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Abkiirzungen 1

Abkiirzungen

AUC Fliche unter der Konzentrationszeitkurve (area under the curve) von t = 0 bis o, falls

nicht anders angegeben

BSA bovines Serumalbumin
BMP Knochenwachstumsfaktor (bone morphogenetic factor)
o Serumspiegelmaximum
CMC kritische Micellenkonzentration (crztical mricelle concentration)
CSF kolontestimulierender Faktor (colony stimulating factor)
d, Detergenskonzentration der Liposomenpraparation
d, Detergenskonzentration der liposomalen Membranen

Detergenskonzentration der willrigen Phase einer Liposomenpriparation

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DC Dunnschichtchromatographie
DOC Natriumdeoxycholat
ee EinschluBBkapazitat einer Liposomenpraparation (encapsulation efficiency)

ee

theo

theoretische FinschluBBkapazitit einer Liposomenpriparation

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epzdermal growth factor)
ELISA enzym-gekoppelter Immunnachweis (engyme linked immunosorbent assay)
EPC Ei-Phospatidylcholin

EPO (humanes rekombinantes) Erythropoetin

ev. extravaskular

f Bioverfiigbarkeit

FCS fetales Kilberserum

FGF Fibroblastenwachstumsfaktor (fzbroblast growth factor)
HDL High Density Lipoprotein

HGF hepatic growth factor

HIV humanes Immunschwache-Virus

IeG Immunglobulin der Klasse G

IFN Interferon

IL Interleukin

Lp. mtraperitoneal

KIU Kallikrein-Inaktivator-Einheiten (kzniogen inactivation units)

A Lipidkonzentration der Mischmicellenlosung
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L Lipidkonzentration der flotierten Liposomenpriparation

LUVs groBe unilamellare Vesikel (/arge unilamellar vesicles)

M, Molekulargewicht

MAT mittlere Absorptionszeit (mzean absorption tine)

MLVs multilamellare Vesikel

MRT mittlere Verweilzeit (mzean residence time)

MWC molekulare AusschluBBgrenze (molecular weight cutoff)

N, Avogadrozahl

NGF Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor)

nOG n-Octylglycosid

OD optische Dichte

2 Proteinkonzentration der Mischmicellenlosung

by Proteinkonzentration der flotierten Liposomenpriparation

P Verteilungskoeffizient

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)

PCS Photonenkorrelationsspektroskopie

PEG Polyethylenglykol

PLGA Copolymete aus Milch- und Glykolsaute (copoly(lactic/ glycolic) acids)

pH negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
(potentia hydrogenit)

POD Meerrettich-Peroxidase

RES retikuloendotheliales System

REV reverse phase evaporation vesicles

thGh recombinant human growth hormon

s.c. subcutan

SDS Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)

s.e. Standardfehler (des Mittelwertes) (standard error)

SPC Soja-Phosphatidylcholin

SUVs kleine unilamellare Vesikel (s#zall unilamellar vesicles)

T Temperatur

R terminale Eliminationshalbwertszeit (,,modellunabhingig*)

Zeitpunkt des Plasmaspiegelmaximums

TEMED  N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TMB 3,3’5,5-Tetramethylbenzidin
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TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TGF transforming growth factor

t-PA tissue-type plasminogen activator

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

e mittlerer intensitatsgewichteter Liposomendurchmesser
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1 Einleitung

Neue Methoden m der Biologie und Biochemie haben in den letzten 10 bis 20 Jahren
mal3geblich zu der Entdeckung zahlreicher biologisch aktiver Peptide und Proteine bei-
getragen. Viele dieser Substanzen besitzen ein auBlerordentlich interessantes therapeutisches
Potential und ihre groB3technische Herstellung stellt aufgrund des rasanten Fortschritts auf
dem Gebiet der rekombinanten DNS-Technologie nur noch selten ein Problem dar. Dennoch
haben bisher nur wenige Peptide und Proteine Fingang in die Medizin gefunden.

Der Grund liegt in den besonderen Anforderungen, die diese Substanzen an ihre
Applikation und somit an die Arzneiform stellen. Wie bei den klassischen niedermolekularen
Wirkstoffen besteht deren Hauptaufgabe zwar weiterhin darin, eine maximale Stabilitit des
Wirkstoffes wahrend seiner Lagerung (shelf /ife) und Freisetzung im Korper (delivery) zu
gewihrleisten. Fine Formulierung fiir niedermolekulare Wirkstoffe kann heute jedoch einem
weitgehend rationalen Design folgen, weil die Biotransformationswege dieser Substanzen
mitsamt ithren Kinetiken und biochemischen Grundlagen in den meisten Fallen bekannt sind
[PFEIFER, 1995a-c]. Uber eine im pharmazeutischen Sinn wirksame Stabilisierung der
wesentlich komplexeren Peptid- und Protemwirkstoffe ist bisher jedoch vergleichsweise wenig
bekannt.

Emes der grofiten Probleme stellt die begrenzte chemische und physikalische Stabilitat der
Peptide und Proteine dar [WANG und HANSON, 1988; MANNING et al., 1989; CLELAND et al.,
1993]. Die fir diese Substanzklasse am haufigsten zu beobachtenden Modifikationen sind n
Tabelle 1-1 aufgefithrt und beeinflussen die biologische Aktivitit der Makromolekiile in der
Regel nachhaltig. Besonders weitreichende Folgen kann die Denaturierung haben, da mit dem
Verlust der definierten Tertidrstruktur hiufig eine irreversible Aggregation verbunden ist. Sie
fihrt normalerweise zu einem totalen Aktivititsverlust der betroffenen Peptide und Proteine.

Viele therapeutisch interessante Peptide und Proteine weisen auflerdem extrem kurze iz vivo
Halbwertszeiten auf. Die anfangliche Eliminationsrate von 1v. verabreichtem Interleukin-2
(IL-2) liegt z.B. bei 6 bis 12 Minuten [ANDERSON und SORENSON, 1994]. Rekombinanter
Plasminogenaktivator (t-PA) zeigt beim akuten Myokardinfarkt sogar nur eine dominante
Plasmahalbwertszeit von 3,6 Minuten [TANSWELL et al., 1991]. Die neu zu entwickelnden
Arzneiformen sollten deshalb nicht nur die chemische und physikalische Stabilitat der Peptide
und Proteine verbessern, sondern dartiber hinaus auch deren biologische Aktivitit nach der

Applikation vetlingern (vergleiche auch Tabelle 1-2).
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Tabelle 1-1: Die haufigsten Modifikationen bei Peptiden und Proteinen*®

Modifikation betroffene Molekulregion/Auswitkung EinfluBfaktoren
Denaturierung gesamtes Molekul/ (teilweiser) Vetlust der  pH, T, Ionenstirke, Scherkrafte,
Tertidr- bzw. Sekundarstruktur Detergenzien, organische Losungsmittel,

Guanidiniumchlorid, Harnstoff

Aggregation gesamtes Molekul/irteversible Assoziation — pH, T, Ionenstitrke, Scherkrifte,

der Molekiile Detergenzien, Oberflichenwechsel-
wirkungen

Deamidierung Asn or Gln/saures Produkt, Isoform oder  pH, T, Ionenstitke
Hydrolyse

Isometisierung/ Asn-X, Asp-X (X = Gly oder pH, T, Ionenstirke

Cyclisierung Ser)/basisches Produkt

Spaltung Asp-X/Molekulfragmente pH, T

(Proteolyse aufgrund von Proteasespuren)

Oxidation Met, Cys, His, Ttp, Tyr/oxidierte Formen  Sauetstoff (Ionen, Radikale, Peroxide),
Licht, pH, T, Puffer, Metalle,
(Detergenzien), Radikalfanger

Thiol-Disulfidaustausch ~ Cys/ intet- oder intramolekulare Disulfide  pH, T, Metalle, Redoxsubstanzen,
nukleophile Reagenzien

B-Eliminierung Cys/Dehydroalanin, freies Thiol pH, T, Sauerstoff (Tonen, Radikale,
Peroxide), Metalle

*Die Abbaureaktionen kénnen unabhingig voneinander oder auch in Kombination auftreten.
Mit leichten Modifikationen entnommen aus CLELAND und LANGER [1994].

Im Idealfall kann mit solchen drug delivery Systemen die Wirkstoffkonzentration im
Organismus iber einen langen Zeitraum innerhalb des therapeutisch optimalen Rahmens
gehalten werden. Haufig lassen sich durch die maximale Nutzung der Blutspiegel-
Wirkungsbeziehung die Menge des insgesamt zu verabreichenden Wirkstoffs sowie die damit
verbundenen Nebenwirkungen reduzieren. Zudem hilft die mit der verlangerten biologischen
Aktivitat verbundene Verringerung der Applikationshaufigkeit, die compliance der Patienten zu
verbessern.

In der Literatur werden die unterschiedlichsten Ansitze fir drug delivery Systeme diskutiert
[RANADE, 1989a-b, 1990a-c, 1991a-c]. Fur das delivery von Peptiden und Proteinen wurden

jedoch vorwiegend Systeme auf Polymer- bzw. Liposomenbasis verwendet. Die Wirkungs-
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verlangerung dieser Systeme beruht in allen Fillen auf einer verzogerten Freisetzung des
Witkstoffes (sustained release). Prinzipiell unterscheidet man zwischen losungsmittelaktivierter
und diffusions- bzw. chemisch/enzymatisch kontrollierter Freisetzung. Bei vielen Systemen

beruht das delivery jedoch auch auf einer Kombination der zuvor genannten Mechanismen.

Tabelle 1-2: Polypeptide und Proteine, fiir die gegenwirtig delivery Systeme entwickelt werden

Einsatzgebiet Polypeptide und Proteine

Krebstherapie IeG (fargeting), Cytokine (IL-6, TNF, IFN), Asparaginase, Neocarzinostatin
virale Infektionen IFN

Entziindungshemmung Superoxiddismutase

Fibrinolyse t-PA, Urokinase, Streptokinase

Impfung Oberflichenantigene (z.B. Hepatitis, HIV, Grippe)

Stimulierung des Immunsystems ~ Cytokine (IFN, IL-1, IL.-2, CSF)
Stoffwechselstorungen Insulin, Somatropin

Wachstumsstérungen FGF, EGF, HGF, TGF, NGF, EPO, BMP, neurotrophe Faktoren

Mit leichten Modifikationen entnommen aus IKADA [1998].

1.1 Delivery Systeme auf Polymerbasis

Aufgrund ihres nachgewiesenen Nutzens fur das drug delivery haben Polymere die Arznei-
mitteltherapie in den letzten 25 Jahren entscheidend beeinflulit. Abb. 1-1 zeigt die wichtigsten
Konzepte fur delivery Systeme auf Polymerbasis, die in dieser Zeit entwickelt worden sind. In
Abb. 1-1A ist ein System dargestellt, bei dem der in einem flissigen oder festen Medium
geloste bzw. suspendierte Wirkstoff von einer Membran umgeben i1st, durch die er langsam
hindurchdiffundiert (membrankontrollierte Diffusion). Fruhe Formen dieses Systems, das
auch als Resetrvoirsystem bezeichnet wird, bestanden aus nicht abbaubaren Polymeren, die
niedermolekulare, lipophile Arzneistoffe tber extrem lange Zeitriume freisetzen konnten
[FOLKMAN und LONG, 1964|. Thre Verwendung fithrte unter anderem zu der Entwicklung

von Norplant®, einem Implantat, bei dem ein Kontrazeptivum tber einen Zeittraum von 5

b

Jahren aus klemen Silikonkapseln freigesetzt wird [SEGAL, 1987].
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Abb. 1-1: Beispiele fiir drug delivery Systeme auf
Polymerbasis. Die grauen Punkte stellen den
Wirkstoff dar, die Pfeile die Richtung, in die der
Wirkstoff freigesetzt wird. A: Reservoirsystem, bei dem
der Wirkstoff langsam durch eine Membran diffundiert.
B. Osmotisches System, bei dem der Witkstoff tber
eine mit einem Laserstrahl erzeugte Offnung freigesetzt
wird. Dazu dringt Wasser durch die semipermeable
Membran in das System ein, das durch den vom
Wirkstoff verursachten osmotischen Druck angezogen
wird. C: Matrixsystem, bei dem der Wirkstoff
gleichmiafBig in einem Polymer verteilt ist. Seine
Freisetzung erfolgt entweder durch Diffusion oder
durch eine Kombination aus Diffusion und
Polymererosion (modifiziert nach LANGER [1998]).

Normalerweise gewahrleisten diese Formulierungen eine hohe Dosierungsgenauigkeit.
Mechanische Beschidigungen der Membran konnen bei Reservoir- und osmotischen
Systemen (siche Abb. 1-1B) jedoch leicht zu einer unerwiinschten Spontanfreisetzung des
Witkstoffes fithren (dose dumping). Dartiber hinaus konnen aus diffusionskontrollierten
Systemen nur Molekile mit einem Molekulargewicht von weniger als 400 Da freigesetzt
werden. Groflere Molekiile sind nicht mehr in der Lage, durch ein Polymer wie Silikon
hindurchzudiffundieren.

Durch die homogene Dispersion von festen Arzneistoffpartikeln in Polymermatrices konnten
diese Probleme umgangen werden. Ist deren Konzentration in der Matrix sehr hoch, kommt
es zur Ausbildung eines weitverzweigten Porennetzes, durch das der Wirkstoff anschlieBend
herausdiffundieren kann (Matrixsystem, siche auch Abb. 1-1C) [LANGER und FOLKMAN,

1976]. In den 1960iger und 1970iger Jahren wurden fur solche Systeme vor allem
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Poly(hydroxyethylmethacrylat) und Ethylen-Vinylacetat-Copolymere verwendet [LANGER und
FOLKMAN, 1976 und 1978]. Diese Polymere sind zwar biokompatibel aber nicht bioabbaubar
und bergen daher erhebliche toxische Risiken.

Um jedoch die oftmals umstindliche und schwierige Explantation der de/ivery Systeme am
Ende der Freisetzungen zu vermeiden, wurden in der Folge zumeist hydrophobe,
bioabbaubare Polymere entwickelt (siche auch Tabelle 1-3). Sie zeichnen sich dadurch aus,
dal3 sie in vivo auf chemischem oder enzymatischem Weg zu natiirlichen bzw. inerten, nicht
immunogenen Metaboliten abgebaut werden. Ihre Verwendung hatte jedoch zur Folge, daf}
die Freisetzungsmechanismen der entsprechenden Matrixsysteme komplexer wurden. Sie
beruhten nun nicht mehr ausschlieBlich auf der Diffusion des Wirkstoffs, sondern auch auf

dem Abbaumechanismus des Polymers [GOPFERICH et al., 1994].

Tabelle 1-3: Synthetische bioabbaubare Polymere fiir die Entwicklung von drug delivery Systemen

Polymer Abbaumechanismus Literatur

Polyanhydride Hydrolyse LEONG et al., 1986

Polyester (PLGAs) Esterhydrolyse, (Esterasen) JAIN et al., 1998
Poly(othoester) Esterhydrolyse, (Esterasen) HELLER, 1985
Polycaprolactone Hydrolyse COFFIN und MCGINITY, 1992
Polyphosphazene Hdrolyse, Auflésung ADRIANOV und PAYNE, 1998

Fir die Entwicklung von bioabbaubaren de/very Systemen werden Polylactate mit Abstand
am haufigsten verwendet. Zu ihnen gehoren auch die Copolymere aus Milch- und
Glykolsiaure, die sog. PLGAs (copoly(lactic/ glycolic) acids)). Thr in vivo Abbau etfolgt durch eine
nicht-enzymatische Hydrolyse der Esterbindungen, wobei die Endprodukte der Abbau-
reaktion mit den physiologischen Ausgangssubstanzen identisch sind. Die Variation des
Verhiltnisses von Milch- zu Glykolsaure erlaubt die Herstellung von Polymeren mit nahezu
beliebigen Abbaugeschwindigkeiten. So bilden z.B. Mikrokapseln aus PLGA die Grundlage
fur ein injizietbares delivery System (Lupton Depot®), aus dem der gegen Prostatakrebs
eingesetzte Peptidwirkstoff Leuprolidacetat iiber einen Zeitraum von 4 Wochen freigesetzt
wird [OGAWA et al., 1988; OKADA et al., 1991].

Die Suche nach geeigneten Formulierungen fur das de/ivery von Polypeptiden und Proteinen
gestaltet sich in der Regel weitaus schwieriger. Sie besitzen im Gegensatz zu Oligopeptiden

wie dem Leuprolidacetat eine definierte Tertiarstruktur, die fiir ihre biologische Aktivitit
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aullerordentlich wichtig ist. Viele der Techniken, die fiir die Mikroverkapselung von
Oligopeptiden verwendet werden, sind jedoch mit dem Gebrauch von organischen Losungs-
mitteln, hohen Temperaturen und Ultraschall verbunden, und fihren deswegen zu einer
Denaturierung der Polypeptide und Proteine [THIES, 1982].

Im Fall des Interferons konnte dieses Problem umgangen werden, indem anstelle der
Mikrokapseln Implantate verwendet wurden [EPPSTEIN et al., 1986]. Sie konnen in der Regel
unter vergleichsweise milderen Bedingungen hergestellt werden. Ahnlich einfache Losungen
lassen sich aber langst nicht fir alle Proteinwirkstoffe finden und so stellt ihre optimale
Stabilisierung wahrend des Formulierungsprozesses nach wie vor eine der grofiten
Herausforderungen bet der Entwicklung von delivery Systemen dar.

Auch wihrend des delzverys spielt die Stabilisierung der Peptide und Proteine eine wichtige
Rolle. Die zur ihrer Verkapselung haufig verwendeten PLGAs andern z.B. ihre Eigenschaften
wihrend des Freisetzungsprozesses grundlegend. Bei dem Abbau eines solchen Polymers
werden saure Oligo- und Monomere freigesetzt, so dal3 die darin eingeschlossenen Wirkstoffe
zu Beginn der Polymererosion andere Bedingungen vorfinden als gegen Ende. Zudem kann
die partielle Hydratation, die ein de/ivery System auf der Basis von hydrophoben Polymeren im
Korper erfahrt, zu einer irreversiblen Aggregation der darin enthaltenen Proteinwirkstoffe
fuhren [COSTANTINO et al., 1994].

Dennoch gibt es Beispiele fur erfolgreiche protein delivery Systeme auf der Basis von
synthetischen bioabbaubaren Polymeren. So gelang es 1997 thGH (recombinant human growth
hormone) durch die Bildung eines unloslichen Komplexes mit Zink derart zu stabilisieren, daf3
ein Finschluf dieses Proteins in PLGA-Mikrokapseln ohne signifikanten Aktivititsverlust
moglich wurde. Noch bis zu 30 Tage nach der Applikation dieser Mikrokapseln an Ratten
bzw. Affen konnten erhohte Level von biologisch aktivem thGH im Blutserum der Tiere
festgestellt werden [CLELAND et al., 1997; JOHNSON et al., 1997].

Aus den bisherigen Ausfithrungen wird deutlich, dafl das Problem des Aktivitatsverlustes
von Peptiden und Proteinen bei der Entwicklung solcher de/ivery Systeme noch nicht universell
gelost ist. Die Tatsache, dal es bislang hochstens Finzellosungen fiir einige dieser Wirkstoffe
gibt, ist vor allem auf die harschen Bedingungen zuriickzufiihren, denen die Makromolekiile
wihrend des Formulierungsprozesses ausgesetzt sind. Fur die Zukunft wird es daher wichtig
sein, Methoden fir die Formulierung von delivery Systemen auf Polymerbasis zu entwickeln,
die die speziellen chemischen wund physikalischen Figenschaften der Peptid- und
Proteinwirkstoffe berticksichtigen. In dieser Hinsicht sind natirliche Polymere wie Alginat

[GOMBOTZ und WEE, 1998], Collagen [FRIESS, 1998], Gelatine [TABATA und IKADA, 1998]
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oder Fibrin [SENDEROFF et al., 1991] von Interesse. Wie HO et al. [1995] am Beispiel des
Fibrins zeigen konnten, weisen diese Polymere jedoch grole waBrige Poren auf, die eine
schnelle diffusionskontrollierte Freisetzung der Peptide und Proteine erméglichen. Durch den
einfachen Einschluf3 der Makromolekiile in diesen Polymeren sind daher keine Freisetzungen
uber lange Zeitraume zu erreichen. Vielmehr ist dazu die Immobilisierung der Peptide bzw.

Proteine in den Polymeren notig.

e .,
” |

Abb. 1-2: Freisetzung eines iiber polyionische Wechselwirkungen gebundenen Proteinwirkstoffes aus
einem bioabbaubaren Polymer. Entnommen aus TABATA und IKADA [1998].

Neben der kovalenten Bindung des Wirkstoffs an das Polymer [PITT und SCHINDLER,
1983] stellen polytonische Wechselwirkungen zwischen Makromolekil und Polymer eine
Moglichkeit der Immobilisierung dar. Gelatine ist hierfur besonders geeignet, weil sie je nach
Herstellungsprozel3 basisch bzw. sauer ist. Sie kann deshalb sowohl negativ als auch positiv
geladene Peptide und Proteine binden (siche auch Abb. 1-2). Aufgrund der Stirke der
polytonischen Wechselwirkungen ist bei diesen Systemen eine durch Verinderungen in der
Umgebung ausgeloste Wirkstofffreisetzung eher unwahrscheinlich. Im Idealfall 1463t sich diese

ausschlielich uber die iz vivo Stabilitat des Polymers steuern. Fur Gelatineimplantate, die
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immobilisiertes bFGE  (basic fibroblast growth factor) enthielten, konnte z.B. eindeutig gezeigt
werden, daf} sie die Knochenneubildung bei Kaninchen um so nachhaltiger beeinflussen, je

langsamer sie abgebaut werden [TABATA und IKADA, 1998].

1.2 Delivery Systeme auf Liposomenbasis

Liposomen sind geschlossene, vesikulire Strukturen, bei denen ein wissriger Innenraum von
einer oder mehreren Lipiddoppelschichten umgeben ist (vergleiche Abb. 1-3). Die potentielle
Eignung solcher Vesikel als Arzneistofftrager (durg carrier) wurde vor mehr als 25 Jahren
erkannt, als SESSA und WEISSMANN [1970] der liposomale EinschluB3 von Lysozym gelang.
Liposomen kénnen sowohl hydrophobe als auch hydrophile Arzneistoffe einschlieBen, wobei
erstere in die Lipiddoppelschichten und letztere n den wilrigen Innenraum der Vesikel
eingelagert werden (siche auch Abb. 1-3). Sie sind wenig oder nicht immunogen und zu ihrer
Herstellung werden hauptsichlich natiitliche bioabbaubare Phospholipide verwendet
(vergleiche Tabelle 1-4) [GREGORIADIS, 1995]. Je nach Grofle und Lamellaritit unterscheidet

man zwischen MLV (multilamellar vesicles), 1.UV's und SUVs (large bzw. small unilamellar vesicles).

1000 nm

Abb. 1-3: Querschnitt durch verschiedene Liposomentypen. Kleine Liposomen (SUVs) besitzen einen
Durchmesser von etwa 25-100 nm, wihrend grofle Liposomen (MLVs bzw. LUVs) eine Grofle von bis zu
mehreren Mikrometern aufweisen kénnen. Hydrophile Wirkstoffe (o) werden in den willrigen Kompartimenten
eingeschlossen, hydrophobe Wirkstoffe (o) werden in die Lipidmembranen eingelagert (modifiziert nach
SCHREIER [1982]).
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Tabelle 1-4: Strukturen der am hiufigsten zur Herstellung von Liposomen verwendeten natiitlichen
Phosphoplipide

Lipidstruktur Kopfgruppe (R3) Name Abkiirzung
OH Phophatidylsiure PA
fHs ©
CFCHszHzfl‘\lfCHg, Phosphatidylcholin PC
CHs
(0] @ . .
O—CHy—CHy—NH3 Phosphatidylethanolamin PE
Ry (@) ®
L (H) OﬁCHZﬁC\:HiNH3 Phosphatidylserin PS
Re O O—P—Rs coo®
Y be
© O~ CHz—gri—qhe Phosphatidylglyceri PG
tiay. rin b
S O osphatidylglyce
OH

o) Phosphatidyinositol PI
OH

Ri_ _OH

o)

U oo

Re” N O—P—Rs O—CHz—CHz—hl—CHs Sphingomyelin SM
H 09 CHs

Mit Modifikationen entnommen aus NEW [1990a].

Schon frith erkannte man, dafl der erfolgreiche Finsatz von Liposomen als de/ivery System
von den folgenden Faktoren abhingt: (a) der Stabilitit des Arzneistofftrigers auf dem Weg
zum Wirkungsort, (b) der kontrollierten c/earance der hauptsiachlich 1.v. verabreichten Vesikel
aus dem Blutkreislauf sowie (c) ithrer gezielten Aufnahme durch das Zielgewebe oder -organ
[GEGORIADIS, 1976a und b].

Alle drei Kriterien sind eng mit den Wechselwitkungen zwischen Liposomen und ihrer
biologischen Umgebung verbunden. Fur die Destabilisierung der Liposomenmembranen und
die damit verbundene unkontrollierte Freisetzung liposomal verkapselten Materials werden
z.B. die High Density Lipoprotemne (HDLs) im Plasma verantwortlich gemacht, weil sie
Liposomenmembranen Phospholipidmolekiile entziehen konnen [SCHERPHOF et al.,, 1978,
1983]. Die Plasmaelimination der Liposomen ist von der verabreichten Dosis und bestimmten
Vesikeleigenschaften wie Grofie und Oberflichenladung abhangig. In der Regel werden grof3e

Liposomen schneller aus dem Plasma eliminiert als kleine, und negativ geladene schneller als
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positiv geladene oder neutrale [JULIANO und STAMP, 1975]. Hierfur ist neben den unter-
schiedlich starken Wechselwirkungen zwischen Vesikeloberflichen und Plasmaproteinen
[PATEL, 1992] bzw. Zellen [SANDRA und PAGANO, 1979; HEATH, 1987] vor allem die groB3en-
und oberflichenabhingige Aufnahme von Liposomen durch das retikuloendotheliale System
(RES) verantwortlich [RAHMAN et al., 1982].

Wenn also wie bei einer Reithe von Metallspeicher- [RAHAM, 1979] und Tropenkrankheiten
[PANOSIAN et al., 1984] Zellen des RES das gewtinschte Zielgewebe sind, stellt das zargeting der
Liposomen kein besonderes Problem dar. In diesem Fall besteht die Anforderung an sie
lediglich darin, wahrend der Zirkulation im Blut stabil zu sein. Nur so kann gewahrleistet
werden, dal} der in den Liposomen eingeschlossene Wirkstoff in ausreichender Menge das
RES erreicht. Dieses Problem konnte in den frithen 1980iger Jahren dadurch gelost werden,
dal bis zu 50 mol% Cholesterin in liposomale Membranen eingebaut wurden, die
iberwiegend aus Phopholipiden mit hohen Phasentubergangstemperaturen bestanden. Beide
MafBinahmen machen Lipidmembranen wesentlich rigider und somit weniger anfillig fur
HDL-induzierte Destabilisierungen [WEBB et al., 1995]. Sollen intravenos verabreichte
Liposomen jedoch in anderen Organen oder Geweben angereichert werden, so erfordert dies
Strategien, die ihre schnelle Aufnahme durch das RES verhindern [GREGORIADIS, 1995;
LAsIC 1998].

Ein diesbeziiglich vielversprechender Ansatz ist die Einlagerung von Phospholipiden mit
sperrigen Polyethylenglykol(PEG)-Kopfgruppen in etwa 100 nm grofle Liposomen. Die stark
hydrophilen Oberflichen der sog. Stealth® Liposomen verhindern das Anheften von
Opsoninen und erschweren somit die Aufnahme der Vesikel durch die Makrophagen des RES
[LASIC et al, 1991; ALLEN und HANSEN, 1991]. Die damit verbundenen langeren Zirku-
lationszeiten der Stealth® Liposomen ethohen die Wahrscheinlichkeit ihrer Extravasation und
Akkumulation in Tumoren [HUANG et al., 1992; GABIZON und PAPAHADJOPOULOS, 1988], da
diese im Gegensatz zu gesundem Gewebe postkapillare Venolen mit erhohter Permeabilitit
besitzen [GERLOWSKI und JAIN, 1986]. Dieses Wirkungsprinzip liegt dem auf dem Markt
zugelassenen Priparat Doxil® zugrunde, das zur Behandlung des HIV-assoziierten Kaposi-
Satkoms eingesetzt wird. Die therapeutische Effektivitit von Doxil® im Vergleich zu
Standardmedikamenten ist sehr hoch, und durch die liposomale Verkapselung des Wirkstoffs
konnten die mit einer konventionellen Doxorubicinbehandlung verbundenen Neben-
wirkungen deutlich gemildert werden [LASIC, 1998].

Um ein fargeting von Liposomen aullerhalb der RES zu erreichen, ist es notwendig,

rezeptorspezifische Liganden wie z.B. Antikorper oder Peptide auf der Liposomenoberfliche
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zu prasentieren. Hs zeigte sich jedoch, daB3 die clearance diese sog. Immunoliposomen stark
beschleunigt ist. Bei ithrer bevorzugten Aufnahme durch Leber und Milz spielen offensichtlich
Wechselwirkungen mit Fe- oder C3b-Rezeptoren eine entscheidenende Rolle [WOLFF und
GREGORIADIS, 1984; DEBS et al, 1987]. Durch die Verwendung von PEGylierten
Immunoliposomen konnten die Zirkulationszeiten allerdings erheblich verlingert werden. Die
sperrigen Polymergruppen erschweren zwar die Bindung solcher Vesikel an ein Antigen wie
Myosin [KLIBANOV et al, 1991]. Aber TORCHILIN et al. [1992] konnten dennoch eine
deutliche Anreicherung von PEGylierten Immunoliposomen in nekrotischem Myokard-
gewebe von Kaninchen nachweisen. Mit der kovalenten Bindung der Antikorper an die freien
Enden der PEG-Ketten konnte die durch sie verursachte sterische Hinderung minimiert und
die Effizienz des Liposomen-fargetings weiter gesteigert werden [BLUME et al, 1993;
MARUYAMA et al., 1995].

Liposomale Vakzine sind die bisher einzigen auf dem Markt befindlichen de/very Systeme, bei
denen Proteine nicht fur das fargeting verantwortlich sind, sondern die eigentlichen Wirkstoffe
darstellen (vergleiche auch Tabelle 1-5). Die Wirkungsweise dieser Vakzine beruht auf dem
Adjuvanzeffekt von Liposomen, der eine Verstirkung der Immunantwort gegen die auf den
Vesikeln prasentierten Antigene bewirkt [ALLISON und GREGORIADIS, 1974; GREGORIADIS,
1990; ALVING, 1991]. Nur wenige Proteine wurden bisher im willrigen Innenraum von
Liposomen eingeschlossen. Der sich daraus ergebende therapeutische Nutzen konnte am
Beispiel des Interleukins-2 (IL-2) gezeigt werden, das sich in sterisch stabilisierten SUVs
befand. Es bewirkt ber Miusen einen stirkeren Anstieg der Leukozytenzahlen und eine
bessere Stimulierung der lymphokin-induzierten Killerzellaktivitit als freies oder PEGyliertes
IL-2 [KEDAR et al, 1994a und b]. AuBerdem konnten MLVs, die ein makrophagen-
aktivierendes synthetisches Muramylpeptid enthielten, zur erfolgreichen Behandlung von
Nierenkarzinomen eingesetzt werden [TANGUAY et al., 1994].

Die Tatsache, da3 Peptide und Proteine auch bei der Entwicklung von liposomalen drug
delivery Systemen offensichtlich nicht mit den niedermolekularen Wirkstoffen Schritt halten
konnen, liegt wiederum an den hohen Anforderungen, die diese Makromolekile an den
Formulierungsprozel3 stellen. Ahnlich wie im Fall der Polymersysteme beinhalten auch die
klassischen Methoden zur Herstellung von Liposomen haufig den Gebrauch von organischen
Losungsmitteln, der in der Regel zu einer Inaktivierung der Peptide und Proteine fihrt. Vor
einigen Jahren zeigte WEINER [1994] jedoch zahlreiche losungsmittelfreie Herstellungs-
varianten fir Liposomen auf, die in Zukunft die Entwicklung von entsprechenden de/ivery

Systemen erleichtern sollten.
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1.3 Fibrinverkapselte Liposomen als neues delivery

System fiir Peptide und Proteine - Aufgabenstellung

Die bisherigen Ausfithrungen lassen erahnen, welche Méglichkeiten drug delivery Systeme der
Medizin in Zukunft er6ffnen werden. Sie machen aber auch deutlich, daf} die mit dem Design
dieser Systeme verbundenen Probleme noch langst nicht umfassend gelost sind. Die bisher
entwickelten de/ivery Systeme stellen 1 den meisten Fillen Einzellosungen dar, die sich nicht
ohne weiteres auf andere Wirkstoffe tibertragen lassen. Dies gilt insbesondere fir die in den
letzten zehn bis zwanzig Jahren verfiigbar gewordenen Peptid- und Proteinwirkstoffe, die als
Makromolekiile mit begrenzter Stabilitat und kurzen zz vivo Halbwertszeiten ganz besondere
Anforderungen an das jeweilige de/very System stellen.

Depotarzneiformen sind aufgrund ihrer langsamen Wirkstofffreisetzung und der damit zu
erzielenden Witkungsverlingerung ideale Systeme fur das delvery von Arzneistoffen mit
kurzen Halbwertszeiten. Fir thre Herstellung werden oftmals synthetische bioabbaubare
Polymere verwendet. Thre Abbaumechanismen werden inzwischen recht gut verstanden und
konnen dementsprechend nahezu beliebig gesteuert werden. Der Grof3teil dieser Polymere 1st
jedoch nur begrenzt fur die Verpackung von Peptiden und Proteinen geeignet. Die
entsprechenden Formulierungsprozesse erfordern haufig harsche Bedingungen und fithren
deshalb zu einer Inaktivierung der Makromolekile. Fir Liposomen gibt es durchaus
Herstellungsmethoden, die sich fiir die Verpackung von Peptiden und Proteinen eignen. In
den meisten Fallen werden sie allerdings intravenos verabreicht, was mit einer schnellen
clearance durch das RES verbunden 1st. Dementsprechend ist mit thnen nicht die Wirkungs-
verlaingerung zu erzielen, die bei der Verabreichung vieler Peptide und Proteine gewtinscht ist.

Eme Kombination der beiden de/ivery Systeme, in der sich ihre jeweiligen Vorteile bet
gleichzeitiger Elimination der Nachteile vereinen, konnte die ideale Formulierung fir Peptide
und Proteine sein. Wirkstoffhaltige Liposomen, die in ein Polymer eingeschlossen werden,
bieten ihrem Inhalt nicht nur bei der Polymersiation sondern auch wihrend des
anschlieBenden de/iverys Schutz vor der Umgebung. AuBlerdem konnen die Peptide und
Proteine auf diese Weise in der von ihnen bevorzugten walirigen Umgebung verbleiben, der
zusatzlich Stabilisatoren wie z.B. Trehalose [XIE und TIMASHEFF, 1997] zugesetzt sein
konnen.

Bei natiirlichen Polymeren, die unter milderen Bedingungen hergestellt werden konnen als
synthetische, spielt die Schutzfunktion der Liposomen wihrend der Polymerisationsreaktion

eine untergeordnete Rolle. Durch die groen walirigen Poren dieser Polymere konnen jedoch
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leicht Proteasen oder andere destabilisierende Substanzen an die empfindlichen Wirkstoffe
gelangen. Zudem bewirken sie eine schnelle diffusionskontrollierte Freisetzung der Wirk-
stoffe, die hiaufig unerwunscht ist.

In diesem Fall bieten Liposomen die Moglichkeit, den Wirkstoff im Polymer zu
immobilisieren und damit den Freisetzungsmechanismus des Systems zu verandern
(vergleiche Kapitel 1.1). Fir eine solche Immobilsierung mussen die Liposomen stabil und
gro3 genug sein, um durch das polymere Netzwerk festgehalten zu werden. Sind diese
Voraussetzungen erfillt, erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffs nicht mehr diffusions-
kontrolliert, sondern geht mit dem Abbau des carviers einher. Da die Immobilisierung
ausschliefllich von den Eigenschaften der Liposomen bzw. des Polymers abhingt, ist sie nicht
auf bestimmte Wirkstoffe beschrankt. Derartige de/ivery Systeme haben daher den groflen
Vorteil universell einsetzbar zu sein.

Ziel dieser Arbeit war es, das eben beschriebene Prinzip bei der Entwicklung eines neuen
protein delivery Systems auszunutzen. Wahrend andere Autoren fur dhnliche Systeme Collagen
[WEINER et al., 1985], Poly(L-lysin) [KIBAT et al., 1990] oder Gelatine [DONG und ROGERS,
1993] als Polymer wahlten, wird hier das naturliche, bioabbaubare Fibrin verwendet. Es
entsteht durch eine thrombinkatalysierte Proteolyse aus dem loslichen Plasmaprotein
Fibrinogen. Unter Abspaltung zweier N-terminaler Fibrinopeptide A und B werden zunachst
die sog. Fibrinmonomere gebildet, die sich anschlieBend aufgrund von ionischen
Wechselwirkungen zu geordneten faserformigen Strukturen zusammenlagern [HENSCHEN

und MCDONAGH, 19806] (sieche Abb. 1-4).

Thrombin

Fibrinogen \/‘ - Fibrin

(Monomer---Polymer)

Abb. 1-4: Reaktionsschema fiir die thrombinkatalysierte Fibrinpolymerisation.

Die mit einem gut zu detektierenden Modellprotein gefillten Liposomen werden mit Hilfe
einer kontrollierten Detergensentfernung aus Mischmicellenlésungen hergestellt [MILSMANN
et al., 1978; ZUMBUHL und WEDER, 1981; MIMMS et al., 1981](siche auch Abb. 1-5). Bei dieser

Methode entstehen grofle unilamellare Liposomen mit enger Grolenverteldlung und hohen
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Einschlufraten. Sie hat gegentiber vielen anderen Herstellungsverfahren den Vorteil, dal} sie
in der Gegenwart des zu verkapselnden Wirkstoffs ohne organische Losungsmittel auskommt
und ist somit fur den Einschlul von Peptiden und Proteinen besonders gut geeignet

[WEINER, 1994].
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Abb. 1-5: Herstellung von LUVs mittels kontrollierter Detergensdialyse. Das Schema zeigt den fiir die
Liposomenbildung votrgeschlagenen Mechanismus (Lipid (=0), Detergens (—@)). Hydrophile Wirkstoffe (@),
die der Mischmicellenlésung zu Beginn der Dialyse zugesetzt werden, werden in der dargestellten Weise in den
entstehenden LUV eingeschlossen [modifiziert nach OLLIVON et al., 1988].

Durch die Polymerisation des Fibrins in Gegenwart der proteingefillten Liposomen wird
schlieflich das gewtnschte ,,kombinierte” System erhalten. Mit seinem wirkstoffunabhangigen
Design scheint es dem von Einzellosungen gepragten profein delivery grundlegend neue
Maoglichkeiten zu er6ffnen. Die Untersuchungen zum i vitro bzw. in vivo Freisetzungsverhalten

diese neuen delivery Systems stellen den wichtigsten Teil der vorliegenden Arbeit dar.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Peptide, Proteine und Fibrinkleber

Albumin (aus Rinderserum, Fraktion V, fettsdurefrei)
Aprotinin (aus Rindetlunge, 9455 KIU/ml)
Behriplast® HS 0,5, 1,0 und 3,0 ml

Erythropoetin (human, rekombinant,

ca. 2:10° - 2,2:10° U/ml in Phosphatpuffer, pH 7,0)
Fetales Kilberserum

Fibrinogen (aus Rinderserum, Typ IV)

MAK 33-Antikorper

Meerrettich-Peroxidase (Typ VI-A)

N-Glycosidase F (aus Flavobacterium meningosepticum,
rekombinant)

Plasmin (aus Rinderserum, 0,12 U/mg Protein)
Thrombin (aus Rinderserum,

1.500 - 2.500 NIH U/mg Protein)

2.1.2 Proteintests

ImmunoPure® TMB-Substrat Kit
EPO-ELISA
Sigma Fast DAB mit Metall-Enhancer

Roche, Mannheim
Calbiochem, La Jolla

Centeon Pharma, Frankfurt

Roche, Mannheim
Gibco, Katlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim

Sigma, Detsenhofen

Roche, Mannheim

Sigma, Detsenhofen

Sigma, Detsenhofen

Pierce Chemical, Rockfort
Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
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2.1.3 Chemikalien

Ammoniumcyanat

Ammoniumperoxodisulfat, ROTIPURAN® > 98 %
Bromphenolblau Na-Salz, fir die Elektrophorese
Chloroform, zur Analyse

Citronensiure Monohydrat, ROTIPURAN® > 995 %
Eisen(IIT)chlorid-Hexahydrat, zur Analyse

Eisessig, zur Analyse

Epikuron 200 (Phosphatidylcholin aus Sojabohnen,
2% Tocopherol)

Ethanol, ROTIPURAN® > 99,8 %

Formaldehyd, 37 %, zur Analyse
Glutaraldehydlosung, 25 %ige Losung in Wasser,
standard grade

Glycerin, = 99 %

Glycin, electrophoresis grade

2-Mercaptoethanol

Methanol, zur Analyse

Natriumcarbonat Monohydrat, zur Analyse
Natriumchlorid, zur Analyse

Natriumdeoxycholat Monohydrat, > 99 %
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat, reinst
Natriumdodecylsulfat, ultra pure
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat, zur Analyse
Natriumthiosulfat, zur Analyse

Natronlauge, 0,1N

n-Octyl-B8-D-glucopyranosid, ultrol® grade
Rotiphorese® Gel 40, 38%ige Actylamidstammlosung
mit 2% Bisacrylamid

TEMED, 99%, fir die Elektrophorese

Salzsdure, rauchend, zur Analyse

Schwefelsaure, 95-97%, zur Analyse

Sigma, Detsenhofen
Roth, Katlsruhe
Roth, Katlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Katlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Lukas Meyer, Hamburg
Roth, Katlsruhe
Roth, Katlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
ICN, Meckenheim
Sigma, Detsenhofen
Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
ICN, Meckenheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt
Calbiochem, La Jolla

Roth, Katlsruhe
Roth, Katlstuhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Silbernitrat, zur Proteinfarbung
Sucrose, research grade
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween 20®

2.1.4 Antibiotika und Narkotika

Ampicillin
Diethylether
Ketamin 10% (Witkstoff: Ketaminhydrochlorid)

Rompun 2% (Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid)

2.1.5 Standardpuffer

Phosphatgepufferte Salzlosung, pH 7,4
Citratpuffer, pH 6,4
Trispuffer, pH 7,5 bzw. 8,5

Roth, Katlsruhe
Serva, Heidelberg
ICN, Meckenheim
ICN, Meckenheim

Sigma, Deisenhofen

Roth, Katlsruhe
Wirtschaftsgenossenschaft
deutscher Tierdarzte, Garbsen

BayerVital, Leverkusen

10 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl
50 mM Citrat, 150 mM NaCl
20 mM Tris/HCI, 180 mM NaCl

Ampicillinhaltige Puffer enthielten 100 pg/ml des Antibiotikums.

2.1.6 Verbrauchsmaterial

DC Aluminium-Folien Silicagel 60
Dialysemembranen Diachema (MWC 5000)
Emmal-Kapillarpipetten mit Ringmarke (50 pl)
Formvar/Kohle-Grids

1 ml Pantajet® Applikationssysteme

Parafilm M®

Sephadex G-25 M Saulen (PD-10 Sdulen)

Merck, Darmstadt
Dianorm, Miinchen

Roth, Katlstuhe

Plano, Wetzlar

Centeon Pharma, Frankfurt
American National Can'™,
Neenah

Pharmacia Biotech, Uppsala
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Sigmacote® Sigma, Deisenhofen
Strohhalme McDonald’s, Halle

Supot® Acrodisc® Spritzenfilter

(steril, 0,2 um Porengrofe) GelmanSciences, Ann Arbor
Wundklammern nach Michel (7,5 x 1,75 mm) Aesculap, Tutlingen

2.1.7 Versuchstiere

Far die EPO-Freisetzungskinettken wurden minnliche bzw. weibliche NMRI-Mause
verwendet, die zwischen 30 und 45 g wogen. Die Miuse wurden entweder tuber die Firma
Charles River, Sulzfeld bezogen, oder stammten aus der Zucht des Tietlabors der
Naturwissenschaftlichen Fakultiten der Universitait Regensburg. Die Untersuchungen zur
biologischen Wirksamkeit verschiedener EPO-Formulierungen wurden an ca. 6 Wochen alten
miannlichen B6D2F-Mausen der Firma Charles River, Sulzfeld durchgefiihrt.

Die Tierhaltung erfolgte in Makrolon-Kafigen Typ III (UNO Roestvaststaal, Zevenaar) mit
Einstreu bei kunstlichem Hell-Dunkel-Rhythmus (12/12 h). Die Temperatur in den
klimatisierten Haltungsriumen betrug 22°C (NMRI-Miuse) bzw. 23°C (B6D2F;-Miuse).
Futtermittel in Pelletform (H 1003 Alma, Kempten (NMRI-Miuse) bzw. Ssniff Versuchs-

tierdidten, Soest (B6D2F-Mause)) und Trinkwasser standen ad /Zbitum zur Verfigung.

2.2 Gerate

Gerate, die zur normalen Laborausstattung gehoren (Pipetten, Waagen, pH-Meter etc.) sollen
nicht extra aufgefihrt werden. Alle anderen Gerite werden bei den jeweiligen Methoden

genannt.
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2.3 Methoden

2.3.1 Arbeiten unter keimarmen Bedingungen

Im folgenden wurde immer dann unter sterilen bzw. keimarmen Bedingungen gearbeitet,
wenn es sich um 7z vivo Experimente bzw. Experimente mit lingeren Inkubationsschritten
handelte. In diesen Fillen wurden Glasgerate, Pipettenspitzen und Reaktionsgefale vor ihrer
Verwendung autoklaviert. Nicht autoklavierbare Zentrifugenrohrchen sowie die Dialysezellen
fir die Liposomenherstellung wurden mit 70%igem Ethanol behandelt. Die fur die
Polymetisation der Fibrin- und Behriplast®-Clots verwendeten Strohhalme wurden fur ca.
1 Stunde mit UV-Licht (254 und 366 nm) bestrahlt. Puffer und Losungen wurden so weit wie

moglich sterilisiert bzw. sterilfiltriert und gegebenenfalls mit Ampicillin versetzt.

2.3.2 Liposomenherstellung

Fir die Herstellung von Liposomen aus Lipid-Detergens-Mischmicellenlosungen werden in
der Regel neutrale Phosphat- bzw. Trispuffer verwendet [MILSMANN et al., 1978; ZUMBUHL
und WEDER, 1981; MIMMS et al., 1981]. Die FEinzelkomponenten der Fibrinklebersets, die 1m
Rahmen dieser Arbeit fiir die Verkapselung der Liposomen verwendet wurden (siche auch
2.3.4.3), sind jedoch nur als citrathaltige Lyophilisate bzw. Citratpufferlosungen erhaltlich. Um
samtliche Experimente 1 vergleichbaren Puffersystemen durchfiihren zu konnen, mullten
daher samtliche Liposomenpriparationen nach threr Herstellung in Citratpuffer umgepuffert
werden. Als Detergenzien fir die kontrollierte Dialyse wurden entweder n-Octyl-B-D-
glucopyranosid (nOG) oder Natriumdeoxycholat (DOC) verwendet. Bet dem Lipid handelte
es sich ausschlieBlich um Sojaphospatidylcholin (SPC) mit 2% Tocopherol als Antioxidans.

Eine ethanolische Losung, die entweder 37,5 mg SPC und 21,5 mg DOC (Molverhiltnis
SPC : DOC ungefahr 1:1) oder 30 mg SPC und 58,5 mg nOG (Molverhaltnis SPC : nOG
ungefihr 1:5) enthielt, wurde in einem 100 ml Rundkolben bei 30 bis 40°C am Rotations-
verdampfer eingeengt. Der 16sungsmittelfreie Lipid-Detergens-Film wurde anschlieBend unter
leichtem Schwenken in 1,5 ml PBS aufgelost. Die sich dabei bildende klare Mischmicellen-

16sung wurde in einer Minilipoptep® (Dianorm, Minchen) bei 4°C gegen 400 ml PBS
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dialysiert (siche Abb. 2-1). Nach einer Stunde und im Fall des nOGs auch nach zwei Stunden
wurde der Puffer noch einmal gewechselt, bevor anschlieBend tiber Nacht weiterdialysiert

wurde.

—

Dialysemembran

Abb. 2-1: Aufbau der MiniLipoprep®. Datgestellt ist die ca. 1,5 ml fassende Dialysezelle, die dutch einen
Motor langsam um die eigene Achse gedreht wird. Fine Luftblase, die in der Dialysekammer gelassen wird, sorgt
fir eine gute Durchmischung der Mischmicellenlésung wiahrend der Dialyse. Dadurch wird eine enge
Grofenverteilung der sich bildenden Liposomen gewihtleistet (modifiziert nach NEW [1990b]).

Meerrettich-Peroxidase (POD) oder humanes Erythropoietin (EPO) enthaltende Lipo-
somen wurden hergestellt, indem die Proteine zu Beginn der Dialyse der Mischmicellen-
16sung zugesetzt wurden (0,5 mg/ml POD bzw. 300.000 U/ml EPO). Die Abtrennung des
nicht eingeschlossenen Proteins von der fertigen Liposomenpraparationen erfolgte durch
Dichtegradienten-Flotation. Dazu wurden die Liposomen im Verhaltnis 1:1 mit 2,5 M
Sucroselosung  gemischt. Diese Mischungen wurden anschlieBend mit mindestens der
dreifachen Menge 1 M Sucroselosung sowie 400 ul Puffer Giberschichtet.

Die exakten Flotationsansitze und -bedingungen, die sich je nach Lipsosomenpraparation
voneinander unterschieden, konnen Tabelle 2-1 entnommen werden. Aus ihr geht ebenfalls
hervor, da3 die Dichtegradienten-Flotation 1n einigen Fillen zur gleichzeitigen Umpufferung
der Liposomen in Citratpuffer verwendet wurde. Sie listet deswegen auch die Flotations- bzw.
Umpufferungsbedingungen fiir ,leere” Liposomen auf.

Bei den nOG-Liposomen war die Abtrennung des nicht eingeschlossenen EPOs durch
eine Dichtegradienten-Flotation in Citratpuffer nicht moglich, da sich die Vesikel
anschliefend nicht mehr zufriedenstellend resuspendieren lielen. Dieses Problem konnte
durch die Verwendung von Trispuffer fir Herstellung (pH 7,5) und Flotation (pH 8,5) der
EPO-gefillten nOG-Liposomen umgangen werden. Die Umpufferung der Vesikel in
Citratpuffer erfolgte im Anschlu} an die Flotation mit Hilfe einer PD-10-Séule.
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Tabelle 2-1: Flotationsansitze und -bedingungen fiir die Umpufferung von Liposomen und/oder die
Abtrennung nicht verkapselten Proteins

Liposomenpraparation Puffer Zentrifuge* /Rotor*/Rohrchen  Flotationsbedingungen
Detergenz , Fullung* und Flotationsvolumen
DOC Hleer® Citrat pH 6,4 Optima™ TLX/TLA-100.4 / 1h bei 540.000 g
13 x 56 mm, 3,2 ml
DOC POD Citrat pH 6,4 Optima™ TLX/TLA-100.4 / 2 x (1h bet 540.000 g)
13 x 56 mm, 3,2 ml
nOG Hleer® Citrat pH 6,4 1.8-60M/SW 55 Ti / 1h bei 300.000 g
3x 51 mm, 5 ml
nOG POD Citrat pH 6,4 L.8-60M/SW 55 Ti / 2 x (1h bet 300.000 g)
3x 51 mm, 5 ml
nOG leer” bzw. Ttis pH 7,5 bzw. 1.8-60M/SW 40 Ti / 45 min bei 285.000 g
POD/EPO  Citrat pH 6,4 (POD) 14 x 95 mm, 14 ml

*(Beckman Instruments, Fullerton)

2.3.3 Charakterisierung der Liposomen

2.3.3.1 GroBenverteillung der Liposomen

Die Bestimmung der mittleren VesikelgroBe und der GroBenverteillung einer Liposomen-
praparation erfolgte mit Hilfe der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS). Dazu wurden
die Liposomen so weit mit Puffer verdinnt, bis die Lichtstreuung bei etwa 100 KCts/s lag.
Nach Tempetierung wurden die Proben bei 25°C in einem Zetasizer 3000 mit 5 mW He-Ne-
Laser und Windows PCS Version 1.31 Software (Malvern Laboratories, Malvern) vermessen.
Fiar die Berechnung der mittleren intensitatsgewichteten Vesikelgrofen (z,,) wurden die
Viskositait von Wasser sowle der Auswertemodus ,,multimodal” und ein quadratischer Fit

verwendet.
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2.3.3.2 Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie der Liposomen

Die Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie der verschiedenen Liposomenpriparationen wurde
von Herrn Prof. Dr. H. W. MEYER am Institut fiir Ultrastrukturforschung des Klinikums der
Friedrich-Schiller-Universitat Jena durchgefuhrt.

Dazu wurden die Liposomenpriparationen zwischen zwei dinne Kupferplatten gebracht
und ausgehend von Zimmertemperatur bei -185°C in flissigem Propan schockgefroren.
Bruch und Herstellung von Obetflichenabdriicken der Bruchflichen (Platin/Kohle) erfolgten
bei -150°C in einer BAF 400 T Anlage (Balzer, Lichtenstein). Die mikroskopischen Bilder
wurden unter Verwendung eines Zeiss CEM 902 Mikroskops (Zeiss, Oberkochen) angefertigt.

2.3.3.3 FEinschluBkapazitat der Liposomen

2.3.3.3.1  Proteingehalt der Iiposomen

Fir die Besttmmung der EinschluBkapazitaten der proteingefillten Liposomen wurden
ausschlief3lich flotierte Vesikelpriaparationen verwendet. Dies war notig, da das POD-Substrat
3,3°5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) die Lipiddoppelschicht der Liposomen zumindest
begrenzt iberqueren konnte. Der POD-Aktivitatstest bot daher keine Méglichkeit, zwischen
liposomal verkapseltem und ,,freiem” Protein zu unterscheiden. Dasselbe Problem ergab sich
fir den EPO-ELISA. Im Unterschied zum POD-Aktivitatstest lag die Ursache jedoch nicht
im ,,Substrat®, also dem Antikorper, sondern in einem detergenshaltigen Inkubationspuffer,

der zur Auflésung der Liposomen wihrend des ELISAs fihrte.

2.3.3.3.1.1 POD-Aktivtitatstest

POD-Mikrotiterplatten-Assays wurden mit dem ImmunoPure® TMB Substrat Kit wie in der
Gebrauchsanleitung beschrieben durchgefithrt und an einem DIAS Mikrotiterplattenreader
(Dynatech Laboratories, Billingshurst) vermessen. Die flotierten Liposomenpriparationen
wurden hierzu mit Citratpuffer, der 1 mg/ml BSA und 0,01% Tween 20% enthielt, aufgelost
und auf eine POD-Konzentration von etwa 10 ng/ml verdinnt. Als Stammlosung fur die

Eichgerade wurden die entsprechenden unflotierten Liposomenpriparationen verwendet. Auf
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diese Weise konnte dem zu beobachtenden Aktivitatsverlust der POD durch die
vorangegangene Dialyse Rechnung getragen werden. Alle Messungen erfolgten als Dreifach-

bestimmungen.

23.3.3.1.2 EPO-ELISA

Bei dem verwendeten EPO-ELISA handelte es sich um eine beziiglich des Probenpuffers
modifizierte Variante des kauflichen Kits. Die flotierten EPO-haltigen Liposomen wurden mit
Probenpuffer auf eine Proteinaktivitit von etwa 500 mU/ml verdinnt. 20 ul dieser
Verdiinnungen wurden in Mikrotiterplatten pipettiert, in denen bereits 30 ul Probenpuffer
vorgelegt waren. Nach Zugabe von 50 pl Immunreagenz wurden die Platten fiir drei Stunden
bei Raumtemperatur geschittelt. AnschlieBend wurden die Ansitze verworfen und die Platten
mit 4 x 200 pl Waschpuffer gewaschen. Dann wurden 100 ul ABTS-Substrat-Losung
zugegeben und nach einer erneuten Inkubation von ca. 20 min wurden die Absorptionen der
sich nach grin verfirbenden Substratlosungen bei 405 nm an einem DIAS Mikrotiter-
plattenreader (Dynatech Laboratories, Billingshurst) gemessen. Zur Ermittlung der EPO-
Konzentrationen wurden die gemessenen Absorptionen mit einer parallel vermessenen
Eichkurve verglichen, fir die eine EPO-Stammlosung bekannter Aktivitit verwendet wurde.

Alle Messungen wurden als Doppelbestimmungen durchgefihrt.

2.3.3.3.2  Lapidgehalt der Liposomen

Neben der Enzym- bzw. Proteinaktivitit der flotierten Liposomen wurde auch ihre
Lipidkonzentration bestimmt. Dies war notig, da nur Liposomenpraparationen mit gleichen
Lipidkonzentrationen den direkten Vergleich ihrer EinschluBraten ermoglichen.

Der dazu verwendete STEWART-Assay [1980] beruht auf der Eigenschaft von Phospholipiden,
in organischen Losungsmitteln Komplexe mit Ammonium-FEisenthiocyanat zu bilden. 50 pl
der flotierten und auf ca. 0,5-2 mg/ml Lipid verdinnten Liposomenpripatationen wurden zu
100 pl Methanol pipettiert. Nach der Zugabe von 1 ml Chloroform und 0,8 ml einer wissrigen
Ammonium-Eisenthiocyanat-Losung (27,03 g/1 FeCls - 6 H20 und 30,4 g/1 NH4SCN) wurde
der Ansatz fir 15 Sekunden intensiv gemischt. Um organische und wassrigen Phase

voneinander abtrennen zu konnen, wurde anschlieBend fir 5 min bei 2.000 g zentrifugiert.
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Die Absorption der klaren Chloroformphase wurde bei 485 nm in einer Glaskuvette (10 mm
Schichtdicke) gemessen. Ein mit Hilfe einer Eichgeraden (siche Abb. 2-2) bestimmter
Umrechnungsfaktor von 78 wurde fiir die Umrechnung der Absorptionswerte in Lipidmengen

verwendet. Alle Messungen wurden als Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

2,5
2,0 A
v 1,5 1
%
a
O 1,0 -
05 1 Abb. 2-2: Eichgerade zur Ermittlung
’ des Umrechnungsfaktors fiir die SPC-
Bestimmung nach STEWART. Die
0,0 ‘ ‘ ‘ ; ; ; : Steigung der Geraden (78 pg/OD)
0 25 50 75 100 125 150 175 200 entpricht dem fiir die Umrechnung von
Absorptionen in Lipidmengen verwen-
SPC [Mg] deten Faktor.

2.3.3.3.3  Berechnung der EinschlufSkapazitit der L iposomen

Zur Berechnung der EinschluBBkapazitaten (encapsulation efficiency (e¢)) aus den ermittelten
Protein- und Lipidkonzentrationen der flotierten Liposomenpriparationen wurde die folgende

Gleichung verwendet:

-100
e %] =p—|'— )
f

0

2y und p, sind die Proteinkonzentrationen der Liposomenpriparation vor und nach Flotation,
wobet fiir p, die Proteinkonzentration der Mischmicellenlésung angenommen wird. /, und /

sind die entsprechenden Lipidkonzentrationen der Liposomenpriparation.
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2.3.3.4 Nachweis des Proteinemschlusses in den Liposomen

Um nachweisen zu konnen, dall das mit den flotierten Liposomen assozierte Protein
tatsachlich liposomenverkapselt 1st, wurde EPO-gefillten Liposomen N-Glycosidase F
zugesetzt. Sie 1st in der Lage, den Glycoantel von EPO [TSUDA et al, 1990] unter
Bedingungen abzubauen, bei denen Liposomen stabil sind, und bietet daher die Moglichkeit,
liposomenverkapseltes und somit geschiitztes EPO von ,,freilem®, dem Verdau ausgesetzten
zu unterscheiden.

Flotierte, EPO-gefiillte nOG-Liposomen, die sich in Tris-Puffer pH 8,5 befanden, wurden
mit 2 U N-Gylcosidase F pro 100 ug liposomenassoziiertem EPO versetzt und bei 37°C fiir
36 h inkubiert. Als Kontrolle diente ein Verdauansatz von EPO-gefillten Liposomen, die
zuvor mit 3,8% (w/v) n-OG aufgelost worden waren. AuBlerdem wurde ,,freies EPO in An-
und Abwesenheit von 3,8% n-OG mit N-Glycosidase F verdaut. Simtliche Ansitze wurden
anschlieBend mit Hilfe von SDS-PAGE [LAEMMLI, 1970] unter Verwendung eines 12%igen
Polyacrylamidgels analysiert. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte durch Silberfarbung

[HEUKSHOVEN und DERNICK, 1985].

2.3.3.5 Detergensgehalt der Liposomen

»Leere” Liposomenpraparationen wurden vor und nach Dichtegradientenflotation in einem
Heizblock bei 90°C bis zur Trockene eingeengt und anschlieBend in organischem Loésungs-
mittel aufgenommen (siche Tabelle 2-2). Die sich bildenden Suspensionen wurden mit Hilfe
eines TLC Applikators AS 30 (Degussa, Heidelberg) in einem bzw. drei Zyklen auf
Aluminium-Folien Silikagel 60 aufgetragen. Thre Entwicklung erfolgte in einer l6sungsmittel-
gesittigten Horizontalkammer (Camag, Schweiz) mit einer 3:1 (viv) Chloroform-Methanol-
Mischung als Laufmittel. Die luftgetrockneten DC-Folien wurden kurz in eine Firbelosung
aus 0,5 ml Anisaldehyd, 50 ml Eisessig und 1 ml konzentrierter Schwefelsaure getaucht und
dann bis zum Auftreten der Firbung in einem Trockenschrank auf 100°C erhitzt [STAHL,
1969; LisBOA, 1964; STAHL und KALTENBACH, 1961]. Die densitometrische Auswertung
erfolgte unter Verwendung der Image Master™ Software (Pharmacia Biotech, Uppsala),
wobei die Detergenskonzentrationen durch den Vergleich mit emner Fichgeraden berechnet

wurden.
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Tabelle 2-2: Herstellung und Behandlung der ,leeren” Liposomenpriparationen zur Bestimmung ihres
Detergensgehaltes

Detergens Dialyse-/ eingedampftes Losungsmittel aufgetragenes
Flotationspuffer Liposomenvolumen Probenvolumen
DOC PBS/Citrat 12,5/25/50 ul 50 ul Methanol 2 ul
nOG PBS/Citrat 50/100/200 ul 100 wl Chloroform 10 pl
nOG Ttis, pH 7,5/8,5 12,5/25/50 ul 100 pl Chloroform 10 ul

2.3.3.6 Liposomenstabilitat

Die Permeabilitit der POD-gefillten DOC- bzw. nOG-Liposomen wurde unter Bedingungen
untersucht, die denen der nachfolgenden iz »ifro Freisetzungsexperimente (Kapitel 2.3.5.1)
sehr dhnlich waren. Sie wurden bei 20°C in einer ampicillinhaltigen Mischung aus PBS und
Citratpuffer (Volumenverhaltnis 5:2) inkubiert, die auBerdem 1 mg/ml BSA bzw. 4,2 mg/ml
Fibrinogen und 10 mM CaClz enthielt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden diesen
Ansatzen 5 pl-Proben entnommen, die mit 475 pl 2,5 M Sucrose in PBS gemischt wurden.
0,4 ml dieser Mischungen wurden in Zentrifugenrohrchen (13 x 56 mm) pipettiert und mit
2,4 ml 1M Sucroselosung sowie 0,4 ml PBS tberschichtet. Nach einstindiger Flotation bet
543.000 g (siehe auch Tabelle 2-1) wurden die Zentrifugenréhrchen mit Hilfe einer langen
Kanile von unten nach oben leergepumpt. Hierbet wurden 0,5 bis 0,7 ml grofle Faktionen
gesammelt, deren POD-Aktivitit bestimmt wurde. Da liposomenverkapselte POD in den
oberen Fraktionen zu finden war und ,(freies” Protein in den unteren, konnte aus den
gemessenen POD-Aktivititen das Verhiltnis der beiden bestimmt werden. Alle Flotations-

experimente wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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2.3.4 Fibrin- und Behriplast®-Clots

2.3.4.1 Herstellung liposomenhaltiger Fibrinclots

Eine Citratpufferlosung, die poteingefillte Liposomen bzw. ,leere” Liposomen und ,freies
Protein enthielt, wurde mit 4,2 mg/ml Fibrinogen und 10 mM CaClz versetzt. AnschlieBend
wurde die Polymerisation des Fibrinogens durch Zugabe von Thrombin gestartet. Je
nachdem, ob die sich bildenden Fibrinclots fir zz witro oder in vivo Experimente verwendet
werden sollten, betrug die Thrombinaktivitit der Polymetisationslosung 1 bzw. 2 U/ml. Vor
jedem Experiment wurden die Clots jedoch fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur

mnkubiert, um ihr vollstaindiges Ausharten zu gewihrtleisten.

2.3.4.2 FElektronenmikroskopie von liposomenhaltigen Fibrinclots

10 pl einer Polymerisationslésung (siche Kapitel 2.3.4.1), die POD-gefiillte nOG-Liposomen
enthielt, wurden auf ein formvar- und kohlebeschichtetes Grid gegeben. Nach einer Stunde
bei Raumtemperatur und hoher Luftfeuchtigkeit wurde der groB3te Teil des entstandenen Clots
mit Filterpapier vom Grid entfernt. Der auf dem Grid verbliebene Rest wurde fir dret
Stunden mit 4%iger Glutaraldehydlésung in PBS tberschichtet und anschlieBend mehrere
Male mit PBS gewaschen. Es folgten eine fiinfminiitige Uberschichtung mit DAB/Cobalt-
Losung und ein weiterer Waschschritt. Die mikroskopischen Bilder wurden an einem Tesla BS

500 Elektronenmikroskop (Tesla, Brno) angefertigt.

2.3.4.3 Herstellung liposomenhaltiger Behriplast®—Clots

Zu Citratpuffer, der proteingefillte nOG-Liposomen bzw. ,,freies* Protein und ,Jeere” nOG-
Vesikel enthielt, wurde Aprotinin in einer Konzentration von 500 KIU/ml gegeben. Diese
Losung wurde zur Rekonstitution des lyophilisierten Fibrinogens von Behriplast® HS Sets
(Komponente 1) verwendet. Die Thrombinlosung (Komponente 2) wurde nach Gebrauchs-
anleitung hergestellt. Mit Hilfe von 1 ml Pantajet® Applikationssets wurden aus gleichen
Volumina der beiden Komponenten Behriplast®-Clots hergestellt. Die Aushartung der Clots

erfolgte fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur.
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2.3.5 In vitro Experimente mit Fibrin- und Behriplast®-Clots

2.3.5.1 In vitro Freisetzung von POD aus Fibrin- und Behriplast®—Clots

200 wl Fibrin- bzw. Behriplast®-Clots, die entweder POD-gefillte Liposomen oder
entsprechende Mengen ,leere” Liposomen und ,freie” POD enthielten, wurden 1n
verschraubbaren 1,5 ml Reaktionsgefalen auspolymerisiert. AnschlieBend wurden sie mit
500 ul 1 mg/ml BSA in PBS iberschichtet und bei 20°C inkubiett (siche Abb. 2-3). Aus den
Uberstinden wurden in regelmiBigen Abstinden 10 ul Proben entnommen, deren POD-

Aktivitat bestimmt wurde (vergleiche Kapitel 2.3.3.3.1.1).

—— 500 ul PBS mit 1 mg/ml BSA

Abb. 2-3: Schematische Darstellung

200 wl POD-haltiger Fibrin- der Experimente zur Freisetzung von
bzw. Behriplast®—Clot POD aus Fibrin- und Behriplast®-
' Clots.

2.3.5.2 Plasminkatalysierter Abbau von liposomenhaltigen Fibrinclots

Der plasminkatalysierte Abbau von Fibrinclots, die POD-gefillte Liposomen enthielten,
wurde direkt im Anschlu an die Clotpolymerisation oder nach Beendigung der POD-
Freisetzung durchgefiihrt. Dazu wurde den Clots in PBS gelostes Plasmin in  einer
Endkonzentration von 0,5 bis 1 U/ml zugesetzt. Bei diesen Plasminkonzentrationen und
20°C dauerte der komplette Verdau eines 200 pl Clots ca. zwei Tage. Die dabel entstehenden
Losungen konnten anschlieend wie gewohnt auf thren POD-Gehalt (Kapitel 2.3.3.3.1.1) oder
die Stabilitat der Liposomen (Kapitel 2.3.3.6) hin untersucht werden.
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2.3.6 In vivo Experimente mit Fibrin- und Behriplast®-Clots

2.3.6.1 Lagerstabilitat von EPO-Serumproben

Bevor die etsten iz wvo Expetimente mit EPO-haltigen Fibtin- und Behtiplast®-Clots
durchgefiihrt wurden, wurde zunachst die Lagerstabilitit von EPO in murinen Serumproben
getestet. Dazu wurde zwel mannlichen sowie zwei weiblichen NMRI-Miusen uber einen
Zeitraum von 15 Tagen je funfmal retrobulbir Blut entnommen (siche Abb. 2-4). Aus den
geronnenen Blutproben wurden durch finfminttige Zentrifugation bei 8.000 g die Blutseren
gewonnen, von denen je 50 ul mit 5 ul 100 U/ml EPO in PBS vetsetzt wurden. Die Halfte
dieser Losungen wurde bei 4°C aufbewahrt, die andere Hilfte wurde in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -20°C gelagert. Als Kontrollen wurden je 50 ul einer BSA-haltigen PBS-
Losung mit EPO versetzt und unter gleichen Bedingungen aufbewahrt. Alle Proben wurden

am Tag der letzten Blutentnahme im EPO-ELISA (sieche Kapitel 2.3.3.3.1.2) vermessen.

Abb. 2-4: Retrobulbire Blutentnahme bei
Miusen. Wihrend die Miuse unter Ether-
narkose standen, wurde thnen mit 50 ul Einmal-
Kapillarpipetten Blut aus dem Plexus opthalmicus
entnommen.

2.3.6.2 In vivo Freisetzung von EPO aus Fibrin- und Behriplast®—Clots

2.3.6.2.1  In vivo Freisetzungsexperimente mit Fibrinclots

500 wl Fibrinclots wurden in Strohhalmen (ca. 1,8 x 0,6 cm) auspolymerisiert, die zuvor mit
Sigmacote® uberzogen und an einem Ende mit Parafilm M® verschlossen worden waren. Sie
enthielten entweder 1000 U nOG-liposomenverkapseltes EPO oder entsprechende Mengen

Hfreies” Protein und ,leere” Vesikel. Nach Inkubation uber Nacht wurden die Clots den
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Strohhalmen entnommen und narkotisierten NMRI-Miusen subcutan bzw. intraperitoneal
implantiert (sieche Abb. 2-5). Als Narkottkum wurde eine 3:1 Mischung aus Ketamin 10% und
Rompun 2% verwendet, von der einer 35 g schweren Maus 50 ul intraperitoneal gespritzt
wurden. Kontrollmausen wurde ,,freies” EPO in FCS oder nOG-liposomenverkapseltes EPO
in Citratpuffer verabreicht. Je 100 ul dieser Formulierungen (10.000 U/ml) wurden entweder
mntravenos, subcutan oder intraperitoneal gespritzt.

AnschlieBend wurde den Mausen in regelmalligen Abstinden Blut entnommen (siche auch
Abb. 2-4). Der EPO-Gehalt der daraus gewonnenen Blutseren (siche Kapitel 2.3.6.1) wurde
mit Hilfe des bereits erwiahnten EPO-ELISAs bestimmt (siche Kapitel 2.3.3.3.1.2). Um
Interaktionen des Blutserums mit dem ELISA zu verhindern, wurden alle Proben vor ihrer

Vermessung mindestens funffach mit Probenpuffer verdinnt.

ETHICON

Abb. 2-5: Implantation von Fibrinclots in Miuse. Die subcutanen Fibrinclots wurden mit Hilfe eines Spatels
in die zuvor geformten Hauttaschen eingefithrt. Diese wurden anschlieBend mit Wundklammern verschlossen.
Fur die intraperitonealen Implantate (nicht gezeigt) wurden die Schnitte parallel zur Wirbelsdule gesetzt und
ebenfalls mit Wundklammern verschlossen.

2.3.6.2.2  In vivo Freisetzungsexperimente mit Behriplast”-Clots

nOG-liposomenverkapseltes EPO bzw. ,.fretes EPO und ,leere” nOG-Liposomen wurden
fur die Herstellung von 500 ul Behriplast®-Clots verwendet (siche Kapitel 2.3.4.3), die in
Strohhalmen auspolymerisiert wurden. Sie enthielten je 1000 U EPO und wurden am
darauffolgenden Tag subcutan in NMRI-Mause implantiert. Die Freisetzungskinetiken wurden
iber die EPO-Spiegel des Serums verfolgt (vergleiche Kapitel 2.3.6.2.1).
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2.3.6.2.3  Auswertung der in vivo Frezsetzungsexperimente

Die Auswertung der in den Kapiteln 2.3.6.2.1 und 2.3.6.2.2 gewonnenen pharmakokinetischen
Primirdaten erfolgte mit einer kompartimentunabhingigen Analyse unter Verwendung der
PC-Software TopFit 2.0 [HEINZEL et al., 1993]. Die Flichen unter den Konzentrations-Zeit-
Kurven (AUCs) wurden durch numerische Integration mit Hilfe der Trapezregel ermittelt.
Die dazu verwendeten EPO-Serumkonzentrationen wurden nicht um die zu vernachlissigen-
den inharenten EPO-Level des Mausserums korrigiert.

Die Normalverteilung der berechneten pharmakokinetischen Groflen wurde mit Hilfe des
Software-Programmes SigmaStat 2.0 (Jandel Scientific, San Rafael) unter Verwendung des
KOLMOGOROV-SMIRNOV-Tests tuberprift. Um feststellen zu konnen, ob es zwischen den
verschiedenen Applikationsformen des EPOs signifikante Unterschiede gibt, wurden die
normalverteilten Daten einer Varianzanalyse (analysis of variance (ANOVA)) unterzogen (siche

Anhang).

2.3.6.3 Explantation von Fibrin- bzw. Behriplast®—Clots

2.3.6.3.1 EPO-Restgehalt von explantierten Fibrin- byw. Bebriplast®-Clots

Um den EPO-Restgehalt der Fibrin- bzw. Behriplast®-Clots am Ende der meBbaten
Freisetzungskinetiken (siche Kapitel 2.3.6.2.1 bzw. 2.3.6.2.2) abschitzen zu kénnen, wurden
einige Clots nach der letzten Blutentnahme wieder explantiert. Der Verdau der Restclots
erfolgte wie in Kapitel 2.3.5.2 beschrieben. Im Fall der aprotininhaltigen Behrtiplast®-Clots
waten jedoch bis zu 5 U/ml Plasmin notig, um sie vollstindig abbauen zu kénnen. Am Ende
des Verdaus wurden die Losungen leicht anzentrifugiert, um Verunreinigungen entfernen zu
konnen. AnschlieBend wurde wie in Kapitel 2.3.3.3.1.2 beschrieben der EPO-Gehalt des

Uberstandes bestimmt.
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2.3.6.3.2  Lichtmikroskopie von explantierten Fibrinclots

Intraperitoneal bzw. subcutan mmplantierte Fibrinclots (vergleiche Kapitel 2.3.6.2.1), die
ausschliefllich leere nOG-Liposomen enthielten, wurden nach 5 bis 12 Tagen wieder
explantiert, um sie lichtmikroskopisch zu untersuchen. Die Anfertigung der mikroskopischen
Priparate erfolgte durch Herrn Dr. T. SPRUSS von der Universitit Regensburg. Dazu wurden
die Clots direkt nach ihrer Entnahme fir mindestens 24 h in BOUIN’scher Losung [BOUIN,
1897; ROMEIS, 1989a] fixiert. Die anschlieBende Einbettung in Paraffin und das Ausblocken
erfolgten mit Hilfe emer Histokinette nach einem Standardprotokoll. Von den eimngebetteten
Clots wurden mit einem Mikrotom 6 um dicke Schnitte angefertigt, die nach ihrer
Entparaffinierung mit der MASSON-GOLDNER-Farbung [GOLDNER, 1938] nach ROMEIS

[1989b] angefarbt wurden.

2.3.6.4 Stimulation der Erythropoese durch EPO-haltige Behriplast®—Clots

Far die Abschitzung der erythropoetischen Aktivitait von EPO stellt die ansteigende
Retikulocytenzahl des Blutes eine leicht zugingliche Me3grofle dar. Thre Bestimmung bet
minnlichen B6D2F;-Mausen, denen zuvor unterschiedliche EPO-Formulierungen subcutan
appliziert wurden, wurde von Herrn Dr. W. PAHLKE bei der Firma Roche in Mannheim
durchgefihrt (siche auch Kapitel 2.3.6.4.1).

Bei den Formulierungen handelte es sich um 200 pl Citratpufferlosungen mit je 100 U
Hfreiem® bzw. nOG-liposomenverkapseltem EPO und um 500 pl Behriplast®-Clots mit 375 U
»frelem® EPO und ,Jeeren® nOG-Liposomen bzw. 100 U nOG-liposomenverkapseltem EPO
(zur Herstellung und Applikation sieche auch Kapitel 2.3.4.3 und 2.3.6.2.1). Da die Menge des
verabreichten EPOs in diesem Experiment 10fach niedriger als gewohnlich lag, wurde zur
Herstellung der Liposomen ausnahmsweise eine etwa 10fach geringer konzentrierte EPO-
Losung (ca. 30.000 U/ml) verwendet (vetrgleiche auch Kapitel 2.3.2). Auf diese Weise konnte
gewahrleistet werden, daBl die mit den liposomenhaltigen Formulierungen verabreichte
Lipidmenge im ublichen Rahmen lag. Um den direkten Vergleich der Formulierungen
gewahrleisten zu konnen, wurden auch den Tieren, denen die Citratpufferlosungen injiziert
wurden, zusitzlich Implantationsschnitte gesetzt. Dies war notig, weil die Erythropoese durch

Stref3, wie ithn eine Implantation von Clots darstellt, stark beeinflu3t wird [MOLLMANN, 1992].
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2.3.6.4.1  Bestimmung der Retikulogytenzahlen

Die Retikulocytenzahlung, wie sie im vorliegenden Fall durchgefihrt wurde, ist bereits von
DICKMANN [1991] ausfihtlich beschrieben worden. Danach wurden 5 ul des aus der
Schwanzvene von Miausen entnommenen Blutes mit 1 ml 0,15 uM Acridinorangeldsung in
Elomel-Vollelektrolytlosung versetzt. Nach 10- bis 15minutiger Inkubation ber Raum-
temperatur wurden mindestens 30.000 Zellen der gefirbten Blutproben m einem Durch-
fluBcytometer (FACScan, Becton-Dickinson, Heidelberg) analysiert, das mit einem Argonlaser

(488 nm) ausgestattet war.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines de/ivery Systems, das therapeutische Proteine tiber
einen Zeitraum von mehreren Tagen bis Wochen kontinuietlich freisetzt. Hierfir wurden
zwel haufig verwendete delivery Systeme miteinander kombiniert und proteingefillte
Liposomen m das Biopolymer Fibrin eingeschlossen. I vvo verabreichte Liposomen bieten
Proteinen die Moglichkeit, in der von thnen bevorzugten wassrigen Umgebung zu verbleiben
und gleichzeitig vor destabilisierenden Emflissen der Umgebung wie z.B. Proteasen geschuitzt
zu sein. Sind solche Liposomen stabil und grof3 genug, um durch das Netzwerk von Fibrin
festgehalten zu werden, so entsteht ein de/ivery System, bei dem die Freisetzung des optimal

stabilisierten Proteins ausschlieflich iiber die Resorption des Polymers gesteuert wird.

3.1 Charakterisierung der Liposomen

3.1.1 GroéBenverteilung und Lamellaritit der Liposomen

Die mit nicht flotierten Liposomenpraparationen durchgefithrten PCS-Messungen zeigten,
daB der mittlere intensititsgewichtete Vesikeldurchmesser (z,) nur von dem fir die
Praparationen verwendeten Detergens abhing. Der Dialysepuffer oder das einzuschlieBende
Protein schienen keinen signifikanten FEinfluf} auf den g, -Wert zu haben. Wie aus Abb. 3-1
hervorgeht, besallen die DOC-Liposomen eine mittlere GroB8e von etwa 200 nm, wahrend
nOG-Liposomen mit knapp 300 nm etwas groler waren. Die durchweg niedrigen Polydis-
persionsindices, die theoretisch einen Wert zwischen 0 und 1 annehmen konnen, deuten
darauf hin, dal3 alle Praparationen sehr homogen waren.

Uber die Lamellaritit von Liposomenpriparationen kann die Elektronenmikroskopie
anhand von Gefrierbruchpriparationen AufschluB3 geben. Wird ein Liposom bei dieser
Methode gebrochen (cross-fracturing), erhalt man emen Liposomenquerschnitt, bei dem auch
eventuelle innere Lipiddoppelschichten der Vesikel sichtbar werden.

Die DOC-Liposomen (Abb. 3-2 A) waren wie erwartet unilamellar (vergleiche Kapitel 1.3),
besaBen jedoch eine eigenartige, liposomen-untypische Form. Ahnliche Strukturen fanden
LASCH et al. [1992], als ste die detergensinduzierte Umwandlung von kleinen unilamellaren Fi-
Phosphatidylcholin-Vesikeln zu Mischmicellen untersuchten. Demnach bewitken |, sub-

solubilisierende” nOG-Konzentrationen nicht nur das Anschwellen von Liposomen,
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Abb. 3-1: GréBenverteilungen
verschiedener Liposomenpri-
parationen. A: POD gefillte
DOC-Liposomen (m), B: POD-
gefiillte nOG-Liposomen (M), C:
leere nOG-Liposomen (@), D:
EPO-gefillte nOG-Liposomen
(@). Die zu-Werte und Poly-
dispersititen der Priparationen
betrugen 1959 nm und 0,175
(m), 293,6 nm und 0,107 (m),
279,3 nm und 0,170 (@) sowie
282,7 nm und 0,068 (O). Fur die
Herstellung der EPO-gefillten
Liposomen wurde Trispuffer
verwendet. Die ibrigen Liposo-
menpriparationen wurden in PBS
hergestellt. Fir alle Messungen
wurden der ,multimodale® Aus-
wertemodus verwendet.

Abb. 3-2: Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie von POD-gefiillten Liposomen. A: DOC-Liposomen, B:
nOG-Liposomen. Es handelte sich um dieselben Priparationen, die auch fir die PCS-Messungen (Abb. 3-1)
verwendet wurden. Der Pfeil im oberen Bild der Abbildung B deutet auf den Bruch eines multilamellaren

Liposoms.
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sondern fithren auch zur Ausbildung von starken lokalen Kriimmungen in den liposomalen
Bilayern. Sie verleithen den entsprechenden Vesikeln ein ,buckeliges® Aussehen (bumpbacked)
und werden als Folge der Finlagerung von kegelférmigen ,,Gastmolekilen® in die Lipid-
doppelschichten verstanden (vergleiche Abb. 3-3). Es lag daher die Vermutung nahe, daf} die
DOC-Liposomen einen betrichtlichen Restdetergensgehalt aufweisen konnten (vergleiche
Kapitel 3.1.4).
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Bereiche der Lipidmonoschichten, die eine stark
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Wie bei den PCS-Messungen waren die nOG-Liposomen (Abb. 3-2 B) auch im elektronen-
mikroskopischen Bild deutlich gro3er als die DOC-Liposomen. Der weitaus grofite Teil der
Priparation schien unilamellar zu sein. Allerdings konnten vereinzelt auch grofle (> 500 nm)
multilamellare Liposomen beobachtet werden. Ahnliches schildern MIMMS et al. [1981], die die
Eigenschaften von nOG-Liposomen im Zusammenhang mit dem fir die Mischmicellen-
losung verwendeten Lipid-Detergens-Verhaltnis untersuchten. Sie stellten fest, dafl bet dem
im vorliegenden Fall verwendeten molaren Verhiltnis von 0,2 neben unilamellaren auch
multilamellare Vesikel und Lipidaggregate gebildet werden, falls keine optimalen Dialyse-
bedingungen vorliegen. Aus den vorherigen PCS-Messungen geht jedoch hervor, dal3 ihr
Antell an der Gesamtpriaparation sehr gering sein mufite. Denn obwohl der
Vesikeldurchmesser mit der sechsten Potenz in die Streulichtintensitat eingeht [MALVERN,
1996] und somit grof3e Teilchen einen sehr viel hoheren Beitrag zur Streulichtintensitit leisten
als kleine, lieferte der ,,multimodale® Fit eine Groflenverteilung ohne signifikantes Tailing am

oberen GrofBlenrand.
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3.1.2 EinschluB3kapazitit der Liposomen

Em wichtiges Charakteristtkum von Liposomenpraparationen im Hinblick auf ihre
Verwendung als Arzneistofftrager ist ithre EinschluBkapazitit (ee). Ist die einzuschlieBende
Substanz hydrophob, lagert sie sich in die Lipiddoppelschichten der Liposomen ein.
Hydrophile Substanzen werden mm wilrigen Innenraum der Liposomen eingeschlossen
[SCHREIER, 1982]. Im Idealfall entspricht die EinschluBkapazitit fiir hydrophile Substanzen
dem von den Liposomen eingeschlossenen Anteil am Gesamtvolumen der Priparation.
Handelt es sich um homogen verteilte unilamellare Vesikel, kann dieser Volumenanteil mit
Hilfe der folgenden Gleichung aus der durchschnittlichen GroBle der Liposomen berechnet

werden:

N-a-(r-9)°

S [ %] = 3. (r2 +(r —5)2)

-100 ®)

N = N_ /M, o = 1,94-101 (1,55-10%) ist die Zahl der Phospholipidmolekiile pro ml DOC-
bzw. nOG-Liposomenpriparation und 2 = 0,7 nm? das Oberflichenareal, das eine Lipid-
Kopfgruppe im Bilayer einnimmt. 6 = 4 nm entspricht der Dicke detr Lipiddoppelschicht und
r =100 bzw. 145 nm dem mittleren Radius der Liposomen, der sich aus den entsprechenden
2. Werten ergibt [LASIC, 1993].

Beobachtungen von ADRIAN und HUANG [1979] lieBen vermuten, daf3 die etwa 40 bzw.
30 kDa groBlen Modellproteine POD und EPO sowohl von DOC- als auch von nOG-
Liposomen mit theoretischen Einschlulraten verkapselt werden. Die Autoren untersuchten
die Einschlulkapazitat von Liposomen in Abhangigkeit von Vesikel- und Proteingrof3e, und
stellten fest, daf3 fir SUVs die Einschlulrate ab einer Proteingrofle von etwa 25 kDa zwar
sukzessive abnimmt. Fur grole unilamellare Vesikel (LUVs), zu denen auch die hier
verwendeten Liposomen zahlen, wurden jedoch bis zu einem Molekulargewicht von 97 kDa
groBenunabhingige ProteineinschluBBraten beobachtet.

In Tabelle 3-1 sind die theoretischen (e,,) und die tatsichlich gemessenen Einschluf3-
kapazititen (¢e) saimtlicher gefillter Liposomenpraparationen aufgefithrt. Der Vergleich zeigt,
daf3 die tatsachlichen EinschluBkapazititen entgegen den Erwartungen nur fur die nOG-
Liposomen mit dem theoretischen Wert iibereinstimmten. Im Gegensatz dazu war ez im Fall

der POD-gefiillten DOC-Liposomen nur etwa halb so grof3 wie ¢,

reo*
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Tabelle 3-1: EinschluBkapazititen verschiedener Liposomenpriparationen. Die experimentell
ermittelten EinschluBkapazititen sind Mittelwerte aus mindestens 3 Einzelmessungen.

Liposomenpriparation ee [Y0] €ernen [0]
POD gefillte DOC-Liposomen 9,6 20,9
POD gefullte nOG-Liposomen 26,5 24,8
EPO gefiillte nOG-Liposomen 233 24,8

Zu diesem Zeitpunkt konnte nur vermutet werden, dal3 die niedrige FinschluBrate der
DOC-Liposomen mit dem ebenfalls vermuteten hohen Detergensgehalt dieser Praparationen
(siehe auch Kapitel 3.1.4) im Zusammenhang stand. Es ist bekannt, dal} Detergenzien die
Permeabilitit von Lipidbilayern erhohen und somit die Freisetzung liposomenverkapselter
Substanzen (/lposome leakage) induzieren, lange bevor ihre Konzentration hoch genug ist, um
die Liposomen vollstandig zu solubilisieren [SCHUBERT et al., 1986; PATERNOSTRE et al., 1988,
RUIZ et al, 1988; MEMOLI et al., 1999]. Ein Verlust von eingeschlossener POD durch
detergensinduzierte Fusion der DOC-Liposomen [ALONSO et al., 1982; EDWARDS und
ALMGREN, 1990] konnte allerdings ausgeschlossen werden, da deren Grofle tiber mehrere

Wochen konstant blieb (Ergebnisse nicht gezeigt).

3.1.3 Nachweis des liposomalen Proteineinschlusses

Durch die Flotation der proteingefillten Liposomen nach ihrer Herstellung konnte
nachgewiesen werden, daf3 emn Teil des zu den Mischmicellenlosungen zugesetzten Proteins
am Ende der Dialyse liposomenassoziiert war. Dartiber hinaus stimmte dieser Anteil im Fall
der nOG-Liposomen sehr gut mit der theoretischen Einschlulkapzitat dieser Vesikel tiberein
(siche Kapitel 3.1.2). Dennoch war dies kemn eindeutiger Beweis fiir den tatsiachlichen
Emschlul der Proteme in den Liposomen. Theoretisch ware es auch denkbar gewesen, daf}
die Proteine lediglich auf der Oberfliche der Liposomen adsorbiert sind.

Fir den eindeutigen Nachweis der liposomalen Verkapselung der Proteine wurde die
Tatsache ausgenutzt, dal} mtakte Membranen fiir Makromolekiile so gut wie undurchlassig
sind. Setzt man proteinhaltigen Liposomenlosungen Proteasen bzw. Glycosidasen zu, sollten
diese das Protein nur dann verdauen, wenn es sich nicht in den Liposomen, sondern entweder
Hfrei“ in Losung oder auf der Oberfliche der Liposomen befindet. Wie aus Abb. 3-4

hervorgeht, wurde das liposomenassoziierte EPO bis auf einen kaum zu detektierenden Anteil
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nicht verdaut. Nur wenn die Liposomen mit n-Octylglycosid aufgelost wurden, konnte das
zuvor verkapselte EPO deglykosyliert werden. Die schwachen Abbaubanden im Fall der
mntakten Liposomen sind wahrscheinlich auf Spuren von ,freiem“ EPO zurtuckzufihren, die
bei der vorausgegangenen Flotation der Vesikel nicht abgetrennt werden konnten.

Der Nachweis des Proteineinschlusses konnte nicht auf die POD-gefillten Liposomen
ausgeweitet werden. Die ebenfalls hoch glycosylierte POD lieB3 sich weder durch gingige
Proteasen wie Proteinase K oder Trypsin noch durch Glycosidasen wie N-Glycosidase F

verdauen.

m L] " —— unverdautes EPO

unvollstindig N-Glycosidase F-
verdautes EPO

b e o — N-Glycosidase F-verdautes EPO

Abb. 3-4: SDS-PAGE des N-Glycosidase F-Verdaus von EPO-gefiillten nOG-Liposomen. Alle Proben
enthielten 0,5 ug EPO und gegebenenfalls 0,2 U N-Glycosidase F bzw. 3,8% n-Octylglycosid. Vor ihrer
Auftragung auf das 15%ige Actylamidgel wurden sie fur 36 h bei 37°C inkubiert. Die Detektion der Banden
erfolgte mit einer Silberfirbung. Spur 1: flotierte Liposomen, Spur 2: flotierte Liposomen und N-Glycosidase F,
Spur 3: mit n-Octylglycosid aufgeloste, flotierte Liposomen und n-Glycosidase F, Spur 4:  freies” EPO, Spur 5:
»freies EPO und N-Glycosidase F, Spur 6: ,(freies“ EPO und n-Glycosidase F in Gegenwart von
n-Octylglycosid.

3.1.4 Detergensgehalt der Liposomen

Wie bereits in den Kapiteln 3.1.1 und 3.1.2 erwahnt, bestand insbesondere bet den DOC-
Liposomenpriparationen der Verdacht, dall sie emen erheblichen Detergensgehalt aufweisen.
Diesem Aspekt kommt insofern besondere Bedeutung zu, als dall schon Spuren von
Detergenzien einen ausgepriagten Effekt auf die Permeabilitait von liposomalen Membranen
haben konnen [SCHUBERT et al., 1986; PATERNOSTRE et al., 1988]. Die sich moglicherweise

daraus ergebende, rasche Freisetzung der liposomal verkapselten Substanzen begrenzt die
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Eignung der entsprechenden Vesikel als drug carrier. Thr Einsatz in dem hier zu entwickelnden
delivery System kame uberhaupt nicht in Frage, da dessen Proteinfreisetzung iiber den Abbau
des Fibrins und nicht tber die Permeabilitit der Liposomen gesteuert werden soll.

In Tabelle 3-2 sind die relativen Detergenskonzentrationen verschiedener | leerer*
Liposomenpraparationen vor und nach Flotation aufgefithrt. Ein Vergleich der unflotierten
Priparationen zeigt, dal3 der Detergensgehalt der nOG-Liposomen sehr viel niedriger war als
der der DOC-Liposomen. Letztere enthielten immerhin noch ein Viertel des Detergens der
Mischmicellenlosung, aus der sie hergestellt worden waren. Diese Beobachtung bekriftigte die
bereits geduBerte Vermutung, daf3 die ungewohnliche Form der DOC-Liposomen eine Folge

thres hohen Detergensgehaltes ist (siche auch Kapitel 3.1.1).

Tabelle 3-2: Detergensgehalt von Mischmicellenlésungen und ,leeren® Liposomenpriparationen vor
bzw. nach Flotation

Dialysepuffer/ molares Detergens/Lipid-  molates Detetgens/Lipid-Verhaltnis

Flotationspuffer Verhailtnis in der in der Liposomenpriparation
Mischmicellenlésung vor Flotation nach Flotation
DOC-Liposomen PBS/Citrat 1,025 0,256 0,107
nOG-Liposomen PBS/Citrat 5,168 0,020 < 0,003
nOG-Liposomen Tris pH 7,5/8,5 5,168 0,031 < 0,004

— nOG

-.!.‘A _ spe

Abb. 3-5: Detergensgehalt von nOG-Liposomen vor und nach Flotation in Citratpuffer. Die Spuren 1-7
zeigen Standards mit 0 — 20 ug nOG. Auf den Spuren 8, 9 und 10 bzw. 11, 12 und 13 wurden 5, 10 und 20 pl
einer nOG-Liposomenpriparation vor bzw. nach Flotation aufgetragen.



48 Ergebnisse und Diskussion

Weiterhin fallt auf, dafl im Fall der nOG-Liposomen die Wahl des Dialysepuffers keinen
signifikanten Einfluf auf die Effizienz der Dialyse hatte, und daB3 der Detergensgehalt aller
Liposomenpraparationen durch einen der Dialyse nachgeschalteten Flotationsschritt gesenkt
werden konnte. Im Fall der nOG-Liposomen lag die Detergenskonzentration nach der
Flotation unterhalb der Nachweisgrenze der zur Analyse verwendeten DC-Technik (Abb.
3-5).

Kennt man die Detergenskonzentration einer Liposomenpraparation (d,), und ist diese
nicht nur kleiner als ithre Lipidkonzentration, sondern auch kleiner als die detergensspezifische
CMC, so kann man die Detergenskonzentration der Liposomenbranen (4) unter der
Annahme berechnen, dafl das Lipidvolumen der Priparationen im Vergleich zu ihrem
Gesamtvolumen vernachlissigbar ist. In diesem Fall entspricht 4, der Detergenskonzentration

der wilrigen Phase 4

w

und J,ergibt sich aus der folgenden Gleichung:

d=P-d 3)
Verwendet man fur die Berechnung von 4, die von LASCH et al. [1983] fur Ei-
Phosphatidylcholin ermittelten detergensspezifischen Verteilungskoeffizienten (P), so ergeben

sich fur die Membranen der flotierten Liposomenpraparationen die i Tabelle 3-3

aufgefihrten Detergenskonzentrationen.

Tabelle 3-3: Detegenskonzentrationen der Lipidmembranen flotierter ,leerer Liposomenpriparationen

CMC [mM] P di/[mM] Anzahl Detergensmolekile auf
1000 Lipidmolekile*
DOC 3,7 198 265 200
nOG 20,9 58 <4 <3

*Das durchschnittliche Volumen eines Fi-Phosphatidylcholin-Molekiils im Bilayer betrigt 1253 A3 [HUANG und
MASON, 1978]. Daraus ergibt sich ein molares Lipidvolumen von 0,755 1.

Es scheint allerdings kaum moglich zu sein, anhand der ermittelten d-Werte Riickschlisse
auf die Permeabilitat der entsprechenden liposomalen Membranen zu ziehen. Viele Autoren,
die sich mit dem Effekt von DOC und nOG auf die Membranstabilitit bzw. -permeabilitat

beschiftigen [SCHUBERT et al., 1986; UENO 1989; LLASCH et al., 1992; MEMOLI et al., 1999],
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wihlen einen experimentellen Ansatz, der nicht mit den Bedingungen im vorliegenden Fall zu
vergleichen ist. Sie gehen in der Regel von detergensfreien Liposomen aus, denen erst im
Anschluf3 an ithre Herstellung Detergens zugesetzt wird.

SCHUBERT et al. [1986] konnten bei dieser Art von Experimenten eine Freisetzung von
trittummarkiertem Inulin  (M; 5.000) aus LUVs bet ,subsolublisierenden® Cholat-
konzentrationen beobachten. Interessanterweise sind die Freisetzungsraten nach einer
Inkubationszeit von 24 h mit denen identisch, die kurz nach der Detergenszugabe gefunden
wurden. Die Autoren erkliren dies mit der Bildung von transienten, cholatinduzierten Poren
in den liposomalen Membranen, die sich unmittelbar nach Detergenszugabe aufgrund der
zunachst ungleichmafigen Verteilung des Cholats in den Lipidbilayern bilden. Die
Neuordnung der Membranen fithrt jedoch zu deren rascher Stabilisierung, die ein weiteres
Austreten von Inulin verhindert. Im Hinblick auf die Membranpermeabilitat scheint es
dementsprechend einen signifikanten Unterschied zu machen, ob sich die detergenshaltige
Liposomenpraparation im thermodynamischen Gleichgewicht befindet oder nicht. Und
wihrend SCHUBERT et al. Membranpermeabilititen wahrend der FEinstellung dieses
Gleichgewichtes untersuchten, sind im vorliegenden Fall vornehmlich Permeabilititen im
Gleichgewichtszustand von Interesse.

UENO [1989] erklirt den von thm untersuchten Zusammenhang zwischen der Permea-
bilitait von Ei-Phosphatidylcholinmembranen und threm nOG-Gehalt sehr anschaulich. Geht
man davon aus, dal die Kopfgruppen von Detergens und Lipid vergleichbare Groflen
besitzen, dann sind die in einer Lipidmembran befindlichen Detergensmolekile ausschlieBlich
von Lipidmolekiilen umgeben, solange thre Molfraktion unter 0,3 liegt (siche Abb. 3-6). Bet
einer Molfraktion tber 0,3 konnen die Detergensmolekiile miteinander in Kontakt kommen,
worin UENO die Ursache fir den bei dieser Detergenskonzentration auftretenden
sprunghaften Anstieg der Membranpermeabilitit sieht.

Im Fall der flotierten DOC-Liposomen liegt die Molfraktion des Detergens mit 200 DOC-
Molekiillen pro 1000 Lipidmolekilen bei 0,2 und somit leicht unter dem von UENO
definierten ,,Grenzwert®. Berticksichtigt man jedoch die ausgeprigte Dynamik von Lipid-
membranen und die damit verbundene Moglichkeit des Auftretens lokal erhohter Detergens-
konzentrationen, so ist ein Einfluf} des Detergens auf die Permeabilitait der DOC-Liposomen
durchaus denkbar.

Im Gegensatz dazu ist die Detergenskonzentration in den Lipidmembranen der nOG-
Liposomen mit ca. einem Detergenzmolekil pro 200 Lipidmolekiilen sehr niedrig. Dies steht
in Finklang mit Untersuchungen von MIMMS et al. [1981], die den Restdetergensgehalt von

dialysierten EPC-Liposomen mit Hilfe von Gelfiltrationsexperimenten untersuchten. Hierbet



50 Ergebnisse und Diskussion

eluterten 1+1 “C-markierte nOG-Molekille mit 400 Lipidmolekiilen. Gemal3 der ,,Permea-
bilitatstheorie von UENO entsprach die Ionenpermeabilitit dieser Liposomen der von

beschallten, also vollig detergensfreien, Ei-Phosphatidylcholin-Vesikeln [HAUSER et al., 1973;

TOYOSHIMA und THOMPSON, 1975].

Abb. 3-6: Modell fir die
Anordnung von Phospholipid-
und Detergensmolekiilen in
einer Lipiddoppelschicht (Auf-
sicht). A:  Molfraktion  des
Detergens liegt unter 0,3; B:
Molfraktion des Detergens liegt
uber 0,3. (@) Detergensmolekiil;
(O) Phospholipidmolekil.  (ent-
nommen aus UENO, 1989)

3.1.5 Liposomenstabilitit

Eme durch Detergenzien erhohte Permeabilitat liposomaler Membranen bedeutet nicht
zwangslaufig, daf3 die entsprechenden Liposomen das in ithnen eingeschlossene Material mit
der Zeit verlieren. Dies ist sogar um so unwahrscheinlicher, je hoher das Molekulargewicht
der verkapselten Substanz ist. So konnten z.B. SCHUBERT et al. [1986] zeigen, dall die
Cholatmenge, die notig ist, um eine 50%ige Freisetzung verschiedener Zucker aus dialysierten
Ei-Phosphatidylcholin-Liposomen zu bewirken, mit dem Molekulargewicht des Zuckers
ansteigt. Wahrend fir besagte Freisetzung im Fall der Raffinose (M: 594) eine Cholat-
Molfraktion in der liposomalen Membran von etwas mehr als 0,2 ausreichte, war im Fall des
Dextrans (M; 70.000) bereits eine Molfraktion von ca. 0,5 nétig.

Auf der anderen Seite gewihrleistet eine niedrige Liposomenpermeabilitit nicht, daf3 die in
einen Fibrinclot einpolymerisierten Vesikel nicht unbeabsichtigt ithren Inhalt freisetzen, weil
sie in einer solchen Umgebung moglicherweise nicht stabil sind. So konnen Wechsel-
wirkungen zwischen Serumproteinen und Liposomen die Freisetzung des in den Vesikeln
verkapselten Materials zur Folge haben [ALLEN and CLELAND, 1980; SCHERPHOF et al., 1978].
AuBerdem beobachteten COHEN et al. [1991], daB3 Calcium, was im vorliegenden Fall fir die

Polymerisation des Fibrins benétigt wird, i einer Konzentration von 1 mM und héher einen
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destabilisierenden Effekt auf Liposomen aus Fi-Phosphatidylcholin und Cholesterin (molares
Verhiltnis 1:1) hat.

Aus diesem Grund wurde die Permeabilitit der DOC- bzw. nOG-Liposomen fir die in
thnen verkapselte POD unter Bedingungen untersucht, die denen der nachfolgenden 7 vitro
Freisetzungsexperimente aus liposomenhaltigen Fibrinclots (siche Kapitel 3.2.2) hinsichtlich
Pufferzusammensetzung (,,Pufferumgebung”) und Fibrin- bzw. Calciumgehalt (,,Clotum-
gebung”) sehr dhnlich waren. In Abb. 3-7 ist ein typisches Experiment gezeigt, das zur
Untersuchung der POD-Freisetzung aus DOC- bzw. nOG-Liposomen diente. Dazu wurden
den ,,puffer-” bzw. ,clotahnlichen” Inkubationsansitzen zu verschiedenen Zeiten Proben
entnommen, die unmittelbar danach einer Flotation unterzogen wurden. Wihrend die
unverkapselte POD in den unteren Fraktionen verblieb, befand sich die liposomenverkapselte
POD am Ende der Flotation in den beiden oberen Fraktionen des Sucrosegradienten. Dies
ermoglichte es, den Anteil der freigesetzten POD am Gesamtprotein aus den Enzym-

aktivitaten der einzelnen Fraktionen zu berechnen.
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Abb. 3-7: POD-Freisetzung aus DOC- und nOG-Liposomen nach 234 h Inkubationszeit in ,,Puffer-”
bzw. ,,Clotumgebung®. Freigesetzte und liposmenverkapselte POD wurden mittels Gradientenflotation
voneinander getrennt. AnschlieBend wurden die POD-Akitvitit der 0,5 bis 0,7 ml grolen Fraktionen bestimmt
(DOC-Liposomen in ,,Clotumgebung* (M), DOC-Liposomen in ,,Pufferumgebung” (0), nOG-Liposomen in
,»-Clotumgebung® (H), nOG-Liposomen in ,,Pufferumgebung® (m)).
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Tabelle 3-4: POD-Freisetzung aus Liposomen nach unterschiedlichen Inkubationszeiten in ,,Puffer-”
und ,,Clotumgebung*

Inkubations- POD-Freisetzung [%] aus DOC-Liposomen in ~ POD-Freisetzung [%] aus nOG-Liposomen in

zeit [h] ,Pufferumgebung® bzw. ,,Clotumgebung® ,Pufferumgebung bzw. ,,Clotumgebung
3 36,3 38,5 6,5 7,8
5 41,0 432 4,6 7,2
21 55,0 46,4 41 ;
68 53,3 447 33 54
115 445 37,7 5.9 63
234 53,7 41,9 7,3 8,7
Mittelwerte 47,3 421 53 7,1

> > >

Wie Tabelle 3-4 entnommen werden kann, konnte fiir keinen der Inkubationsansitze eine
Zunahme der freten POD tuber den untersuchten Zeitraum festgestellt werden. Vielmehr
streuten die Werte fir die POD-Freisetzungen um einen Mittelwert, der offensichtlich nicht
von der Zusammensetzung der Inkubationslésung wohl aber von der Art der Liposomen
abhing. Im Fall der DOC-Liposomen lag dieser Mittelwert mit etwa 45% ca. 7,5fach hoher als
mm Fall der nOG-Liposomen, bet denen etwa 6% der POD in den Inkubationsansitzen
unverkapselt vorlagen.

Der konstante Anteil an freier POD in den Inkubationsansitzen der nOG-Liposomen a3t
sich vermutlich eher mit einer unzureichenden Abtrennung der nicht verkapselten POD von
den dialysierten Liposomenpraparation erkliren als mit einer Instabilitit der Liposomen (sieche
auch Kapitel 3.1.3). Es 1st denkbar, dall emn geringer Teill der im Verlauf der
Liposomenbildung nicht eingeschlossenen POD an der dulleren Oberflache der Vesikel
adsorbiert und somit bei der anschlieBenden Flotation nicht abgetrennt werden kann. Sobald
die Liposomen aber zu den proteinhaltigen Inkubationslosungen gegeben werden, 16st sich die
an ihren Oberflichen befindliche POD unter Austausch gegen andere Proteine ab und
verbleibt in der nachfolgenden Flotation i den unteren Fraktionen des Sucrosegradienten.

Diese Argumentation scheint fiir die DOC-Liposomen allerdings nicht austeichend zu sein.
Es ist nicht nachvollziehbar, warum die Abtrennung nicht verkapselter POD bei den nOG-
Liposomen verhiltnismallig gut und bei den DOC-Liposomen nur unzureichend
funktionieren sollte, selbst wenn sich die dazu verwendeten Flotationsansiatze geringfigig

voneinander unterschieden (siche Tabelle 2-1). Die Tatsache, dal3 ein konstanter Prozentsatz
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der vormals verkapselten POD in den Inkubationsansitzen frei vorlag, erinnert an ein bereits
beschriebenes Experiment von SCHUBERT et al. [1986] (siche Kapitel 3.1.4), bei dem durch die
Zugabe von ,subsolubilisierenden® Cholatmengen zu EPC-Liposomen eine transiente
Freisetzung von liposomal verkapseltem Inulin induziert werden kann. Diese Freisetzung
dauert nach Ansicht der Autoren so lange, bis die durch die Aufnahme der
Detergensmolekile notige Neuordnung der liposomalen Membranen abgeschlossen ist, und
ist somit ein thermodynamisch bedingter Prozel3.

Ahnliches wire im Fall der DOC-Liposomen denkbar. Méglicherweise lag die Ursache fiir
die POD-Freisetzung gar nicht in der Inkubation der Liposomen an sich, sondern vielmehr in
den vor- und nachgeschalteten Flotationen. So konnten SCHUBERT et al. [1986] beobachten,
daf3 der wihrend einer Flotation auf cholathaltige Vesikel ausgetibte Stref3 zu deutlich héheren
Freisetzungen von liposomenverkapseltem Material fithrt als eine mit denselben Vesikeln
durchgefiihrte Gelfiltration. AuBlerdem konnte in Kapitel 3.1.4 gezeigt werde, dall den
Liposomenpraparationen bei der Flotation Detergens entzogen wurde. Dies konnte dhnlich
wie eine Detergenseinlagerung einen voribergehenden perturbierenden Effekt auf die
Lipidbilayer haben und der Grund fir die Freisetzung von liposomenverkapseltem Material
wihrend der Flotation sein.

Daraus wiirde folgen, daB es mit Hilfe von Flotationen nicht moglich ist, die
Langzeitstabilitit von POD-gefillten Liposomen zu untersuchen bzw. POD-gefillte
Liposomenpraparationen herzustellen, die keine freie POD enthalten. Unabhangig von der
tatsachlichen Ursache fir die POD-Freisetzung aus den DOC-Liposomen zeigte dieses
Experiment jedoch, dafl die DOC-Liposomen deutlich instabiler waren als die nOG-

Liposomen.

Die voransgegangenen Experimente sur Charakterisierung der DOC- bzw. nOG-Laposomen eigten, daff es
sich bei beiden Liposomenpriparationen um LUV's (large unilamellar vesicels) handelte. Dabei waren die
DOC:-Liposomen mit einer Grofe von ca. 200 nm rund 100 nm kleiner als die nOG-Vesikel. Der
nachweisbar hobe Detegensgebalt der DOC-Liposomen war wabrscheinlich nicht nur die Ursache fiir die
liposomenuntypische Form dieser Vesikel (sog. humbacked vesicles), sondern auch fiir deren geringe POD-
EinschiufSkapazitit, die anders als bei den nOG-Liposomen bei nur etwa der Hilfte des theoretischen Wertes
lag. Der hobe Detergenskonzentration lief§ weiterhin vermuten, dafs die Permeabilitit der DOC-Liposomen im
Vergleich su detergensfreien | esikeln deutlich erhobt ist. Stabilitatsuntersuchungen, bei denen die Freisetzung

von POD aus DOC-Liposomen in einer einem Fibrinclot — dhnelnden  Umgebung — untersucht



54 Ergebnisse und Diskussion

werden sollte, bestiitigten, trotz der unklaren molekularen Interpretation, die geringe Stabilitit der DOC-
Liposomen. Im Gegensatz dazn waren die nOG-Liposomen gegeniiber den gewdiblten Inkubationsmedien in

dem Sinne stabil, als daff sie iiber einen Zeitraunm von 10 Tagen keine POD freisetziten.

3.2 Fibrin- und Behriplast®-Clots

3.2.1 Elektronenmikroskopie von liposomenhaltigen Fibrinclots

Mit den Stabilititsexperimenten in Kapitel 3.1.5 wurde fir die nOG-Liposomen gezeigt, daf}
sie in einer einem Fibrinclot dhnelnden Umgebung stabil waren. Im Gegensatz zu einer
tatsachlichen Clotumgebung war diese jedoch ausschlieflich flussig. Es konnte daher nicht
ausgeschlossen werden, dal} das sich bei der Fibrinpolymerisation ausbildende Netzwerk einen
derartigen mechanischen Druck auf die im Clot befindlichen Liposomen austbt, daf3 diese
thren Inhalt freisetzen oder sogar ganz zerstort werden. Um dieser Frage nachzugehen, wurde
die Integritat POD-gefillter nOG-Liposomen in einem auspolymerisierten Fibrinclot mit

Hilfe der Elektronenmikroskopie untersucht.

Abb. 3-8: Elektronenmikroskopisches Bild von POD-gefiillten nOG-Liposomen in einem Fibrinclot. Die
Anfirbung der enzymatisch aktiven POD etfolgte mit DAB/Co?*. Die nominale VergroBerung betrug 18100:1.
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Dazu wutde der auf einem Grid befindliche liposomenhaltige Clot mit DAB/Co?* gefirbt.
DAB zeichnet sich durch die Fihigkeit aus, liposomale Membranen zu iberqueren und
elektronendichte Niederschlige in peroxidasekatalysierten Reaktionen zu bilden, die durch die
Anwesenheit von Metallionen wie Co?* verstirkt werden [GRAHAM und KARNOVSKY, 1966;
NOVIKOFF und GOLDFISCHER, 1969; WISSE et al., 1976]. Aufgrund dieser Farbung erscheinen
die Liposomen in Abb. 3-8 als runde, scharf begrenzte schwarze Flecken in einem schwicher
sichtbaren Fibrinnetzwerk. Anderte man beim Blick durch das Mikroskop die Fokussierungs-
ebene, so lieen sich sogar die Membranen erkennen, die die Liposomen umgeben. Diese
Beobachtungen sind ein deutlicher Hinweis auf die Integritit der nOG-Liposomen im Fibrin-
clot. Vergleicht man dartiber hinaus die Grofle der Liposomen mit dem Durchmesser der
Poren des Fibrinnetzwerkes, so wird deutlich, daf der stark verzweigte Clot in der Lage sein

sollte, die Liposomen im Fibrin zu immobilisieren.

3.2.2 Invitro Freisetzung von POD aus Fibrinclots

Nachdem mit Hilfe der Elektronenmikroskopie gezeigt werden konnte, dafl die in einen
Fibrinclot eingeschlossenen nOG-Liposomen stabil sind, sollte mit den nachfolgenden zx vitro
Freisetzungsexperimenten die Frage geklirt werden, ob das Fibrinnetzwerk uberdies in der
Lage ist, die Liposomen im Clot festzuhalten. Neben der Liposomenstabilitat ist diese
Polymereigenschaft die zweite Grundvoraussetzung fur emn pofezn delivery System, dessen
Depotwirtkung tiber den Abbau des Fibrins gesteuert werden soll.

Fir die Freisetzungsexperimente wurden Fibrinclots, die POD-gefillte DOC- bzw. nOG-
Liposomen enthielten, mit Puffer uberschichtet. Aus diesem wurden in regelmilBligen
Abstinden Proben entnommen, deren Enzymaktivitit bestimmt wurde. Als Kontrollen
wurden Fibrinclots verwendet, die neben ,freter, d. h. nicht liposomenverkapselter POD
leere DOC- bzw. nOG-Liposomen enthielten. Beobachtungen von GUNTHER et al. [1995]
und eigene Experimente hatten gezeigt, dall Phospholipide die Flastizitit und mechanische
Belastbarkeit von Fibrin erheblich beeinflussen. Aus diesem Grund wiren lipidfreie
Kontrollclots eventuell nicht mit den liposomenhaltigen Testclots vergleichbar gewesen.

In Abb. 3-9 sind die auf diese Weise erhaltenen Freisetzungskinetiken dargestellt. Danach
diffundierte ,freie” POD mit emner Halbwertszeit von etwa 50 h quantitativ aus den

liposomenhaltigen Kontrollclots heraus. Die Freisetzungskinetiken der Testclots waren
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bezuglich ihrer Halbwertszeit und dem Erreichen eines Plateaus nach etwa 200 h mit denen
der Kontrollclots vergleichbar. Allerdings wurden im Fall der DOC-Liposomen bis zum
Erreichen des Plateaus nur etwa 60% der vormals im Clot eingeschlossenen POD freigesetzt.
Bei den nOG-Liposomen waren es sogar nur noch rund 1% der POD-Gesamtmenge des
Systems. Erst wenn man beiden Testclots die fibrinspaltende Protease Plasmin zusetzte,
erreichten die Freisetzungen auch hier 100%. Der Ubersichtlichkeit halber ist in Abb. 3-9

jedoch nur die plasmininduzierte POD-Freisetzung des nOG-Liposomensystems dargestellt.

Abb. 3-9: In vitro Freisetzung
von POD aus Fibrinclots. Die
200 pl groBen Clots wurden durch
die Zugabe von 1 U/ml Thrombin
zu einer Citratpufferlésung her-
gestellt, die neben 4,2 mg/ml
Fibrinogen entweder POD-gefiillte
Liposomen oder ,leere” Vesikel
und , freie“ POD enthielt. Nach-
dem die Freisetzungskurve im Fall
der POD-gefillten nOG-Lipo-
somen ein Plateau erreicht hatte,
wurden dem Ansatz 0,5 U/ml
Plasmin zugesetzt. Die dargestell-
ten POD-Freisetzungen wurden
bei 20°C gemessen und stellen
volumenkorrigierte Mittelwerte aus
mindestens vier Finzelmessungen
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Die sich auffillig dhnelnden Freisetzungskinetiken legen die Vermutung nahe, dall auch im
Fall der plasminfreien Testclots ,,freie” und nicht etwa liposomenverkapselte POD freigesetzt
wurde. Die Tatsache, dafl tber den gesamten Zeitraum der POD-Freisetzung keine
signifikante Lipidfreisetzung beobachtet werden konnte (Ergebnisse nicht gezeigt), stiitzt diese
These ebenso wie die Untersuchungen zur Liposomenstabilitat (sieche Kapitel 3.1.5). Das

Ergebnis dieser Experimente, da3 namlich in POD-gefullten DOC-Liposomenpraparationen,
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etwa 45% der POD unverkapselt vorlagen, wihrend vergleichbare nOG-Praparationen nur
sehr geringe Mengen an , freier POD enthielten, liefert die Erklarung, warum die beiden
Testsysteme sehr unterschiedliche POD-Mengen mit der gleichen Kinetik freisetzten.
Demnach handelt es sich bei der freigesetzten POD um solche, die schon in den zur
Herstellung der Fibrinclots verwendeten Liposomenpraparationen ,.frei“ vorlag. Sie wurde
daher mit derselben Kinetik freigesetzt wie die ausschlieSlich ,,freie” POD der Kontrollclots.
Die liposmenverkapselte POD hingegen wurde durch das engmaschige Fibrinnetz daran
gehindert, aus dem Clot herauszudiffundieren, und lieferte daher solange keinen Beitrag zur
POD-Freisetzung, bis den Testsystemen Plasmin zugesetzt wurde. Die liposomale
Verkapselung dieser durch Plasmin freigesetzten POD wurde mit Hilfe von Flotations-
experimenten nachgewiesen, die denen in Kapitel 3.1.5 entsprachen.

Die vorliegenden Ergebnisse stehen in gutem Einklang mit Beobachtungen von MAKINO
et al. [1993], die bei 37°C und in Abwesenheit von Plasmin die 7z vitro Freisetzung von
»frelem® bzw. liposomenverpacktem Insulin aus (quervernetzten) Fibrinclots untersuchten
(vergleiche Kapitel 3.2.3). Solange die insulingefillten unilamellaren Liposomen aus
Phosphatidylcholin einen Durchmesser von mehr als 200 nm haben, und somit grof} genug
sind, um durch die hochstens 200 nm groen Poren des quervernetzten Fibrinnetzes
festgehalten zu werden, werden innerhalb von 7 Tagen nur 5,4 % des zuvor eingeschlossenen
Insulins freigesetzt. SUVs aus demselben Lipid zeigen jedoch Freisetzungskinetiken, die denen
von ,freiem* Insulin sehr ahnlich sind. In beiden Fillen sind schon nach einem Tag etwa 75%
des ehemals eingeschlossenen Proteins aus den Fibrinclots freigesetzt. Dies 1af3t sich entweder
damit begriinden, dall die SUVs dhnlich wie ,,freies* Insulin nicht grof3 genug sind, um durch
das Fibrinnetz festgehalten zu werden. Oder die nur 20 bis 35 nm groBlen Vesikel sind im
Gegensatz zu den groBeren Liposomen in Fibrin nicht stabil. Sie setzten daher ihr Insulin
bereits 1m Clot frei, was sich in der Folge wie ,(freies“ Protein verhilt. Beide
Erklarungsmoglichkeiten unterstiitzen die Interpretation der eigenen Daten. Wihrend erstere
die Notwendigkeit der Immoblisierung der Liposomen im Fibrin zum Erreichen eines
sustained release unterstreicht, erinnert letztere an die Figenschaften der DOC-Liposomen. Die
Untersuchungen von MAKINO et al. [1993] zeigen auBlerdem, dal} die Ladung der fir die
Liposomenherstellung verwendeten Lipide keinen Einflul auf die Freisetzungskinetiken der
entsprechenden Fibrinclots hat. Auch die Lamellaritit der Liposomen scheint im Unterschied

zur threr Grof3e hierbet keine Rolle zu spielen.
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3.2.3 In vitro Freisetzung von POD aus Behriplast®-Clots

Neben dem ,,eigenen® wurde auch aus kommerziellem Fibrinkleber hergestelltes Fibrin fiir die
Verpackung von POD-gefiillten nOG-Liposomen benutzt. Die sog. Behtiplast®-Clots wurden
aus sehr viel hoher konzentrierten Fibrinogen- und Thrombinlosungen hergestellt, als die
bisher verwendeten Fibrinclots. Im Gegensatz zu diesen enthielten sie auflerdem den
Plasmininhibitor Aprotinin sowie aktivierten Faktor XIII. Letzterer bewirkt eine kovalente
Quervernetzung [SIERRA, 1993] des ansonsten ausschlieflich iiber 1onische Wechselwirkungen

zusammengehaltenen Fibrinnetzes (sieche Kapitel 1.3 sowie Abb. 3-10).

FXITII Fibrinogen
Fibrin
(Monomer---Polymer)

FXIIIa

Abb. 3-10: Gerinnungsreaktion

uervernetztes Fibrin
! von Fibrinklebern. Fibrinkleber

Plasmin bestehen aus zwei Komponenten,
o deren Bestandteile sind in neben-
AprOtll’lll’l stehender Abbildung in grin bzw.

blau dargestellt. Das Reaktions-
schema der bisher verwendeten

o Fibrinclots  ist grau unterlegt.
Fibrinabbauprodukte (modifiziert nach SIERRA, 1993).*

*Aufgrund der Herstellungsbedingungen fiir das bovine Fibrinogen ist davon auszugehen, dafl auch die
Fibrinclots Faktor XIII enthielten. Daher kann in ihrem Fall nicht von einer volligen Abwesenheit kovalenter
Quervernetzungen ausgegangen werden. Die ionischen Wechselwirkungen zwischen den Fibrinmonomeren
sollten allerdings dominiert haben.

Die nahezu identischen iz vitro Freisetzungskinetiken von Fibrin- und Behtiplast®-Clots
(siehe Abb. 3-11) deuten darauf hin, dall die POD-gefillten nOG-Liposomen auch in
auspolymerisiertem Fibrinkleber stabil sind. Dartiber hinaus scheint der Clottyp keinen

signifikanten Finflul auf die Diffusionsgeschwindigkeit der nicht liposomenverkapselten
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POD zu haben. Dies bedeutet jedoch nicht, daf} fir beide Clottypen auch ahnliche zz vivo
Kinetitken zu erwarten sind. Aufgrund der bereits angesprochenen Unterschiede in der
Zusammensetzung und der Art der Quervernetzung sollten Behriplast®-Clots eine sehr viel
hohere in vivo Stabilitit besitzen als die Fibrinclots. Dies wiirde sich im Fall von tatsiachlich
abbaukontrollierten POD-Freisetzungen natiirlich auch in den entsprechenden Kinetiken

widerspiegeln.

Abb. 3-11: Vergleich der in vitro
Freisetzungen von POD aus
Fibrin- und Behriplast®-Clots.
Die Polymerisation der Fibrinclots
100 + —e erfolgte wie in Abb. 3-9 be-
schrieben. Im Fall der Behrtiplast®-
80 Clots wurde das Fibrinogen-
konzentrat mit der entsprechenden
POD-haltigen Liposomensuspen-
sion rekonstituiert. Die Mischung
der beiden Kleberkomponenten
40 1 erfolgte mit Hilfe des Applikations-
bestecks  Pantaject®.  Samtliche
20 A Freisetzungskinetiken wurden bei
20°C  aufgenommen und stellen

Mittelwerte  aus Yier Finzel-
2 — messungen dar. (,,freie” POD und
0 : ‘ : : : : leere nOG-Liposomen im Fibrin-

POD-Freisetzung [%o]

0 20 40 60 8 100 120 300 320 (®)) bzw. Behriplast®-Clot (@),
POD-gefiillte nOG-Liposomen im
Zeit [h] Fibtin- (@) bzw. Behriplast®-Clot

O

Die bisherigen Untersuchungen an Fibrin- und Bebriplast*-Clots zeigten, daf§ liposomenverkapselte POD
ansschliefSlich durch den Abbau der Clots aus diesen freigesetzt wurde. Im Gegensatz dazu war ,freie” POD
in der Lage, aus beiden Clottypen mit derselben Geschwindigkeit heraussudffundieren. Fiir das im Rabmen
dieser Arbeit su entwickelnde abbankontrollierte delivery System ist es daber wichtig, daf§ zur Herstellung der
Clots Liposomenpréparationen verwendet werden, die miglichst wenig , freies* Protein enthalten. Da dies anf
die gefiillten DOC-Liposomen mit einem Mindestanteil an nicht liposomenverkapselter POD wvon etwa 45%

nicht utraf, wirden diese in die nachfolgenden in vivo Excperimente nicht mebr einbezogen.
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3.2.4 In vivo Expetimente mit Fibtin- und Behriplast®-Clots

Nachdem die fibrinverkapselten, POD-gefillten nOG-Liposomen zz witro das gewtinschte,
abbaukontrollierte Freisetzungsverhalten zeigten, sollte das neue protein delivery System 1m
Mausmodell getestet werden. Da POD jedoch sehr kurze Halbwertszeiten in Korperflussig-
keiten besitzt, wurde fir samtliche iz vivo Experimente anstelle der POD rekombinantes
humanes Erythropoietin (EPO) als Modellprotein verwendet. Dieses weist bet 1.v. Verab-
reichung am Menschen eine mittlere Halbwertszeit von 8 Stunden auf [KAMPF et al., 1989].

Die physiologische Aufgabe des EPOs besteht in der Regulierung der Proliferation von
erythroiden Vorlauferzellen und deren Differenzierung zu roten Blutkorperchen. In der
Medizin wird humanes rekombinantes EPO deshalb hauptsichlich zur Behandlung der
renalen Anidmie eingesetzt [ADAMSON, 1991; MOLLMANN, 1992; SPIVAK, 1998]. Da es jedoch
auch bei Miusen eine biologische Antwort hervorruft, wurde ein Teil der im folgenden
durchgefihrten 7z vivo Freisetzungskinetiken nicht tber die EPO-Konzentrationen, sondern
auch uber die Retikulocytenzahlen des murinen Serums bzw. Blutes verfolgt.

MAKINO et al. haben 1993 bereits ganz dhnliche 7z vivo Experimente durchgefihrt, indem
sie Mausen eine Fibrinogenlosung, die entweder , freies® oder liposomenverkapseltes Insulin
enthielt, zusammen mit Thrombin comjizierten. Die 7z vivo Freisetzung des Insulins aus den
sich unter der Haut der Miuse bildenden Fibrinclots wurde jedoch nur indirekt verfolgt,
indem die Clots nach unterschiedlichen Zeiten explantiert und auf ihren Insulingehalt hin
untersucht wurden. Dieser Ansatz ist fragwurdig, da bei einem de/ivery System die
Bioverfugbarkeit und die ,tatsichliche Freisetzungskinettk des Woirkstoffes von weit
groflerem Interesse sind als der Wirkstoffrestgehalt des Systems im Verlauf des Experiments.
Und so konnten MAKINO et al. zwar den Depoteffekt des Fibrins zeigen, aber die damit
verbundenen Anderungen in der ## »wo Kinetik des Insulins konnten mit dem gewihlten

experimentellen Ansatz nicht nachgewiesen werden.

3.2.4.1 Lagerstabilitait von EPO-haltigen Serumproben

Bevor die ersten iz vivo Freisetzungskinetiken durchgefithrt wurden, mullte die Frage geklart
werden, ob die hierbei anfallenden murinen Serumproben beziiglich ihres EPO-Gehaltes
stabil sind. Dazu wurden frisch gewonnene Serumproben von vier Mausen im nachhinein mit

einer bekannten Menge EPO versetzt und nach unterschiedlicher Lagerung vermessen.
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Wie aus Abb. 3-12 hervorgeht, hing die EPO-Wiederfindungsrate weder bei den
Serumproben noch bei den Kontrollen von der Art der Lagerung oder der Lagerungsdauer
der Proben ab. In allen Fillen konnten im Rahmen der MeBgenauigkeit konstante EPO-
Konzentrationen uiber die Zeit gemessen werden, die auch durch die Lagerungstemperatur der
Proben nicht beeinflult wurden. Die absoluten Wiederfindungsraten unterlagen jedoch
unerwartet groBen Schwankungen. Zwar konnten im Fall der Kontrollen annahernd 100% des
chemals zugesetzten EPO wiedergefunden werden. Bei den Serumproben lag die Wieder-

findungsrate je nach Maus allerdings nur bei etwa 40 bis 75%.

mehrfach Blut entnommen. Die

daraus gewonnenen Serumproben
60 wurden mit 9 U/ml EPO versetzt
und bei 4°C (A) bzw. -20°C (B)

100
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3
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2
g
a, 40
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=
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R
g 1 1 1 1 1 1 1
g Abb. 3-12: Stabilitit von EPO-
g B haltigen Setrumproben unter
g 100; verschiedenen Lagerbedingun-
S N gen. NMRI-Miusen wurde iiber
MO 80 - einen Zeitraum von 15 Tagen
)
~
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)
=
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[ Tag der letzten Probennahme
20 gemeinsam vermessen (Maus 1, &

(®), Maus 2, & (@), Maus 3, @
(0), Maus 4, @ (@), Kontrolle in
\ ; BSA-haltigem PBS-Puffer (@)).
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Lagerzeit der Serumproben [d]

Mogliche Ursachen fur diese individuellen und eventuell auch geschlechtsspezifischen
Unterschiede wurden nicht weiter untersucht. Thre Kenntnis bewog uns allerdings dazu, wann

mmer moglich Tiere gleichen Geschlechts zu verwenden. Die gemessene individuelle
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Variabilitat der Wiederfindungsrate spiegelt dartiber hinaus die Schwierigkeit wider, beim
Vergleich der in »ivo Kinetiken Groflen zu interpretieren, die mit der absoluten EPO-
Konzentration des Blutserums im Zusammenhang stehen, wie etwa die Serumspiegelmaxima
(C,.) oder die Flichen unter den Konzentrations-Zeit-Kurven (AUC).

Entsprechend den Ergebnissen zur Lagerstabilitit der EPO-haltigen Serumproben, wurden
diese in den nachfolgenden Experimenten bis zu ihrer Vermessung im EPO-ELISA i

Stickstoff eingefroren und bei -20°C gelagert.

3.2.4.2 In vivo Fretsetzung von EPO aus Fibrinclots

Um die 7z vivo Freisetzung von liposomenverkapseltem EPO aus Fibrinclots untersuchen zu
konnen, wurden NMRI-Miusen diese Clots subkutan bzw. intraperitoneal implantiert. Zur
Kontrolle wurden weiteren Mausen Fibrinclots implantiert, die ,freies® EPO und ,]leere®
Liposomen enthielten, oder thnen wurden EPO-Losungen bzw. EPO-gefillte Liposomen
injiziert. In Abb. 3-13 ist der Vetlauf der EPO-Serumspiegel nach 1.v., 1.p. und s.c. Applikation
der emnzelnen Formulierungen dargestellt, und in Tabelle 3-5 sind die daraus ermittelten

pharmakokinetischen Daten zusammengefal3t.

Tabelle 3-5: Pharmakokinetische Daten verschiedener EPO-Formulierungen nach iv., i.p. und s.c.
Applikation an NMRI-Miusen. Die Werte wurden aus den in Abb. 3-13 dargestellten Kinetiken unter
Verwendung einer kompartimentunabhingigen Analyse ermittelt und stellen Mittelwerte t s.e. dar (,,freies EPO
(@), EPO-gefiillte Liposomen (O), , freies“ EPO im Clot (@), EPO-gefiillte Liposomen im Clot (@)). Fine
statistische Analyse der Daten findet sich in Anhang 6.1 bis 6.3.

Co [Uml!] 7, [h] f,.[h]  AUC[UbmLY]  f* (%] MRT ] MAT ]
iv. @ . - 6,4+ 0,7 1806 + 144 - 57402 -
o . - 6,7+0,7 1840 + 88 . 44+05 -
ip. @ 1402%410 41+02 75+06  1605+344  889+203 122+10 65%02
o 866%144 54+08 58+05 772 + 147 420+82 106+11 62+03
e 1131+61 32402 72402 1202 + 48 666+59 122405 65+0,1
@ 349137 52+06 121+04 412 + 27 228+18 144+10 100+03
sc. @ | 432+51 71401 76+09 821 + 105 455469 159+0,9 102402
o 148+12 10,6+02 69+06 27249 148+09 16,6+03 122+0,1
e 258+08 144+03 68+05 556 + 69 308+45 186+05 129 +0,1
° 70+1,1  129+08 126+ 17 190 + 45 103+25 256422 212+06

[1%] = (AUC,,. / AUC;,) - 100, SMAT = (MRT.,.— MRT;,)
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Abb. 3-13: EPO-Konzentrationen im Blutserum von NMRI-Miusen nach i.v., i.p. und s.c. Applikation
verschiedener EPO-Formulierungen. Sowohl die Fibrinclots (500 pl) als auch die Injektionslésungen (100 ul)
enthielten jeweils 1000 U EPO (,freies” EPO, /3 (iv.), & (ip. und s.c.) (®); EPO-gefiillte nOG-Liposomen,
d (iv.), @ (ip. und s.c.) (O); fibrinverkapseltes ,freies EPO, Q@ (i.p.), & (s.c.) (®@); fibrinverkapselte EPO-gefiillte
nOG-Liposomen, ¢ (i.p. und s.c.) (@)). Die dargestellten EPO-Konzentrationen stellen Mittelwerte (+ s.e.) von
drei (i.v. O) bzw. vier Tieren dar.
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3.24.2.1  Einfluf§ der liposomalen V erpackung anf die clearance von EPO

Obwohl die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten liposomengefiillten Fibrinclots wegen
thres Ausmales fiir eine 1.v. Applikation ungeeignet waren, wurden ,,freies” und liposomen-
verkapseltes EPO auf diese Weise appliziert. Die hieraus gewonnenen kinetischen Daten
waren notig, um im Fall der 1p. und s.c. Formulierungen die wichtigen BezugsgroB3en
biologische Verfugbarkeit ( /) und mittlere Absorptionszeit (M.AT) berechnen zu kénnen.

Die Konzentrationsprofile von 1.v. appliziertem ,,freilem* bzw. liposomenverpacktem EPO
unterschieden sich kaum voneinander. In beiden Fillen konnte ein biphasischer Abfall der
EPO-Serumkonzentration mit nahezu identischen terminalen Eliminationshalbwertszeiten
und AUCs beobachtet werden. Auch die MRT-Werte der beiden Formulierungen waren nicht
signifikant verschieden, obwohl die Eliminationsrate der ersten Phase bei den EPO-gefillten
Liposomen etwas gro3er zu sein schien als beim ,,freten* EPO.

Bezuglich des biphasischen Verlaufs stimmen die 1.v. Kinetiken mit den Ergebnissen von
MORIYA et al. [1997] iberein, die Ratten sowohl ,,freies* als auch liposomal verpacktes EPO
unter anderem 1.v. applizierten. Allerdings konnten die Autoren fir die ca. 200 nm groflen
REVs (reverse-phase evaporation vesicles) aus Dipalmitoylphosphatidylcholin und Soja-Sterinen eine
hohere AUC und eine langsamere clarance beobachten als fir ,freies EPO. Sie begriinden
dies mit der Behauptung, daB3 die Sialinsaurereste des hochglycosylierten EPOs aus den
proteingefillten REVs herausragen [MAITANI et al, 1999]. Dies soll zu emer verlingerten
Zirkulationzeit der REVs fithren, wie sie auch durch die Einlagerung des Gangliosids G in
liposomale Membranen erreicht werden kann, indem dessen Sialinsdurereste die Aufnahme
der Liposomen durch die Galactosylrezeptoren der Leber inhibieren [ALLEN und CHONN,
1987; MARUYAMA et al., 1993].

Fiar die in der vorliegenden Arbeit verwendeten proteingefullten LUVs konnte mittels
Zetapotentialmessungen allerdings kein Penetrieren der liposomalen Membranen durch EPO-
Zuckerreste nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Zudem weisen die Versuche zur
Degradation des Glycoanteils von EPO (vergleiche Kapitel 3.1.3) darauf hin, daf3 auf der
Oberflache von EPO-gefillten Liposomen keme Iosungsmittelexponierten Zuckerreste
vorlagen.

Vermutlich lassen sich die identischen 7, -Werte von iv. appliziertem ,frelem® bzw.
liposomenverkapseltem EPO am plausibelsten damit erkliren, daB3 die nOG-Liposomen

durch den Kontakt mit Serumproteinen sehr schnell zerfielen [ALLEN und CLELAND, 1980;
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SCHERPHOF et al., 1978]. Das hierbei aus den Liposomen freigesetzte EPO unterschied sich
nicht mehr vom ,(freiem* Protein und zeigte deshalb dieselbe terminale Eliminations-
halbwertszeit.

Im Vergleich zur 1.v. Applikation zeigten sich bei der 1p. und s.c. Verabreichung von
»frelem bzw. liposomenverpacktem EPO etwas deutlichere Unterschiede. Unabhingig vom
Applikationsort waren die terminalen Eliminationshalbwertszeiten der beiden Formulierungen
zwar nach wie vor sehr dhnlich und mit denen fir die 1.v. Applikation vergleichbar. Allerdings
zeigten die EPO-gefillten Liposomen bei ihrer s.c. Applikation jedoch einen im Vergleich

zum ,,freien® EPO signifikant retardierten Eintritt in den Blutkreislauf. Wihrend fur das

t//l{l.\'
»freie EPO bei 7,1 £ 0,1 h lag, betrug es fur liposomenverkapseltes EPO 10,6 £ 0,2 h.
Aullerdem besal3 das liposomale EPO eine deutlich groflere MAT als unverkapseltes EPO.

Die entsprechenden 1.p. verabreichten Formulierungen zeigten fir und MAT zwar keine

Loas:
signifikanten Unterschiede aber zumindest dieselben Tendenzen.

Die Bioverfigbarkeiten des ,,freien EPOs lagen mit 88,9 £ 20,3% beit 1.p. Applikation
bzw. 42,0 = 8,2% bei s.c. Verabreichung deutlich tber denen des liposomenverkapselten
EPOs, das nur zu 45,5 = 6,9 bzw. 14,8 = 0,9 % verfigbar war. Die Bioverfigbarkeiten des
s.c. applizierten EPOs wiesen damit ein zu den Ergebnissen von MORIYA et al. [1997] genau
entgegengesetztes Verhalten auf. Die Autoren fanden bei Ratten fir s.c. appliziertes ,,freies
EPO eine Bioverfugbarkeit von 15,0 = 2,8%, wihrend die bereits erwahnten REVs bet s.c.
Applikation mit 41,0 £ 1,6 % eine knapp dreifach hohere Bioverfigbarkeit aufweisen.

Im Widerspruch zu den Ergebnissen von MORIYA et al. [1997] stehen Beobachtungen von
OUSSOREN et al. [1997]. Sie konnten an Ratten zeigen, dal} s.c. verabreichte Liposomen in
Abhangigkeit von ihrer Grofle und Lipidzusammensetzung zu einem betrichtlichen Prozent-
satz am Ort ihrer Applikation verbleiben, ohne vom Lymphsystem und in der Folge vom
Blutkreislauf aufgenommen zu werden. So bletben z.B. 40 nm grofle Liposomen aus Ei-
Phosphatidylcholin, Ei-Phosphatidylglycerol und Dipalmitoylphosphatidylglycerin (molares
Verhiltnis 10 : 1 : 4) schon zu etwa 25% am subkutanen Injektionsort liegen und 10fach
groBBere Vesikel derselben Zusammmensetzung sogar zu mehr als 80%. Einen ahnlichen
Effekt konnten HIRANO und HUNT [1985] fir ip. verabreichte Liposomen aus Fi-
Phosphatidylcholin, Phophatidylsidure, Cholesterin und o-Tocopherol (molares Verhiltnis 40
:10 : 50 : 1) beobachten. Diese Vesikel, die mit Sucrose gefullt waren, werden von Ratten
ebenfalls iiber das Lymphsystem in die Blutbahn aufgenommen. Die 1 diesem Fall von der
LiposomengroBe unabhingige Absorptionsrate betrigt 5 Stunden nach Applikation nur etwa

50% wihrend | freie® Sucrose zu annahernd 100% absotrbiert wird.
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Dartber hinaus mufl beriicksichtigt werden, dafl Liposomen, die vom Lymphsystem
aufgenommen worden sind, nicht zwangslaufig in den Blutkreislauf gelangen. Sowohl fir 1.p.
als auch fur s.c. applizierte Liposomen ist beschrieben, dal} sie umso starker in den
Lymphknoten akkumuliert werden, je grofer sie sind [HIRANO und HUNT, 1985; OUSSOREN
et al., 1997]. Es ist daher davon auszugehen, daf} sich die Bioverfugbarkeiten von ,.freiem*
und liposomenverkapseltem Wirkstoff noch stirker voneinander unterscheiden als es die
entsprechenden Absorptionsraten tun.

Die Summe dieser Beobachtungen konnte erkliren, warum im vorliegenden Fall das
liposomenverkapselte EPO eine im Vergleich zum ,,freien” EPO geringere Bioverfugbarkeit
aufwies, sobald es ip. oder s.c. appliziert wurde. Aus den Ausfithrungen wird weiterhin
deutlich, dafl ip. bzw. s.c. verabreichte Liposomen in der hier verwendeten Form kein
geeignetes Depotsystem darstellen. Durch den liposomalen Einschluf3 des EPOs wurde zwar
sein Eintritt in den Blutkreislauf verzogert. Die Verkapselung hatte jedoch keinen Einflull auf
die terminale Eliminationshalbwertszeit des EPOs und fihrte daher nicht zu dem

charakteristischen sustained release eines Depotsystems.

3.24.2.2  Fibrinclots als EPO-Depotform

Die Kinetiken von ,freiem* EPO und von fibrinverkapseltem ,,freien® EPO wiesen im
Fall einer 1.p. Applikation keine signifikanten Unterschiede auf. Dennoch konnte wiederholt

beobachtet werden (Ergebnisse nicht gezeigt), dall C,

naAx

und / fur die injizierbare Formulierung
geringfiigle groler waren als fir das Implantat. Diese Tendenzen wurden durch die
entsprechenden signifikanten Unterschiede bei der s.c. Applikation der beiden Formu-

lierungen bestatigt. Dariiber hinaus war fur das s.c. verabreichte EPO-Implantat mit 14,4

l//l{].\'
1+ 0,3 h rund doppelt so grofl wie fir die entsprechende EPO-Losung. Dies spiegelte sich
auch in deren signifikant verschiedenen mittleren Verweilzeiten wider.

Etwas groflere Unterschiede ergaben sich beim Vergleich der EPO-haltigen Liposomen

mit den entsprechenden fibrinverkapselten Vesikeln. 7,,. wurde durch den Einschluf3 der 1.p.

verabreichten Liposomen in Fibrin zwar nicht beemflullt, aber die Bioverfugbarkeit des EPOs
wurde hierdurch signifikant gesenkt. AuBerdem wirkte sich die zusitzliche Verpackung des
EPOs auf seine Elimination aus. Wihrend 1.p. applizierte Liposomen eine monophasische

Elimimation zeigten, wurde bei den entsprechenden Fibrinclots eine biphasische Elimination

beobachtet. Dabei war die Eliminationshalbwertszeit der schnelleren, ersten Phase mit dem
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7,.-Wert der unverkapselten Liposomen vetgleichbar, und die Halbwertszeit der zweiten Phase
etwa doppelt so grof3 wie die der ersten. Als Folge dieser verlangsamten Elimination stieg mit
dem Einschlul} der Liposomen in Fibrin auch deren mittlere Verweilzeit um ca. 4 h auf 14,4 £
1,0 h an.

Ein noch stirkerer Anstieg der mittleren Verweilzeit konnte bei der s.c. Applikation der
beiden liposomalen Formulierungen beobachtet werden. Mit 25,6 = 2,2 h lag hier die MRT
fir das Implantat um etwa 9 h hoher als fir die unverkapselten Liposomen. Dies ist erneut
darauf zurickzufthren, dafl das Implantat eine signifikant langsamere EPO-Elimination zeigte
als die unverkapselten Liposomen. Im Gegensatz zum 1i.p. verabreichten Implantat war die
EPO-Elimination des s.c. applizierten Implantats aber monophasisch. Die zugehorige
Halbwertszeit simmte mit 12,6 * 1,7 h jedoch auffallend gut mit dem 7, -Wert des ersteren
uberein. AuBBerdem wurde durch die Verkapselung des s.c. verabreichten, liposomalen EPOs
in Fibrin eine Abnahme seiner Bioverfiigbarkeit um etwa eine Drittel bewirkt. Ahnliche
Unterschiede in den Bioverfigbarkeiten wurden bereits bei der subcutanen Applikation der
beiden ,,freien* EPO-Formulierungen beobachtet.

Diese Experimente zeigten, dal} Fibrin durchaus einen Einflu} auf die /# vvo Kinetiken des
»frelen® bzw. liposomenverkapselten EPOs hatte. Im Vergleich zu den vorangegangenen 7z
vitro Experimenten war der iz vivo Effekt des Fibrins jedoch sehr schwach ausgeprigt. Die
Beobachtung, da3 sowohl 1.p. als auch s.c. implantierte Fibrinclots innerhalb weniger Stunden
auf etwa ein Drittel ithrer urspriinglichen Grofle schrumpften, bietet allerdings einen Anhalts-
punkt fiir mogliche Erklarungen. Aufgrund der Geschwindigkeit des Schrumpfungsprozesses
ist zwar nicht anzunehmen, dal} es sich hierbet um einen Abbau des Fibrins handelte (siche
auch Kapitel 3.2.4.2.3), und auch osmotische Effekte sind aufgrund der Verwendung von
Puffern mit physiologischen Ionenkonzentrationen eher unwahrscheinlich. Es ist allerdings
vorstellbar, daf} die Fibrinclots 7z »zvo den hohen mechanischen Belastungen nicht standhalten
und daher ausgedriickt werden wie ein nasser Schwamm.

Wenn bei emnem solchen Vorgang ein Groflteil des EPOs aus den Fibrinclots
herausgedrickt wiirde, konnte dies erklaren, warum das Fibrin kaum in der Lage war, den
Eintritt des ,,freien® bzw. liposomenverkapselten EPOs in den Blutkreislauf zu verzogern. Es
wirde dariber hinaus verstindlich machen, warum die Eliminationsraten des ,,freien EPOs
durch seine Fibrinverkapselung nicht wesentlich beeinflult wurden. Bet den EPO-gefiillten

Liposomen scheint der durch das Ausdricken der Fibrinclots verursachte burst etwas geringer
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als beim ,freien“ EPO zu sein. Dadurch war es offensichtlich mdglich, eine terminale
Eliminationsphase zu beobachten, die durch eine verzégerte Freisetzung von nicht heraus-

gedruckten Liposomen beeinflulit wurde.

3.2.4.2.3  In vivo Stabilitéiit von liposomenbaltigen Fibrinclots

Wie in Kapitel 3.2.4.2.2 dargestellt schrumpften die als protein delivery System in Miusen
getesteten Fibrinclots innerhalb weniger Stunden auf ein Drittel ihrer urspringlichen GrofBe.
Um beurteilen zu koénnen, welche Ursachen dieser abrupte Schrumpfungsprozell hatte,
wurden lichtmikroskopische Bilder von Clots mit unterschiedlichen zz vivo Verweilzeiten

angefertigt (vergleiche Abb. 3-14).

Abb. 3-14: Lichtmikroskopische Aufnahmen von explantierten Fibrinclots. Von links oben nach rechts
unten sind Schnitte von nOG-liposomenhaltigen Fibrinclots gezeigt, die 5, 7, 10 und 12 Tage nach ihrer s.c.
Implantation wieder explantiert wurden. Die Schnitte wurden mit Hilfe der MASSON-GOLDNER nach ROMETS
[1989b] angefarbt.
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Aus diesen Aufnahmen wurde deutlich, daf die 1.p. bzw. s.c. implantierten Clots zwe1 Tage
nach ihrer Applikation keine UnregelmaBigkeiten im Fibrinnetzwerk aufwiesen. Zum gleichen
Zeitpunkt konnte auf den Clotoberflichen eine vorwiegend einlagige Schicht von mono-
nukleiren Zellen beobachtet werden (nicht dargestellt). Diese Zellen begannen am funften
Tag in das Fibrin einzuwandern, und nach zehn Tagen waren sie bereits bis zu 500 um tief in
die Implantate eingedrungen. Gleichzeitig wurden erste Locher im unmittelbaren Umfeld der
mononukleiren Zellen sichtbar, deren Zahl und Grofle in den darauffolgenden Tagen noch
deutlich zunahm.

Diese Beobachtungen stehen in gutem Einklang mit Ergebnissen von UCHINO et al
[1991]. Im Rahmen ihrer Untersuchungen zur extravaskuliren Fibrinolyse beschreiben die
Autoren die Infiltration von polymorphonukleiren Neutrophilen in s.c. implantierte
Fibrinclots. Aullerdem beobachteten sie, dal3 Inhibitoren von Leukocytenelastase den
extravaskuliren Abbau von Fibrin verzogern konnen, wihrend Plasmininhibitoren keinen
Einflul auf die Clotstabilitit haben. Das bedeutet, dall im extravaskuliren Raum die
Fibrinolyse nicht durch Plasmin, sondern durch eine Neutrophilen-Protease katalysiert wird.
Dieser Umstand unterstitzt die bereits geauBerte Vermutung, daBl es sich bei dem hier
beobachteten schnellen Schrumpfungsprozef3 der implantierten Fibrinclots nicht um einen
Abbau des Fibrins handelt (siche Kapitel 3.2.4.2.2). Wire er die Ursache, so mufiten die Clots
schon nach wenigen Stunden von mononukleiren Zellen durchdrungen sein, was
offensichtlich nicht der Fall war.

Auf der anderen Seite lit die nach einigen Tagen stattfindende Einwanderung von
mononukleiren Zellen darauf schliefen, dal nach dem Schrumpfungsprozel3 tatsiachlich ein
langsamer Clotabbau stattfindet. Im Fall der 1.p. applizierten Fibrinclots sollte daher, wenn
auch nach lingerer Zeit, eine vollstindige Resorption des Fibrins moglich sein. An der
Oberfliche der s.c. implantierten Clots wurde neben der Invasion von mononuklearen Zellen
jedoch auch die Bildung emner immer stirker werdenden Zellschicht aus Fibroblasten und
Fibrocyten beobachtet. Diese Schicht konnte die Finwanderung weiterer mononukleirer
Zellen in den Clot behindern und dazu fihren, da3 diese verkapselt werden, bevor ihre
Resorption abgeschlossen ist.

Obwohl dies nicht niaher untersucht wurde, konnte mit spateren Experimenten zumindest
gezeigt werden, dall die Fibroblasten- und Fibrocytenschicht keinen Eimnflul auf die
Bioverfugbarkeit des in den Clots verpackten EPOs hatte. S.c. implantierte Behriplast®-Clots
wiesen 20 Tage nach ihrer Applikation so gut wie kein EPO mehr auf, unabhingig davon, ob

das Protein zusatzlich in Liposomen verkapselt war oder nicht (vergleiche Kapitel 3.2.4.3.2).
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3.24.2.4  EPO-Restgehalt von explantierten Fibrinclots

Wie aus Abb. 3-13 hervorgeht, wurden die 77 vivo Freisetzungen von EPO aus Fibrinclots iiber
einen Zeitraum von etwa 55 h verfolgt. Die hierbei zu beobachtenden burs-Kinetiken stellten
keine durch den Abbau des Fibrins gesteuerten Freisetzungen dar (vergleiche Kapitel
3.2.4.2.3), sondern beruhten wahtscheinlich auf einem mechanisch bedingten ,,Ausdriicken®
der Clots unmittelbar nach ihrer Implantation. Dementsprechend zeigte fibrinverkapseltes
»freies® EPO sowohl bei 1.p. als auch bei s.c. Applikation Kinetiken, die denen des freien
EPOs sehr ahnlich waren. Im Fall der fibrinverkapselten EPO-gefiillten Liposomen konnten
allerdings 7, -Werte beobachtet werden, die sehr viel kleiner waren, als dies fiir
,herausgedrickte® und somit nicht mehr fibrinverkapselte Liposomen zu erwarten gewesen
wire. Um beurteilen zu konnen, ob diese terminalen Eliminationen auf einer zweiten,
tatsachlich abbaukontrollierten Freisetzungsphase beruhen, wurden 1.p. bzw. s.c. applizierte
Fibrinclots, die entweder ,,fretes oder liposomenverkapseltes EPO enthielten, ca. 60 h nach
threr Implantation wieder explantiert und auf thren EPO-Restgehalt hin untersucht (siche
Tabelle 3-6).

Tabelle 3-6: EPO-Restgehalt von explantierten Fibrinclots. Die Zusammensetzung der Fibrinclots (,,freies®
EPO (@), liposomenverkapseltes EPO (®)) entsprach der in Abb. 3-9 beschriebenen. Alle Clots wurden ca. 60 h
nach ihrer i.p. bzw. s.c. Implantation wieder explantiert, wobei die aufgefithrten EPO-Restgehalte Mittelwerte
von jeweils drei Clots darstellen.

EPO-Restgehalt der explantierten Fibrinclots [%0]

Lp. 5 <1,0
PY 20,2
sc. @ <10
PY 20,3

Es zeigte sich, daBl nur die Fibrinclots mit liposomenverkapseltem EPO nach ihrer
Explantation einen deutlichen, vom ursprunglichen Applikationsort unabhingigen EPO-
Restgehalt von etwa 20% aufwiesen. Das ,,freie EPO war 60 h nach der Clotimplantation
schon nahezu vollstaindig aus dem Fibrin freigesetzt. Dieses Ergebnis steht in gutem Einklang
mit der Beobachtung, dal nur Fibrinclots mit liposomenverkapseltem EPO terminale

Eliminationsraten zeigten, die kleiner waren, als die der entsprechenden fibrinfreien
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Formulierungen. Denn nur Implantate, die nach dem ,,Ausdricken” noch EPO enthalten,
konnen das Protein anschlieBend mit einer Kinetik freisetzen, die durch die vergleichsweise

langsame Phagozytose der Clots gesteuert wird (vergleiche auch Kapitel 3.2.4.2.3).

Nach den Ergebnissen der in vitro Experimente war davon auszugeben, daff in Fibrinclots einpolymerisierte
Liposomen auch in vivo nur dann wieder ans diesen freigesett werden, wenn das Fibrin durch biologische
Prozesse abgebant wird. Unter der weiteren |V oraussetzung, daff ein i.p. bzw. s.c. implantierter Fibrinclot so
langsam resorbiert wird, daff in ibm eingeschlossenes ,freies EPO suvor komplett herausdiffundiert ist, hatte
die in vivo Freisetzung von nOG-liposomenverkapseltem EPO ans Fibrin deutlich langsamer sein sollen, als
die von , frezem* EPO. Dieser Effekt fiel im Tierversuch allerdings sehr viel geringer aus als erwartet. Die
Analogien in den Pharmakokinetiken der Implantate und der entsprechenden fibrinfreien Formulierungen
lassen sich vermutlich auf eine ungeniigende mechanische Stabilitir der Fibrinclots suriickfiibren. Ste bewirkte,
daf ein GrofSter] des ,freien* bzw. liposomenverkapselten EPOs innerbalb weniger Stunden aus den
Implantaten herausgedriickt wurde wie Wasser aus eznem nassen Schwamm und fiibrte somit u Freisetzungs-
kinetiken, die denen der fibrinfreien Formulierungen sebr dbnlich waren. Die Tatsache, daf§ im Fall der
EPO-gefiillten Liposomen der Fibrinclot dennoch einen Einfluf§ auf die terminalen Eliminationsraten batte,
25t vermutlich darauf uriickufiibren, daff in den ,,ausgedriickten* Fibrinclots swar kein , freies“ EPO mebr
su finden war wohl aber liposomenverkapseltes. Dieses konnte im Anschiuf§ an den stabilititsbedingten burst
release durch den Abbau der geschrumpfien Fibrinclots freigesetst werden. Da die vollstindige Resorption der
Fibrinclots im Gegensatz zu ihrem | SchrumpfungsprozefS* jedoch iiber mehrere Tage bis Wochen zu laufen
scheint, machte sich diese zweite, sebr langsame Freisetzungsphase hauptsdchlich in  einer verringerten

terminalen EPO-Eliminationsrate bemerkbar.

3.2.4.3 In vivo Experimente mit Behriplast®—Clots

3.1.1.1.1  EPO-Freisetzung ans Bebriplast*-Clots

In einer weiteren Serie von 7z vivo Experimenten wurde wie schon im Fall der 7» vitro Versuche
anstelle des selbst hergestellten Fibrins kommerziell erhaltlicher Fibrinkleber fur die
Verpackung des ,,freien” bzw. liposomenverkapselten EPOs verwendet. Die Behriplast®-Clots
besalen 7z wvitro zwar nahezu dieselben Freisetzungskinetiken wie die entsprechenden

Fibrinclots (siehe Kapitel 3.2.3), i wivo war allerdings davon auszugehen, daB3 sich das
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Freisetzungsverhalten dieser beiden Clotarten durchaus voneinander unterscheidet. Wie 1n
diesem Zusammenhang bereits beschrieben, wurden die Behriplast®-Clots aus hochkonzen-
trierten Fibrinogen- bzw. Thrombinlosungen hergestellt und ihr Fibrinnetz wurde nicht nur
iber ionische, sondern auch uber kovalente Bindungen zusammengehalten. Beide Faktoren
sollten sowohl die mechanische als auch die biochemische Stabilitit der Behriplast®-Clots im
Vergleich zu den Fibrinclots erhéhen [UCHINO et al, 1991] und hierdurch die 7n wivo
Freisetzungen von ,,freilem® bzw. liposomenverkapseltem EPO aus den Implantaten beein-
flussen.

Von besonderem Interesse war die erhohte mechanische Stabilitit der Behriplast®-Clots.
Durch sie sollte das bei den Fibrinclots zu beobachtende ,,Ausdriicken® der Implantate ver-
hindert werden, was dazu fiihrte, daf3 die Fibrinclots nicht die erwarteten 7z vivo Freisetzungen
zeigten. In Abb. 3-15 und Tabelle 3-7 sind die Ergebnisse eines Experiments gezeigt, bei dem

EPO-haltige Behriplast®—Clots s.c. in Mause implantiert wurden.

10 A

14 Abb.  3-15:  EPO-Konzen-
trationen im Blutserum von
NMRI-Miusen nach der s.c.

0.1 Applikation von EPO-haltigen

Behriplast®-Clots. Die Durch-
fihrung des Experiments erfolgte
wie in Abb. 3-13 Dbeschrieben
0.01 (fibrinverkapseltes ,,freies EPO, ¢
(@); fibrinverkapselte EPO-gefiillte
nOG-Liposomen, § (©)). Die dat-
gestellten ~ EPO-Konzentrationen
0 10 20 30 40 50 60 70 80 stellen Mittelwerte (£ s.e.) von vier

Zeit [h] Tieren dar.

EPO-Konzentration im Blutserum [U/ml]

Tabelle 3-7: Pharmakokinetische Daten von EPO-haltigen Behriplast®-Clots nach s.c. Applikation an
NMRI-Miusen. Die Daten wurden aus den in Abb. 3-15 dargestellten Kinetiken unter Verwendung einer
kompartimentunabhingigen Analyse ermittelt und stellen Mittelwerte + s.e. dar (,,freies* EPO im Behtiplast®-
Clot (@), EPO-gefullte Liposomen im Behtiplast®-Clot (@)). Ihre statistische Analyse findet sich in Anhang 6.4.

Cu [Uml] 2, |h] Z,.[h] AUCUhmE] f* (%] MRT ] MAT [
® 79+ 0,7 159+22  151+10 264 + 20 146+16 296+22 239+57
® 1,9+ 0,4 173404 41,0+ 155 115 + 28 62+1,6 660+21,1 61,6+ 33,1

[1%] = (AUC,,. / AUCiy) 100, SMAT = (MRT.,.— MRT;,)
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Obwohl die Behriplast®-Clots 7z vivo tatsachlich nicht abrupt schrumpften, sondern nur
sehr langsam kleiner wurden (Ergebnisse nicht gezeigt), unterschieden sich ihre Kinetiken
nicht grundsatzlich von denen der entsprechenden Fibrinclots (zur statistischen Analyse siche
Anhang 6.5). So wiesen z.B. die C, -Werte fir beide Clotsorten die gleiche Tendenz auf,
indem sie fur Implantate mit ,.freilem* EPO grundsatzlich hoher waren als fur vergleichbare
Implantate mit EPO-gefullten Liposomen. Erwartungsgemall waren die C,, -Werte der
mechanisch stabileren Behriplast®-Clots jedoch signifikant niedriger als die der entsprechen-
den Fibrinclots. In unmittelbarem Zusammenhang mit dem verringerten burst release sind wohl
auch die 7, -Werte der Behriplast®-Clots zu sehen. Sie waten fur beide Formulierungen zwar
nach wie vor sehr dhnlich, aber mit etwa 16 bis 17 h doch deutlich groBer als im Fall der
Fibrinclots.

Dartber hinaus zeigten beide Behriplast®Formulierungen die bereits bei den s.c.
applizierten Fibrinclots zu beobachtende monophasische Elimination. Die Tatsache, daf} die
1,-Werte der beiden Behriplast®-Implantate im Gegensatz zu den Fibrinimplantaten keine
signifikanten Unterschiede aufwiesen, erlaubt jedoch nicht den Schluf}, dafl die Freisetzungs-
mechanismen der beiden Behriplast®-Formulierungen dieselben waren. Aus der graphischen
Datstellung der Freisetzungskinetiken (siehe Abb. 3-15) wird deutlich, daB 7,  fur die
Behriplast®-verkapselten EPO-gefullten Liposomen mit einem betrichtlichen Fehler belegt
war, der von den groflen individuellen Unterschieden der vier vermessenen Mause herriihrte.
Betrachtet man deren Einzelkinetiken (Ergebnisse nicht gezeigt), so waren drei der vier 7, -
Werte grofler als der 7, -Mittelwert des Behriplast®-verkapselten ,,freien® EPOs. Zusammen
mit den FErgebnissen aus den Fibrinclot-Experimenten deutet dies darauf hin, daf} die
zusitzliche Verpackung des EPOs in Liposomen nicht nur zz vitro (vergleiche Kapitel 3.2.2
und 3.2.3) sondern auch 7z vzvo einen Einflufl auf seine Freisetzungskinetik hatte.

Aus den im Vergleich zu den Fibrinclots durchweg gréBeren 7, -Werten der Behriplast®-
Implantate wird deutlich, dal} letztere im Anschlul an den burst release mehr EPO pro
Zeiteinheit freisetzten als die Fibrinclots. Dies ist durchaus verstindlich, wenn man davon
ausgeht, dafl der EPO-Gehalt der Clots unmittelbar nach dem b#757 um so hoher sein sollte, je
schwicher dieser ausgeprigt ist. 85 h nach der Implantation wiesen nur noch die Behriplast®-
Clots, die proteingefillte Liposomen enthielten, einen deutlichen EPO-Restgehalt auf (siche
Tabelle 3-8). Trotzdem waren die EPO-Konzentrationen des Mausserums fir beide

Behriplast®-Formulierungen nach annihernd gleicher Zeit, namlich ca. 150 h, wieder auf

endogene Level abgesunken (Ergebnisse nicht gezeigt, vergleiche Kapitel 3.2.4.3.2).
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Tabelle 3-8: EPO-Restgehalt von explantierten Behriplast®-Clots. Die Zusammensetzung der Behriplast®-
Clots (,,freies” EPO (@), liposomenverkapseltes EPO (©)) entsprach der in Abb. 3-9 beschriebenen. Alle Clots
wurden ca. 85 h nach ihrer s.c. Implantation wieder explantiert, wobei die aufgefihrten EPO-Restgehalte
Mittelwerte von jeweils drei Clots darstellen.

EPO-Restgehalt der explantierten Fibrinclots [%0]

sc. @ <1,0
o) 20,3

3.24.3.1  Stimulation der Erythropoese durch FEPO-haltige Bebriplast*-Clots

Wie eingangs erwihnt (siche Kapitel 3.2.4) stimuliert humanes rekombinantes EPO nicht nur
die Hamatopoese beim Menschen sondern auch bei anderen Siaugern wie z.B. Mausen. Als
Parameter der EPO-Aktivitit diente zunichst die Einbaurate von radioaktiv markiertem Fisen
(*"Fe) in das Himoglobin neugebildeter Erythrocyten [PLZAK et al., 1955]. Da dieser Assay
jedoch sehr zeit- und arbeitsaufwendig ist, wurde vor einigen Jahren ein alternativer Bioassay
fir EPO auf Basis einer automatisierten Retikulocytenzahlung entwickelt [DICKMANN, 1991].
Er beruht darauf, dal} die noch nicht voll ausgereiften Retikulocyten im Gegensatz zu den aus
thnen hervorgehenden Erythocyten iiber einen ribosomalen Apparat zur Himoglobinsynthese
verfiigen, der sich mit Hilfe geeigneter Farbstoffe nachweisen 1afit [Kozenow und May, 1952].

In Abb. 3-16 ist die Veranderung der Zahl der Retikulocyten nach s.c. Applikation
verschiedener EPO-Formulierungen dargestellt. Da DICKMANN [1991] bei subkutaner
Verabreichung von EPO-Losungen nur fir einen Dosisbereich von 0,352 bis 180,0 U pro
Maus eine gut ausgepriagte Dosiswirkungsbeziehung beobachten konnte, wurden im vor-
liegenden Fall mit jeder Formulierung anstelle der bisher ublichen 1000 U Dosen in der
obigen GroBlenordnung appliziert. So sollte sichergestellt werden, dafl das verabreichte EPO
tatsachlich zu einer konzentrations- bzw. freisetzungsabhingigen Verinderung der Retikulo-
cytenzahlen fihrt. Dartber hinaus war bekannt, dafl die maximale biologische Antwort auf
eine subkutane EPO-Injektion nach etwa drei bis vier Tagen zu erwarten ist [[DICKMANN,
1991]. Dementsprechend wurden die ersten Retikulozytenziahlungen 72 Stunden nach

Applikation der Formulierungen durchgefiihrt.
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5000 -
Abb. 3-16: Retikulocyten im Blut

von Miusen nach s.c Applikation
4000 - verschiedener ~ EPO-Formulie-
rungen. Sowohl die Behtiplast®-
Clots (500 pl) mit EPO-gefillten
Liposomen (@) als auch die
Injektionen (200 pl) mit , freiem*
(®) bzw. (O) liposomenverkapsel-
tem EPO enthielten jeweils 100 U
EPO. Lediglich die mit , freiem®
Protein gefullten Behtiplast®-Clots
d — enthielten 375 U EPO (@). Die
0 \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ dargestellten  Retikulocytenzahlen
7296 120 144 168 192 216 240 264 288 stellen Mittelwerte (£ s.e) von 10

) (@,0,0) bzw. 9 (@) minnlichen

Zeit [h] Tieren dar.

3000 -

2000

1000

Retikulocyten pro 30.000 Zellen

Tabelle 3-9: AUG: fur die in Abb. 3-16 dargestellten Kinetiken. Die 4UCs wurden fiir den Zeitraum von 72
bis 288 Stunden berechnet und sind um die endogene Retikulocytenzahl der Mause korrigiert (,,freies” EPO (@),
liposomenverkapseltes EPO (O), ,.freies“ EPO im Behtiplast®-Clot (@), liposomenvetkapseltes EPO im
Behriplast®-Clot (0)).

AUC [Retikulocyten-h-(30.000 Zellen)-!] Verhiltnis der AUCs
® 96385 1.1
@) 88991 1,0
) 485971 -
o 353932 4,0

* Ein direkter Vergleich ist in diesem Fall unzulissig, da hier anstelle der sonst tblichen 100 U 375 U EPO
verabreicht wurden.

Erstaunlicherweise unterschieden sich einige Formulierungen beztiglich ihrer biologischen
Witkung sehr viel stirker voneinander als aufgrund ihrer EPO-Freisetzungskinetiken
angenommen werden konnte (vergleiche Kapitel 3.2.4.2 und 3.2.4.3.1). Offensichtlich beruh-
ten die Unterschiede in der Stimulierung der Hamatopoese ausschlieflich auf dem Einschluf3
des EPOs in Behrtiplast®-Clots. Die liposomale Vetkapselung des EPOs wirkte sich weder in
An- noch in Abwesenheit der Clots auf die Retikulocytenzahlen aus. So fithrte die s.c.
Verabreichung von ,,freiem* EPO nach 96 h zu einem maximalen Anstieg der Retikulocyten
auf etwa 1800 pro 30.000 ausgezihlten Zellen. Ca. 150 h nach Applikation war der endogene
EPO-Level wieder erreicht. Eine identische Abhingigkeit wurde im Fall des liposomal
verkapselten EPOs beobachtet. Im Gegensatz dazu bewirkte die Applikation von EPO-



76 Ergebnisse und Diskussion

geflllten Behriplast®-Clots eine deutlich langer andauernde und wesentlich stirker ausgeprigte
biologische Antwort. Hier war die maximale Retikulocytenzahl ungefihr doppelt so hoch wie
bei den clotfreien Formulierungen. Beide Implantate erreichten dieses Maximum nach ca. 144
h und den endogenen EPO-Level nach etwa 260 h. Die Unterschiede in der biologischen
Wirkung von fibrinfreien und fibrinhaltigen Formulierungen spiegeln sich auch in den AUCs
wider (vergleiche Tabelle 3-9). Sie waren fiir die Implantate mit EPO-gefillten Liposomen um
etwa das Vierfache groBer als fur die beiden EPO-Injektionen, obwohl in allen dret Fallen
gleiche EPO-Mengen appliziert wurden. Dies lafit vermuten, dall der bei den EPO-
Injektionen auftretende burst release trotz bewullt niedrig gewahlter Wirkstoffdosen zu
physiologisch irrelevant hohen EPO-Konzentrationen fiithrt, die keine dosisabhingige
biologische Antwort mehr erlauben.

Ein Vergleich der hier diskutierten Daten mit den in Abb. 3-13 und 3-15 dargestellten
EPO-Freisetzungskinetiken zeigt, dall die Retikulocytenzahlen nicht nur auf das Auftreten
erhohter EPO-Level im Blut mit Verzogerung reagieren. Auch geraume Zeit nach dem
erneuten Erreichen endogener EPO-Konzentrationen lieBen sich noch erhohte Retikulo-
cytenzahlen nachweisen. Durch Extrapolation der Freisetzungskinetiken ergibt sich, daf3 die
EPO-Konzentrationen im Fall der s.c. injizierbaren Formulierungen vermutlich nach 90 bis
100 h wieder auf normale Level abgesunken waren, wihrend die Retikulocytenzahlen erst
nach weiteren 50 h wieder physiologische Werte aufwiesen. Die s.c. implantierten Behtiplast®-
Clots, die fiir ca. 150 h zu erhohten EPO-Leveln fuhrten (Daten nicht gezeigt), bewirkten auf
der anderen Seite, daf3 sich die Retikulocytenwerte erst nach etwa 260 h wieder normalisierten.

Wenn man davon ausgeht, dall die vollstindige Ausreifung der Retikulocyten zu
Erythrocyten ca. 48 h dauert [PETRIDES, 1997], so stimmt dies im Fall des ,freien® bzw.
liposomal verkapselten EPOs erstaunlich gut mit der Zeitspanne zwischen der Normalisierung
der EPO-Konzentrationen und Retikulocytenzahlen tiberein. Da die Retikulocytenzahlen bei
den EPO-Implantaten etwas langsamer abfielen, 1a3t sich vermuten, daf3 iber die meB3baren
Proteinfreisetzungen hinaus fir eine geraume Zeit geringfiigige EPO-Mengen aus den Clots
freigesetzt wurden. Obwohl diese nicht mehr detektierbar waren, reichten sie offensichtlich
aus, um die Erythropoese zu stimulieren und somit den Abfall der Retikulocytenzahlen zu
verlangsamen.

Der Umstand, dal fir die vorliegenden Experimente normozytamische Mause verwendet
wurden, konnte ebenfalls einen Einflu} auf die Geschwindigkeiten des Abbaus der Retikulo-
cyten gehabt haben. Normozytaimische Mause verfugen im Gegensatz zu den bei EPO-

Bioassays normalerweise verwendeten polyzytamischen Mausen [COTES und BANGHAM, 1961;
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DEGOWIN et al., 1962; KAZAL und ERSLEV, 1975] tber eine Eigenerythropoese. Fur diese
wird ein sauerstoffsensitiver Mechanismaus postuliert, der bet einer Sauerstoffunterversorgung
des Organismus zu einer vermehrten Bildung von EPO fihrt (negative Riuckkopplung)
[MOLLMANN, 1992]. Da jedoch eimn solcher Regulationsmechanismus bei den hier verab-
reichten exogenen EPO-Mengen vermutlich eine untergeordnete Rolle spielt, wurde sein
Einfluf3 auf die in Abb. 3-16 dargestellten Retikulocytenzahlen nicht niher untersucht.

Es fallt auf, daf sich die Retikulocytenzahlen fiir beide Behtiplast®-Formulierungen zum
gleichen Zeitpunkt wieder normalisierten. Dies steht in gutem Einklang mit der bei diesen
Clots ebenfalls zu beobachtenden zeitgleichen Normalisierung der EPO-Serumkonzentra-
tionen (vergleiche Kapitel 3.2.4.3.1). Aufgrund der unterschiedlichen terminalen EPO-
Halbwertszeiten der beiden s.c. applizierten Implantate erscheint es jedoch unverstindlich.

Far diese vermeintlich widerspriichlichen Beobachtungen sind zwei Erklarungen denkbar.
Zum einen konnten die iz vivo Bedingungen dazu fihren, dafll die Behriplast®-verkapselten
Liposomen nicht wie im Fall der 7z vitro Experimente tber die gesamte Dauer der Freisetzung
stabil sind (sieche Kapitel 3.2.2 und 3.2.3), sondern mit der Zeit zerfallen. Zum anderen
konnten die Clots aufgrund von Abbau und mechanischer Belastung im Verlauf der 7z vivo
Freisetzungskinetiken so ,lochrig® werden, dal3 auch intakte EPO-gefillte Liposomen sie
verlassen konnen, noch bevor der Clot vollstaindig abgebaut ist. In beiden Fallen wiirden die
Endphasen der daraus resultierenden Freisetzungsmechanismen denen des Behriplast®-
verkapselten ,.freien EPOs dhneln und zu einer vollstindigen EPO-Freisetzung fihren, noch
bevor das Implantat vollstindig abgebaut ist. Tabelle 3-10 zeigt, daB3 dies tatsachlich der Fall
ist. Behriplast®-Clots, in die ursprunglich liposomenverkapseltes EPO eingeschlossen worden
war, enthielten ebenso wie Implantate mit ,,freiem® EPO 20 Tage nach ihrer Implantation so
gut wie keinen Wirkstoff mehr, obwohl beide Formulierungen zu diesem Zeitpunkt noch etwa

ein Viertel threr ursprunglichen Grof3e besallen.

Tabelle 3-10: EPO-Restgehalt von explantierten Behriplast®-Clots. Es handelt sich hierbei um die
Implantate, die fir die in Abb. 3-16 dargestellten Retikulocytenzahlungen verwendet wurden. Alle Clots wurden
ca. 480 h nach ihrer s.c. Implantation wieder explantiert, wobei die aufgefilhrten EPO-Restgehalte Mittelwerte
von jeweils drei Clots darstellen.

EPO-Restgehalt der explantierten Fibrinclots [%0]

sc. @ <0,01%
o 0,11%
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Durch den Einsatz von kiuflichem Fibrinkleber (Bebriplast”) anstelle des suvor verwendeten selbst
hergestellten Fibrins konnte die mechanische Stabilitat der EPO-Implantate verbessert und ibr burst release im
Tierexcperiment  verringert werden. Beide subcutan implantierten  Behriplast*-Formuliernngen  zeigten
Freisetzungskinetiken, die beziiglich ibrer Bioverfiigharkeiten mit denen der entsprechenden Fibrinclots

vergleichbar waren. Die 1,

nax

-Werte und die terminalen Eliminationshalbwertszeiten wurden durch  die
Verwendung von Fibrinkleber fiir die Herstellung der Implantate durchweg erhibt. Dennoch blieb 1, fiir
Clots mit liposomenverkapseltem EPO deutlich groffer als fiir entsprechende Formuliernngen mit ,freiem
EPO. U so erstaunlicher war die Beobachtung, daf§ die EPO-Level des Blutserums in beiden Fillen sum
selben  Zeitpunkt wieder physiologische Konzentrationen erveichten. Auch die Retikulocytenzablen  als
biologische Antwort auf das aus den Clots freigesetzte EPO fielen fiir beide Implantate nach derselben Zeit
ernent auf endogene Level ab. Diese in einem scheinbaren Widerspruch zu den in vitro Experimenten
stehenden Ergebnisse deuten darauf hin, dafs entweder die im Clot eingeschlossenen Liposomen in vivo nicht
danerhaft stabil sind, oder daf§ der Clot mit der Zeit derart | lochrig* wird, daff intakte Liposomen genauso
aus thm herausdiffundieren kinnen wie ,freies “ EPO. Auch das Ausmaf§ der Erythropoese wurde nicht durch
die liposomaleV erkapselung des EPOs beeinflufSt, sondern lediglich durch seinen Einschluf§ in Fibrin. Die
durch den Clot bewirkte Verstirkung der biologischen Antwort auf s.c. appliziertes EPO fiel um ein
Vielfaches deutlicher aus, als dies aufgrund der geringen Unterschiede in den in vivo Freisetzungskinetiken von

frezem  und fibrinverkapselten: , freien EPO su erwarten war.

Die im Rabmen dieser Arbeit durchgefiibrten Experimente haben gezeigt, daff das biokompatible und
bioabbanbare Fibrin als Polymermatrix fiir den sustained release von Proteinen geeignet ist. Die susditzliche
Verkapselung der Makromolekiile in Liposomen dient diesen nicht nur als Schutz vor der Umgebung,
sondern ermoglicht anch die Modifizierung der Proteinfreisetzung. Trotz der 3u beobachtenden signifikeanten
Unterschiede bei den in wvitro und in wvivo Freisetzungskinetiken von Clots  mit ,freiem* bw.
liposomenverkapseltenr  Protein  konnte durch die  Liposomen jedoch  keine Verlingerung der in vivo
Proteinfreisetzung ans Fibrin und keine Beeinflussung der biologischen Wirkung der Implantate ersielt

werden.
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4 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, ein Depotsystem fir den sustained release von Peptid- und
Proteinwirkstoffen zu entwickeln. Hierzu sollten zwei vornehmlich fiir die Verabreichung von
niedermolekularen Wirkstoffen verwendete drug delivery Systeme in der Weise miteinander
kombiniert werden, da} sich ihre jeweiligen Nachteile fur das de/zvery von Makromolekilen
aufheben. Die Idee bestand darin, durch die Verkapselung von proteingefiillten Liposomen in
Fibrin eine Formulierung zu schaffen, die die empfindlichen Peptide und Proteine vor
destabilisierenden Finfliissen der Umgebung schiitzt und deren Freisetzungskinetik sich
ausschlieflich iber den Abbau des Polymers steuern liit. Eine solche abbaugesteuerte
Freisetzung erforderte nicht nur die dauerhafte Stabilitit der Liposomen im Fibrin, sondern
auch deren komplette Immobilisierung 1im Netzwerk des Polymers.

Durch emne kontrollierte Detergensdialyse von SPC-nOG-Mischmicellenlosungen wurden
sog. nOG-Liposomen hergestellt, die unilamelllar waren, eine Grofle von etwa 300 nm
besallen und die Modellproteine POD bzw. EPO mit der theoretisch berechneten EinschluB3-
rate emnschlossen. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dal3 diese
Vesikel bei der Polymerisation des Fibrins nicht zerstort wurden und 1m auspolymerisierten
Clot intakt waren. Da sie wesentlich grofler waren als die Poren des stark verzweigten
Fibrinnetzwerkes, konnte zudem davon ausgegangen werden, dafl sie durch das Polymer
vollstindig festgehalten werden.

Nachfolgende zz vitro Experimente bestatigten die Stabilitait und Immobilisierung von
proteingefillten nOG-Liposomen in Fibrin. Wahrend ,,freie”, d.h. nicht liposomenverkapselte
POD mnerhalb von 200 h vollstindig aus dem Polymer freigesetzt wurde, war im gleichen
Zeitraum bei der fibrinverkapselten liposomalen POD nur eine marginale Proteinfreisetzung
zu beobachten. Erst durch den plasmininduzierten Abbau des Fibrins konnte in diesem Fall
die Freisetzung der immer noch intakten Liposomen mitsamt des in thnen eingeschlossenen
Proteins erreicht werden.

Unter der Annahme, dal zz viwo der Fibrinabbau langsamer ablaufen wirde als die
diffusionskontrollierte Freisetzung des ,,freien® Proteins, war davon auszugehen, daf3 Clots
mit nOG-liposomenverkapseltem Protein als abbaukontrolliertes de/ivery System bet ihrer
Implantation 1n Miuse eine bessere Depotwirkung aufweisen als Clots mit ,,fretem* Protein.
Als Modellprotein fur die Tierversuche wurde EPO anstelle von POD verwendet, da ersteres

deutlich langere Halbwertszeiten in Korperflussigkeiten aufweist. Nach 1p. bzw. s.c.
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Applikation der beiden Clottypen wurden die Proteinfreisetzungen anhand der Anderungen
der EPO-Serumspiegel verfolgt. Hierbei zeigten die Implantate mit nOG-liposomen-
verkapseltem EPO zwar grundsitzlich groflere mittlere Verweildauern und terminale Eli-
minationshalbwertszeiten als die Clots mit | frelem‘ EPO, die Unterschiede zwischen den an
identischen Orten implantierten Formulierungen fielen jedoch insgesamt sehr viel geringer aus
als erwartet. So zeigten beide Implantate einen stark ausgepragten burst release, wodurch ihre
Proteinfreisetzungen denen der entsprechenden fibrinfreien Formulierungen, nimlich denen
des ,,freien® bzw. ausschlieBlich liposomenverkapselten EPOs sehr dhnlich wurden. Wie sich
in zusitzlichen Experimenten zur Clotstabilitit herausstellte, beruhte dieser bur5z jedoch nicht
auf einer schnellen Resorption des Fibrins, sondern vielmehr auf der unzureichenden
mechanischen Stabilitit der Clots.

Um diesen zu verringern, wurden fur weitere 2z vivo Experimente EPO-haltige Implantate
verwendet, die aus Fibrinkleber hergestellt wurden. Diese sog. Behriplast®-Clots lieBen auf-
grund ihrer Zusammensetzung eine gegeniiber den Fibrinclots verbesserte mechanische und
biochemische Stabilitat erwarten. Tatsichlich konnte hierdurch das zuvor beobachtete abrupte
Schrumpfen der Implantate vollstindig verhindert und der burst release der beiden Clot-
Formulierungen abgeschwicht werden. Auch die terminalen Eliminationshalbwertszeiten der
beiden Behriplast®-Clots waten signifikant groBer als die der entsprechenden Fibrinclots.
Nach wie vor zeigten die beiden Behriplast®-Implantate jedoch Kinetiken, die denen der
Fibrin-implantate sehr dhnlich waren. Auch untereinander wiesen sie nur geringe aber
dennoch signi-fikante Unterschiede auf. Erstaunlicherweise konnte durch den zusatzlichen
EinschluB3 des EPOs in Liposomen keine Verlangerung der iz vivo Proteinfreisetzung aus den
Implantaten erzielt werden.

In einem weiteren 7z vzvo Experiment wurde anhand von Retikulocytenzihlungen die bio-
logische Wirkung von vier verschiedenen EPO-Formulierungen (,freies und liposomen-
vetkapseltes EPO bzw. , freies” und liposomenverkapseltes EPO im Behriplast®-Clot) untet-
sucht. Trotz der groBen Ahnlichkeit in ihren iz vivo Freisetzungskinetiken zeigten sich hierbei
zwischen den fibrinfreien und fibrinhaltigen Formulierungen entscheidende Unter-schiede. So
erreichten die Retikulocytenzahlen im Fall der s.c. implantierten Behtiplast®-Clots erst ihr
Maximum als sie fur die entsprechenden fibrinfreien Applikationsformen schon wieder auf
endogene Level abgesunken waren. Dariiber hinaus lag dieses Maximum bei den Implantaten
deutlich hoher als bei den injizierbaren Formulierungen. Die liposomale Verkapselung des
EPOs schien sich jedoch weder bei den fibrinfreien noch bei den fibrinhaltigen

Formulierungen auf die Retikulocytenzahlen auszuwirken.
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Um eindeutig klaren zu konnen, warum die liposomale Verpackung des Modellproteins bei
den zn vivo Freisetzungskinetiken aus Fibrin eine eher untergeordnete Rolle spielte, obwohl sie
in vitro die Freisetzung entscheidend beeinflufite, reichen die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente nicht aus. Sie erlauben z.B. keine Aussagen uUber die 7z vivo
Stabilitait der verwendeten Liposomen. Hierzu wire ein Doppellabeling von liposomalem
Bilayer und liposomenverkapseltem Protein hilfreich [POOL et al., 1982; STEIN et al., 1989].
Mit ithm lie3e sich klaren, wann und wo die proteingefillten Liposomen der Fibrinimplantate
thren Inhalt freisetzen. AuBBerdem sollten die Experimente zur biologischen Wirksamkeit der
Behriplast®-Formulierungen mit vergleichbaren und zudem deutlich geringeren EPO-Dosen
an polyzytamischen Mausen wiederholt werden [COTES und BANGHAM, 1961; DEGOWIN et
al,, 1962; KAzAL und ERSLEV, 1975]. Nur so kann beurteilt werden, ob die Clot-
formulierungen mit ,,freiem® bzw. liposomenverpacktem EPO trotz kleiner aber signifikanter
Unterschiede in den EPO-Freisetzungkinetiken tatsachlich die gleiche biologische Wirkung

aufweisen.
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6 Anhang

6.1 One Way ANOVA fiir die i.v. Daten aus Tabelle 3-5

Data source: tv. ,, intravenous

Normality Test: Passed (P = 0.609)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.880)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 3 0

Group Mean Std Dev SEM
fr epo 6.429 1.370 0.685
lip epo 6.733 1.166 0.673

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.049

The power of the performed test (0.049) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.

Source of Variation DF SS MS F P
Between Treatments 1 0.159 0.159 0.0950 0.770
Residual 5 8.351 1.670

Total 6 8.510

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0.770).

Data source: AUC, intravenous

Normality Test: Passed (P = 0.430)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.856)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epofl 3 0

Group Mean Std Dev SEM

fr epo 1806.308 287.843 143.921
lip epo 1839.693 152.975 88.320

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.049

The power of the petformed test (0.049) is below the desited powet of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.

Source of Variation DF SS MS F P
Between Treatments 1 1910.693 1910.693 0.0323 0.864
Residual 5 295363.124 59072.625

Total 6 297273.817
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The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0.864).

Data source: MRT, intravenous

Normality Test: Passed (P = 0.789)
Equal Variance Test: Failed (P =0.032)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 3 0

Group Median 25% 75%

fr epo 5.767 5.325 6.108
lip epo 4.450 3.800 5.013

H = 3.125 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.077 P(exact)= 0.114

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0.114)

* fr epo steht fiir nicht liposomenverkapseltes, ,,freies* EPO
§ lip epo steht fiir liposomenverkapseltes EPO
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6.2 Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks fiir die
i.p. Daten aus Tabelle 3-5

Data source: Cnax, intraperitoneal

Normality Test: Failed (P = 0.049)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%

fr epo 127.850 77.400 203.000
lip epo 83.200 66.100 107.050
fr clot 116.000 104.600 121.500
lip clot 37.050 29.850 39.850

H = 9.816 with 3 degrees of freedom. (P = 0.020)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.020)

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks  p q P<0.05

lip clot vs fr epo 36.000 4 2.673 Yes

lip epo vs fr epo 13.000 3 1.275 No

fr clot vs fr epo 1.000 2 0.144 No Test Needed

Data source: tmay, intraperitoneal

Normality Test: Passed (P = 0.257)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.140)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 4.175 3.792 4.308
lip epo 5.125 4.283 6.433
fr clot 3.175 2.808 3.575
lip clot 5.050 4.300 6.125

H = 9.858 with 3 degrees of freedom. (P = 0.020)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.020)



100 Anhang

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks  p q P<0.05

fr clot vs frepo  19.500 4 1.448 No

lip clot vs fr epo  17.000 3 1.667 No Test Needed
lip epo vs frepo  16.500 2 2.382 No Test Needed
Data source: tv; 5, intraperitoneal

Normality Test: Passed (P = 0.679)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.594)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epoS 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%

fr epo 7.883 6.808 8.250

lip epo 5.792 5.067 6.608

fr clot 7.308 6.892 7.442

lip clot 12.000 11.542 12.708

H = 11.537 with 3 degrees of freedom. (P = 0.009)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.009)

All Pairwise Multiple Compatison Procedures (Dunnett's Method) :

Comparison Diff of Ranks P q P<0.05

lip epo vs fr epo 23.000 4 1.708 No

lip clot vs fr epo 22.000 3 2.157 No Test Needed
fr clot vs fr epo 7.000 2 1.010 No Test Needed

Data source: AUC, intraperitoneal

Normality Test: Failed (P = 0.037)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%

fr epo 1634.980 1043.778 2165.384
lip epo 663.055 576.015 968.026
fr clot 1188.790 1131.982 1272.102
lip clot 439.197 384.179 440.577

H = 11.537 with 3 degrees of freedom. (P = 0.009)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.009)
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks  p q P<0.05
lip clot vs fr epo 42.000 4 3.119 Yes
lip epo vs fr epo 23.000 3 2.255 Yes
fr clot vs fr epo 7.000 2 1.010 No

Data source: f, intraperitoneal

Normality Test: Failed (P = 0.037)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%

fr epo 90.530 57.795 119.899
lip epo 36.036 31.305 52.610
fr clot 65.824 62.679 70.438
lip clot 23.869 20.879 23.944

H = 11.537 with 3 degrees of freedom. (P = 0.009)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.009)

All Pairwise Multiple Compatison Procedures (Dunnett's Method) :

Comparison Diff of Ranks P q P<0.05
lip clot vs fr epo 42.000 4 3.119 Yes
lip epo vs fr epo 23.000 3 2.255 Yes
fr clot vs fr epo 7.000 2 1.010 No

Data source: MRT, intraperitoneal

Normality Test: Passed (P = 0.098)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.428)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 13.050 11.133 13.192
lip epo 10.158 8.767 12.408
fr clot 12.158 11.375 12.917
lip clot 14.292 12.617 16.108

H = 3.529 with 3 degrees of freedom. (P = 0.317)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0.317)
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Data source: MAT, intraperitoneal

Normality Test: Passed (P = 0.098)

Equal Variance Test:

Group N

fr epo* 4

lip epofl 4

fr clott 4

lip clot® 4
Group Median
fr epo 7.350
lip epo 5.758
fr clot 6.458
lip clot 9.892

H = 7.301 with 3 degrees of freedom. (P = 0.063)

Passed (P = 0.428)

Missing

0

0
0
0

25%

5.433
4.367
5.675
8.217

75%
7.492
8.008
7.217
11.708

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.063)

* fr epo steht fur nicht liposomenverkapseltes, ,,freies EPO
§ lip epo steht fiir liposomenverkapseltes EPO

T fr clot steht fir ,,freies® EPO im Clot
$1ip clot steht fiir liposomenverkapseltes EPO im Clot
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6.3 Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks fiir die

s.c. Daten aus Tabelle 3-5

Data source: Chax, subcutaneous

Normality Test: Passed (P = 0.050)

Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 43.650 34.750 51.550
lip epo 14.300 12.800 16.700
fr clot 26.150 24.550 26.950
lip clot 6.490 5.335 8.690

H = 14.118 with 3 degrees of freedom. (P = 0.003)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.003)

All Pairwise Multiple Compatison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks  p q P<0.05
lip clot vs fr epo 48.000 4 3.565 Yes
lip epo vs fr epo 32.000 3 3.138 Yes
fr clot vs fr epo 16.000 2 2.309 Yes

Data source: tmax, subcutaneous

Normality Test: Passed (P = 0.145)

Equal Variance Test: Passed (P =0.125)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 7.225 6.967 7.292
lip epo 10.608 10.242 10.933
fr clot 14.433 14.100 14.750
lip clot 12.567 11.900 13.892

H = 13.277 with 3 degrees of freedom. (P = 0.004)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.004)
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks  p q P<0.05
fr clot vs fr epo 45.000 4 3.342 Yes
lip clot vs fr epo 35.000 3 3.432 Yes
lip epo vs fr epo 16.000 2 2.309 Yes

Data source: tv. ,, subcutaneous

Normality Test: Passed (P = 0.787)

Equal Variance Test: Failed (P = 0.004)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clotf 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 8.033 6.242 9.025
lip epo 6.950 5.967 7.883
fr clot 6.500 6.175 7.375
lip clot 12.258 9.783 15.458

H = 8.903 with 3 degrees of freedom. (P = 0.031)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.031)

All Pairwise Multiple Compatison Procedures (Dunnett's Method) :

Comparison Diff of Ranks P q P<0.05

lip clot vs fr epo 27.000 4 2.005 No

lip epo vs fr epo 8.000 3 0.784 No Test Needed
fr clot vs fr epo 7.000 2 1.010 No Test Needed

Data source: AUC, subcutaneous

Normality Test: Passed (P = 0.589)

Equal Variance Test: Failed (P = 0.003)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epod 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%

fr epo 824.800 642.917 999.618
lip epo 272.851 256.388 288.238
fr clot 571.327 450.494 661.914
lip clot 167.221 123.908 256.993

H = 12.199 with 3 degrees of freedom. (P = 0.007)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.007)



Anbang

105

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks  p q

lip clot vs fr epo 41.000 4 3.045
lip epo vs fr epo 33.000 3 3.236
fr clot vs fr epo 10.000 2 1.443

Data source: f, subcutaneous

Normality Test: Passed (P = 0.581)

Equal Variance Test: Failed (P = 0.003)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 45.670 35.599 55.350
lip epo 14.829 13.934 15.665
fr clot 31.635 24.944 36.651
lip clot 9.088 6.734 13.967

H = 12.199 with 3 degrees of freedom. (P = 0.007)

P<0.05
Yes
Yes

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.007)

All Pairwise Multiple Compatison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks P q

lip clot vs fr epo 41.000 4 3.045
lip epo vs fr epo 33.000 3 3.236
fr clot vs fr epo 10.000 2 1.443

Data source: MRT, subcutaneous

Normality Test: Passed (P = 0.407)

Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 16.250 14.492 17.333
lip epo 16.533 16.158 16.975
fr clot 18.417 17.667 19.417
lip clot 25.250 21.833 29.417

H = 12.199 with 3 degrees of freedom. (P = 0.007)

P<0.05
Yes
Yes

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.007)
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Dunnett's Method) :

Compatison Diff of Ranks  p q P<0.05
lip clot vs fr epo 40.000 4 2.970 Yes
fr clot vs fr epo 23.000 3 2.255 Yes
lip epo vs fr epo 1.000 2 0.144 No

Data source: MAT), subcutaneous

Normality Test: Passed (P = 0.407)

Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Group N Missing

fr epo* 4 0

lip epof 4 0

fr clott 4 0

lip clot® 4 0

Group Median 25% 75%
fr epo 10.550 8.792 11.633
lip epo 12.133 11758 12575
fr clot 12.717 11.967 13.717
lip clot 20.850 17.433 25.017

H = 11.912 with 3 degrees of freedom. (P = 0.008)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.008)

All Pairwise Multiple Compatison Procedures (Dunnett's Method) :

Comparison Diff of Ranks P q P<0.05
lip clot vs fr epo 46.000 4 3.416 Yes
fr clot vs fr epo 24.000 3 2.353 Yes
lip epo vs fr epo 18.000 2 2.598 Yes

* fr epo steht fiir nicht liposomenverkapseltes, ,,freies* EPO
§ lip epo steht fiir liposomenverkapseltes EPO

T fr clot steht fiir ,,freies* EPO im Clot

$1ip clot steht fir liposomenverkapseltes EPO im Clot
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6.4 One Way ANOVA fiir die Daten aus Tabelle 3-7

Data source: Chax, Kleberclots

Normality Test: Failed (P = 0.030)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

fr kleber* 4 0

lip kleber 4 0

Group Median 25% 75%
fr kleber 7.700 7.055 8.745
lip kleber 1.630 1.465 2.365

H = 5.333 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.021 P(exact)= 0.029

The differences in the median values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.029)

To isolate the group or groups that differ from the others use a multiple compatison procedure.

All Pairwise Multiple Compatison Procedures (Dunnett's Method) :

Comparison

lip kleber vs fr kleber 16.000

Data source: tmax, Kleberclots

Normality Test:

Equal Variance Test: Passed
Group N Missing
fr kleber* 4 0

lip klebet? 4 0
Group Mean

fr kleber 15.925

lip kleber 17.304

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.049

Diff of Ranks p

2

Passed (P = 0.149)

(P =0.211)

Std Dev
4.491
0.801

q P<0.05
2.309 Yes
SEM

2.246

0.401

The power of the performed test (0.049) is below the desired power of 0.800.

Source of Variation DF
Between Treatments 1
Residual 6
Total 7

SS
3.804
62.445
66.249

MS F p
3.804 0.366 0.568
10.407

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.568).
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Data source: tv. ,, Kleberclots

Normality Test: Passed (P = 0.310)
Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

fr kleber* 4 0

lip klebet? 4 0

Group Median 25% 75%

fr kleber 15.550 13.742 16.458
lip kleber 39.500 14.542 67.417

H = 1.333 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.248 P(exact)= 0.343

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.343)

Data source: AUC, Kleberclots

Normality Test: Passed (P = 0.565)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.550)

Group N Missing

fr kleber* 4 0

lip kleber 4 0

Group Mean Std Dev SEM
fr kleber 264.094 39.948 19.974
lip kleber 114.535 56.472 28.236

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.943

Source of Variation DF SS MS
Between Treatments 1 44735.864 44735.864
Residual 6 14354.909 2392.485
Total 7 59090.773

F P
18.698 0.005

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.005).
Multiple Compatisons versus Control Group (Tukey Test):

Compatison Diff of Means  p q P<0.05
fr kleber vs. lip kleber -149.559 2.000 6.115 Yes

Data source: f, Kleberclots

Normality Test: Passed (P = 0.562)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.568)
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Group N Missing

fr kleber* 4 0

lip kleber 4 0

Group Mean Std Dev SEM
fr kleber 14.623 2.212 1.106
lip kleber 6.225 3.069 1.535

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.954

Source of Variation DF SS MS
Between Treatments 1 141.067 141.067
Residual 6 42.937 7.156
Total 7 184.004

F P
19.712 0.004

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.004).
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
fr kleber vs. lip kleber 8.398 2 6.279 Yes

Data source: MRT, Kleberclots

Normality Test: Passed (P = 0.515)
Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

fr kleber* 4 0

lip klebet? 4 0

Group Median 25% 75%

fr kleber 29.417 26.250 32.917
lip kleber 63.917 29.917 102.083

H = 1.333 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.248 P(exact)= 0.343

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.343)

Data source: MAT, Kleberclots

Normality Test: Passed (P = 0.515)
Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
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Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

fr kleber* 4 0

lip kleber 4 0

Group Median 25% 75%
fr kleber 23.717 20.550 27.217
lip kleber 59.517 25.517 97.683

H = 2.083 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.149 P(exact)= 0.200

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0.200)

* fr kleber steht fir ,,freies® EPO im Behriplast®-Clot
§ lip kleber steht fir liposomenverkapseltes EPO im Behriplast®-Clot
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6.5 One Way ANOVA fiir den Vergleich von Fibrin- und

Behriplast®-Kinetiken

Data source: Ciax, Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit ,freiem* EPO

Normality Test: Passed (P = 0.464)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.634)

Group N Missing

fr clot* 4 0

fr kleber§ 4 0

Group Mean Std Dev SEM
fr clot 25.750 1.642 0.821
fr kleber 7.900 1.383 0.692

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Source of Variation DF SS MS F
Between Treatments 1 637.245 637.245 276.490
Residual 6 13.829 2.305

Total 7 651.074

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001).
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
fr clot vs. fr kleber 17.850 2 23.516 Yes

Data source: Cmax, Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit liposomenverkapseltem EPO

Normality Test: Passed (P = 0.500)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.143)

Group N Missing

lip clott 4 0

lip kleber® 4 0

Group Mean Std Dev SEM
lip clot 7.012 2.273 1.136
lip kleber 1.915 0.712 0.356

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.939

Source of Variation DF SS MS F
Between Treatments 1 51.969 51.969 18.323
Residual 6 17.018 2.836

Total 7 68.987

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.005).
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All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
lip clot vs. lip kleber 5.097 2 6.054 Yes

Data source: tmax, Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit ,,freiem* EPO

Normality Test: Failed (P = 0.038)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

fr clot* 4 0

fr kleber$ 4 0

Group Median 25% 75%
fr clot 14.433 14.100 14.750
fr kleber 1 5.025 13.092 18.758

H = 0.759 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.384 P(exact)= 0.486

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0.4806)

Data source: tmay; Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit liposomenverkapseltem EPO

Normality Test: Passed (P = 0.408)

Equal Variance Test: Passed (P =0.372)

Group N Missing

lip clotf 4 0

lip kleber® 4 0

Group Mean Std Dev SEM
lip clot 12.896 1.356 0.678
lip kleber 17.304 0.801 0.401

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.996

Source of Variation DF SS MS F P
Between Treatments 1 38.867 38.867 31.314 0.001
Residual 6 7.447 1.241

Total 7 46.314

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.001).

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
lip kleber vs. lip clot 4.408 2 7.914 Yes
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Data source: tv.,, Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit ,,freiem* EPO

Normality Test: Passed (P =0.618)

Equal Variance Test: Passed (P =0.371)

Group N Missing

fr clot* 4 0

fr kleberS 4 0

Group Mean Std Dev SEM
fr clot 6.775 0.992 0.496
fr kleber 15.100 2.010 1.005

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Source of Variation DF SS MS F
Between Treatments 1 138.611 138.611 55.163
Residual 6 15.076 2.513

Total 7 153.688

<0.001

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = <0.001).
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means P q P<0.05
fr kleber vs. fr clot 8.325 2 10.504 Yes

Data source: ty, 5, Vergleich Fibrin-/Kleberclot mit liposomenverkapseltem EPO

Normality Test: Passed (P = 0.421)
Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

lip clotf 4 0

lip kleber® 4 0

Group Median 25% 75%
lip clot 12.258 9.783 15.458
lip kleber 39.500 14.542 67.417

H = 3.036 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.081 P(exact)= 0.114

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.114)

Data source: AUC, Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit ,,freiem*“ EPO

Normality Test: Passed (P = 0.360)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.075)
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Group N Missing

fr clot* 4 0

fr kleber§ 4 0

Group Mean Std Dev SEM
fr clot 556.204 138.865 69.432
fr kleber 264.088 39.950 19.975

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.909

Source of Variation DF SS MS F P
Between Treatments 1 170664.099 170664.099 16.348 0.007
Residual 6 62638.325 10439.721

Total 7 233302.424

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P = 0.007).

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
fr clot vs. fr kleber 292.116 2 5.718 Yes

Data source: AUC, Vergleich Fibrin-/Kleberclot mit liposomenverkapseltem EPO

Normality Test: Passed (P = 0.443)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.436)

Group N Missing

lip clott 4 0

lip kleber® 4 0

Group Mean Std Dev SEM
lip clot 190.451 89.882 44.941
lip kleber 114.529 56.472 28.236

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.134

The power of the performed test (0.134) is below the desired power of 0.800.

Source of Variation DF SS MS F P
Between Treatments 1 11528.095 11528.095 2.046 0.203
Residual 6 33803.498 5633.916

Total 7 45331.593

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant
difference (P = 0.203).

Data source: f, Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit ,,freiem* EPO

Normality Test: Passed (P = 0.360)

Equal Variance Test: Passed (P =0.075)
Group N Missing
fr clot* 4 0

fr kleber$ 4 0



Anbang

115

Group Mean Std Dev SEM
fr clot 30.798 7.689 3.845
fr kleber 14.623 2.212 1.106

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.909

Source of Variation DF SS MS F
Between Treatments 1 523.223 523.223 16.347
Residual 6 192.044 32.007

Total 7 715.267

0.007

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.007).
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
fr clot vs. fr kleber 16.174 2 5.718 Yes

Data source: f, Vergleich Fibrin-/Kleberclot mit liposomenverkapseltem EPO

Normality Test: Passed (P = 0.443)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.436)

Group N Missing

lip clott 4 0

lip kleber® 4 0

Group Mean Std Dev SEM
lip clot 10.351 4.885 2.442
lip kleber 6.225 3.069 1.535

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.134

The power of the performed test (0.134) is below the desired power of 0.800.

Source of Variation DF SS MS F
Between Treatments 1 34.045 34.045 2.046
Residual 6 99.845 16.641

Total 7 133.890

0.203

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.203).

Data source: MRT, Vergleich Fibrin-/Klebetclots mit ,,freiem* EPO

Normality Test: Passed (P = 0.398)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.056)

Group N Missing

fr clot* 4 0

fr kleber§ 4 0

Group Mean Std Dev SEM
fr clot 18.542 1.075 0.537

fr kleber 29.583 4.351 2.176
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Power of performed test with alpha = 0.050: 0.982

Source of Variation DF SS MS F P

Between Treatments 1 243.836 243.836 24.274 0.003
Residual 6 60.270 10.045

Total 7 304.107

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.003).
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
fr kleber vs. fr clot 11.042 2 6.968 Yes

Data source: MRT, Vergleich Fibrin-/Kleberclot mit liposomenverkapseltem EPO

Normality Test: Passed (P = 0.431)
Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

lip clott 4 0

lip kleber® 4 0

Group Median 25% 75%
lip clot 25.250 21.833 29.417
lip kleber 63.917 29917 102.083

H = 3.000 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.083 P(exact)= 0.114

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.114)

Data source: MAT, Vergleich Fibrin-/Kleberclots mit ,freiem* EPO

Normality Test: Passed (P = 0.398)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.056)

Group N Missing

fr clot* 4 0

fr kleber§ 4 0

Group Mean Std Dev SEM
fr clot 12.842 1.075 0.537
fr kleber 23.883 4.351 2.176

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.982

Source of Variation DF SS MS F
Between Treatments 1 243.837 243.837 24.274
Residual 6 60.271 10.045

Total 7 304.108

0.003
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The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by

chance; there is a statistically significant difference (P = 0.003).
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):
Comparisons for factor: Group t

Comparison Diff of Means  p q P<0.05
fr kleber vs. fr clot 11.042 2 6.968 Yes

Data source: MAT, Vergleich Fibrin-/Kleberclot mit liposomenverkapseltem EPO

Normality Test: Passed (P = 0.431)
Equal Variance Test: Failed (P = <0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing

lip clott 4 0

lip kleber® 4 0

Group Median 25% 75%
lip clot 20.850 17.433 25.017
lip kleber 59.517 25.517 97.683

H = 3.000 with 1 degrees of freedom. P(est.)= 0.083 P(exact)= 0.114

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant

difference (P = 0.114)

* fr clot steht fur ,,freies EPO im Fibrinclot

§ fr kleber steht fur ,freies® EPO im Behriplast®-Clot

T lip clot steht fir liposomenverkapseltes EPO im Fibrinclot

$ lip kleber steht fur liposomenverkapseltes EPO im Behriplast®-Clot
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