrift charakterisierten Bolasomen nicht
nachgewiesen werden — die verwendeten Bolalipide PC-C32(1,32C6)-PC und PC-
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C32(1,32C9)-PC scheinen die Liposomenmembran nicht gegen die Einlagerung von
Gallensalzen stabilisieren zu konnen.

Mit Hinblick auf eine spétere, industrielle Fertigung von Bolalipid-haltigen Liposomen fiir
die orale Anwendung wurde eine Gefriertrocknung von PC-C32(1,32C9)-PC/SojaPC-
Liposomen sowie konventionellen SojaPC-Liposomen zum Vergleich durchgefuhrt. Hierfur
wurde entweder Trehalose oder Lysin als Kryoprotektor der waéssrigen Phase der
Lipiddispersion zugesetzt. Vor der Gefriertrocknung wurde zunachst die Verkapselungs-
effizienz der PC-C32(1,32C9)-PC/SojaPC-Liposomen und SojaPC-Liposomen fir Calcein
ermittelt. Bolalipidhaltige Liposomen zeigten vor der Gefriertrocknung sowohl bei der
Verwendung von Lysin als auch Trehalose als Kryoprotektor eine hohere
Verkapselungseffizienz fiir Calcein gegentiber konventionellen SojaPC-Liposomen (siehe Abb.
21A). Da die Liposomen in allen Féllen nicht extrudiert waren, ist es moglich, dass auch eine
unterschiedliche Lamellaritat dieses Ergebnis beeinflusst. Um eine Aussage Uber die Stabilitét
der Bolalipid-Liposomen wéhrend der Gefriertrocknung treffen zu kdnnen, wurde die Retention
des verkapselten Fluoreszenzmarkers Calceins wahrend der Gefriertrocknung und
anschlieBenden Rekonstitution der Vesikel bestimmt. Sowohl bei der Verwendung des
Kryoprotektors Lysin als auch Trehalose, zeigten bolalipidhaltige Liposomen vergleichbare
Retentionen gegenuber konventionellen Vesikeln (siehe Abb. 21B).
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Abb. 21 (A) Verkapselungseffizienz (%) der konventionellen SojaPC-Liposomen (graue Balken) und modifizierten PC-
C32(1,32C9)-PC/SojaPC-Liposomen (griine Balken) fir Calcein vor der Gefriertrocknung in PBS mit entweder Lysin (linke
Seite) oder Trehalose (rechte Seite) als Kryoprotektor. (B) Calceinretention (%) nach der Gefriertrocknung und Rehydratation
mit deionisiertem Wasser von konventionellen SojaPC-Liposomen (graue Balken) und modifizierten PC-C32(1,32C9)-
PC/SojaPC-Liposomen (griine Balken) mit der Verwendung von entweder Lysin (linke Seite) oder Trehalose (rechte Seite) als
Kryoprotektor.
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8. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen dieser Dissertation wurden drei zentrale Fragestellungen beziiglich asymmetrischer
Glyceroldietherbolalipide und einkettiger, alkylsubstituierter Bolalipide umfassend bearbeitet.
Zum einen wurde das Aggregationsverhalten der reinen Bolalipide in wassrigen Lésungen
eingehend charakterisiert. Zum anderen wurde die Mischbarkeit der Bolalipide mit
membranbildenden Phospholipiden untersucht und geeignete Lipidmischungen fir die
Herstellung modifizierter, bolalipidhaltiger Liposomen evaluiert. Darauf aufbauend erfolgte
eine eingehende Charakterisierung der hergestellten Bolasomen. Mittels Untersuchungen der
modifizierten Liposomen beziglich der Stabilitat im GIT konnte eine erste Aussage uber die
Eignung als zukunftiges, orales Arzneistofftragersystem getroffen werden.

Das Aggregationsverhalten der reinen Bolalipide wurde mit unterschiedlichen Methoden
wie DSC, TEM, FTIR, SANS, SAXS und DLS in wassriger Volumenphase charakterisiert.
Zudem wurde der Einfluss der Molekulstruktur wie der Molekulasymmetrie, die
Protonierbarkeit der Kopfgruppen sowie die Lange von Alkylsubstituenten auf das
Aggregationsverhalten in wassrigen Dispersionen untersucht und diskutiert. Die gewonnenen
Erkenntnisse bestatigen und erganzen das Wissen Uber das Aggregationsverhalten von
artifiziellen Bolalipiden und bilden die Basis fiir weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet.

Nach wie vor ist das Aggregationsverhalten artifizieller Bolalipide nicht tiber die chemische
Struktur der Molekile eindeutig vorrausagbar. In dieser Dissertation konnte die bevorzugte
Aggregation der asymmetrischen Glyceroldietherbolalipide in lamellare, interdigitierte
Schichten bestatigt werden. Parameter wie Phasenumwandlungen, Stabilitat der lamellaren
Schichten oder Neigungswinkel der Molekule im Lipidbilayer sind trotzdem noch immer nur
experimentell ermittelbar. Nicht vollstandig geklart ist auch das sich andernde
Aggregationsverhalten von Bolalipiden mit Me;PE-Kopfgruppen in Dispersionen mit
unterschiedlichen pH-Werten. Durch weitere experimentelle Untersuchungen und die Synthese
neuer, asymmetrischer Bolalipide und Bolalipide mit protonierbaren Kopfgruppen kdnnten
weitere Erkenntnisse Uber das Aggregationsverhalten dieser Lipide erlangt werden.

Die einkettigen, alkylsubstituierten Bolalipide, die im Rahmen dieser Dissertationsschrift
physikochemisch charakterisiert wurden, sind eine vollig neue Gruppe artifizieller Bolalipide.
Die Anderung der Lange der Alkylsubstituenten flhrte zu einem sehr unterschiedlichen
Aggregationsverhalten der drei untersuchten Bolalipide PC-C32(1,32C3)-PC, PC-
C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-PC. Sowohl die Anordnung der Lipidmolekiile in den
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beobachteten ~Aggregaten als auch die Triebkraft hinter der Anderung des
Aggregationsverhaltens sind nach wie vor noch unklar und sollten Gegenstand zukdinftiger
Untersuchungen sein. Geeignete Methoden fiir die Bestimmung der Anordnung der Molekiile
in den Lipidaggregaten sind hierbei SANS und SAXS.

Auch Messungen mittels FTIR konnte das Aggregationsverhalten der Bolalipide wahrend
der Phasenumwandlungen eingehender charakterisieren. Die Synthese weiterer,
alkylverzweigter Bolalipide konnte zu einem besseren Verstandnis fir das

Aggregationsverhalten dieser Gruppe artifizieller Bolalipide beitragen.

Eine weitere Fragestellung dieser Dissertation war die Mischbarkeit artifizieller Bolalipide
mit konventionellen Phospholipiden. Sowohl die asymmetrische Glyceroldietherbolalipide PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE  und PC-Gly(2C16Me)C32-PC als auch die einkettigen,
alkylsubstituierten Bolalipide PC-C32(1,32C6)-PC und PC-C32(1,32C9)-PC zeigten eine
Mischbarkeit mit ungeséttigten Phospholipiden. Auf Grund dieser Mischbarkeit gelang es,
Phospholipid-Liposomen herzustellen, die entweder asymmetrische Glyceroldietherbolalipide
oder einkettige, alkylsubstituierte Bolalipide enthielten.

Bolasomen, hergestellt mit den asymmetrischen Glyceroldietherbolalipiden PC-
Gly(2C16Me)C32-Me2PE und PC-Gly(2C16Me)C32-PC, wurden im Rahmen dieser
Dissertation lediglich bezliglicher ihrer Lagerstabilitit und mittels EM-Aufnahmen
charakterisiert. Zukiinftige Arbeiten konnten weitere Daten bezuglich Permeabilitat der
modifizierten Liposomen sowie in vitro Stabilitdt generieren. Da allerdings die Synthese der
Glyceroldietherbolalipide im Vergleich zu der Herstellung einkettiger, alkylsubstituierter
Bolalipide sehr zeitaufwéndig ist, ist eine zukunftige Verwendung dieser Bolalipide im
industriellen Malstab sehr unwahrscheinlich. Trotzdem konnten weitere Daten zur
Stabilisierung von Liposomen mittels asymmetrischer Glyceroldietherbolalipide zu einem
besseren Verstandnis tber bolalipidhaltige Liposomen fiihren.

Die Stabilisierung von Liposomen mittels einkettiger, alkylsubstituierter Bolalipide
erscheint vielversprechend. Die modifizierten Vesikel zeigen bei der Verwendung eines
synthetischen Lipids als Mischungspartner (POPC, DOPC) eine gute Lagerstabilitat sowie eine
Stabilisierung konventioneller Liposomen bei physiologischem pH sowie in kiunstlichem
Magensaft.

In der vorliegenden Dissertationsschrift wurden Liposomen mit einem Bolalipidanteil von
20 mol% hergestellt und eingehend charakterisiert. Die Variation des Bolalipidanteils sollte
Gegenstand zukunftiger Arbeiten auf diesem Gebiet sein. Dies konnte den Einfluss des
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Bolalipids auf die Morphologie, Permeabilitdt und Stabilitdt modifizierter Liposomen in
kinstlichen Verdaumedien genauer charakterisieren.

Es konnte im Rahmen dieser Dissertation gezeigt werden, dass die Variation der
konventionellen Lipidkomponente erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften bolalipid-
haltiger Liposomen hat. So zeigten DOPC-Bolasomen mit einkettigen, alkylsubstituierten
Bolalipiden eine hohere Stabilitat in SGF als konventionelle DOPC-Vesikel. Hingegen setzten
SojaPC-Bolasomen mit dem gleichen molaren Anteil desselben Bolalipids im gleichen
Verdaumedium deutlich mehr Calcein frei als unmodifizierte SojaPC-Liposomen. Dies sollte
zukinftig weiter untersucht werden. Denkbar ware neben der Verwendung von anderen,
mehrfach ungesattigten, synthetischen Phosphocholinen wie 1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DLPC), der Zusatz nattrlicher Lipid wie Eilecithin oder auch die Verwendung
ungeséttigter zwitterionischer Lipide wie DOPE. Die Einfihrung einer Ladung in die
Bolasomen konnte zu einer zusétzlichen Stabilisierung gegen Aggregation und Fusion auf
Grund der elektrostatischen Abstoliung fiihren.

Neben der Variation des Bolalipidanteils und des konventionellen Lipids sind nun zahlreiche
weiterflhrende Untersuchungen in diesem Bereich denkbar. Die Variation der kinstlichen
Verdaumedien fur die in vitro Stabilitdtsuntersuchungen ist ein moglicher, nachster Schritt. Oft
finden hierfir Medien Anwendung, die sowohl den nuichternen Zustand des GITs simulieren,
als auch die physiologischen Bedingungen kurz nach der Nahrungsaufnahme. Dabeli
unterscheiden sich die Medien in Salzkonzentrationen, pH und Gallensalzkonzentrationen. Die
Verwendung solcher Medien kdnnte Aufschluss tber den optimalen Zeitpunkt einer oralen
Gabe bolalipidhaltiger Formulierungen geben. Durch die schnelle Solubilisierung der
untersuchten Bolasomen in SIF wurde auf die Zugabe von Lipasen zu den kinstlichen
Verdaumedien bisher verzichtet. Eine separate Betrachtung der Stabilitdt Bolalipid-
modifizierter Liposomen gegenuber z.B. Phospholipasen ware ein wichtiger Ansatzpunkt.

Um die Stabilitat von Liposomen mit den alkylsubstituierten Bolalipiden in SIF zu erhhen,
ware die Inkorporation von Gallensalzen ein vielversprechender Ansatz. Auch die PEGylierung
der Liposomenoberflache oder die Verwendung von Bolalipiden mit PEGylierten Kopfgruppen
ist ein denkbarer Ansatz. Zusétzlich zur Stabilisierung gegen Gallensalze auf Grund einer
groBen Hydrathillle der PEG-Ketten, wirde diese Modifizierung zusétzlich die
Mukoadhésivitat der Vesikel verbessern — ein wichtiger Aspekt fir die spéatere, orale

Anwendung. Wichtig ist dabei zu bedenken, dass trotz einer ausreichenden Stabilisierung der
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Nanoformulierungen im GIT der spéter verkapselte Arzneistoff im Darmlumen resorbiert
werden soll.

Hier gilt es einen Kompromiss zwischen Stabilitdt und rechtzeitiger Freisetzung des
Arzneistoffs aus den Liposomen zu finden.

Die Variation der chemischen Struktur der einkettigen, alkylsubstituierten Bolalipide ist
einer der wichtigsten Ansatzpunkte fur zukinftige Arbeiten. Die physikochemische
Charakterisierung von Bolalipiden mit unterschiedlich langen Alkylsubstituenten kdnnte nicht
nur zu einem besseren Verstandnis fir das Aggregationsverhalten dieser Bolalipide flhren,
sondern womaoglich auch zu einer noch besseren Mischbarkeit mit konventionellen Lipiden und
damit zu einer effektiveren Stabilisierung von Phospholipid-Liposomen fir die orale
Anwendung.

Nach der erfolgreichen Entwicklung einer durch artifizielle Bolalipide stabilisierte,
liposomale Formulierung, die eine ausreichende Stabilitat und entsprechender Freisetzung im
GIT aufweist, konnen Arzneistoffe verkapselt werden. Sehr vielversprechend erscheint hier die
Verwendung von Insulin. Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass
Bolalipid-Liposomen eine gute Verkapselungseffizienz fiir hydrophile Stoffe (Calcein)
aufweisen. Die Verkapselung von Insulin in Bolasomen kdnnte zudem den Peptidarzneistoff
im Magensaft vor Denaturierung schiitzen und damit perspektivisch die orale Bioverfligbarkeit
steigern.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Bolalipid-Vesikel konventionellen Liposomen
beziiglich der Calceinretention wéhrend der Gefriertrocknung weder (iber- noch unterlegen
sind. Gegenstand zukinftiger Arbeiten auf diesem Gebiet sollte die Verwendung
unterschiedlicher Kryoprotektoren sowie die Variation von Prozess-parametern wie
Temperatur wéhrend des Einfrierens, Trocknungszeit und Druck sein.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte ein Meilenstein in der Arbeit mit
artifiziellen Bolalipide erreicht werden — die Herstellung von stabilen, bolalipidhaltigen
Liposomen. Dies und die zahlreichen Erkenntnisse, die durch die Charakterisierung dieser
neuartigen Vesikel gewonnen wurden, bilden eine Grundlage fiir viele weitere Arbeiten auf

diesem Gebiet.
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