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15 Gew.-% Phosphatidyloligoglycerin gebildet.
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Thermolabiles Liposom mit geregelter Freigabetemperatur

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein thermolabiles Liposom mit geregelter
Freigabetemperatur fiir den Liposomeninhalt, insbesondere ein bei 37 °C in
Serum stabiles Liposom mit einer geregelten Freigabetemperatur zwischen

40 und 80 °C.

Liposomen sind kinstlich gebildete Vesikel aus Lipiddoppelschichten,
welche ein wassriges Kompartiment einschlieBen (Bangham et al. 1965).
Urspriinglich noch als Modellsystem fiir eine Zellmembran genutzt, wurden
Liposomen in jingster Zeit vor allem fir den Arzneistofftransport
weiterentwickelt. Liposomen kénnen dabei die Vertraglichkeit von
Wirkstoffen steigern (Senkung der aktiven Toxizitdt von Amphothericin B
durch liposomale Formulierung (AmBisome®) um den Faktor 75 (Proffitt et
al. 1991). Sie er6ffnen aber auch die Méglichkeit, Arzneistoffe gezielt in
erkranktes Gewebe zu transportieren (Forssen et al. 1992). Nach
intravensser Applikation werden Liposomen hauptséachlich in Zellen des
retikuloendothelialen Systems (RES) der Leber und Milz aufgenommen
(Gregoriadis und Nerunhun 1974). Um Liposomen als Arzneistofftrager fir
Zellen auRerhalb des RES nutzen zu koénnen, versuchte man die
Zirkulationszeit der Liposomen im Blut zu erhéhen. Vor allem in Tumoren,
die haufig sehr gut vaskularisiert sind (Jain 1996) und deren Gef&le durch
geweitete interendotheliale Verbindungen, einer groflen Anzahl von
Fenestrierungen sowie diskontinuierlicher Basalmembranen (Murray and
Carmichael 1995) besonders durchldssig sind, wirde sich die

Aufnahmewahrscheinlichkeit von Liposomen dadurch massiv erhdhen.

Ein erstes Problem bei der Verwendung von Liposomen zum Transport von

Wirkstoffen oder Markierungsstoffen in Kérperflissigkeiten liegt daher in
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der Erhdéhung der Zirkulationszeit im Serum. Man hat zwar bereits
gefunden, dass durch kovalente Bindung von Methoxypolyethylenglykolen
an die Liposomenmembran die frihzeitige Erkennung der Liposomen durch
das RES verhindert werden und damit die Zirkulationszeit verbessert
werden kann. Neben einer Verbesserung der Zirkulationszeit besteht jedoch
groRes Interesse an einer Maglichkeit, durch Temperatureinwirkung eine
gezielte Freigabe der Liposominhaltsstoffe bei bestimmter Temperatur zu

erreichen.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Liposom zu schaffen,
welches eine wesentlich verbesserte Halbwertszeit im Serum aufweist,
verglichen mit der Gblichen Halbwertszeit bekannter Liposomen in der
GréRenordnung um 4 Stunden, und welches so beschaffen ist, dass der
Inhalt der Liposomen bei einer bestimmten Temperatur rasch freigesetzt

wird.

Gelost wird diese Aufgabe gemaR der Erfindung durch ein Liposom mit
geregelter Freigabetemperatur fir den Liposominhalt, welches dadurch
gekennzeichnet ist, dass es im Wesentlichen aus mindestens einem
Phosphatidylcholin mit einer Hauptumwandlungstemperatur, die im Bereich
von O bis 80 °C liegt und 2 bis 15 Gew.-% Phosphatidyloligoglycerin
gebildet ist.

ErfindungsgemaR aufgebaute Liposomen weisen wesentlich verbesserte
Halbwertszeiten von bis zu 20 Stunden im Serum auf und kénnen durch
geeignete Wahl der Komponenten und Mengen der Komponenten in
Abhingigkeit von deren Hauptumwandlungstemperatur den oder die
Inhaltsstoffe bei einer vorbestimmten vorgewahlten Temperatur rasch und

vollstandig freigeben.

Bevorzugt ist das erfindungsgeméaRe Liposom aus 65 bis 756 %

Dipalmitoyllecithin (1, 2-Dipalmitoylglycero-3-phosphocholin), 10 bis 30 %
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Distearoyllecithin (1,2-Distearoylglycero-3-phosphocholin) und 5 bis 10 %
Dipalmitoylphosphoglyceroglycerin zusammengesetzt. Diese bevorzugte
Zusammensetzung ist bei 37 °C im Serum stabil, gibt jedoch den Inhalt bei

Uberschreiten einer Temperatur von 40 °C rasch frei.

Die vorstehend genannte bevorzugte Zusammensetzung des
erfindungsgemiaBen Liposoms lasst sich fir andere Temperaturbereiche
maRschneidern durch Wahl von Komponenten mit der jeweils geeigneten
Hauptumwandlungstemperatur. In Tabelle 1 sind die
Hauptumwandlungstemperaturen (T,) von Phosphatidylcholinen
angegeben, deren Hauptumwandlungstemperatur im Bereich von O bis 80
°C liegt. Die Hauptumwandlungstemperaturen sind wie aus der Tabelle
erkennbar, abhangig von der Kettenlange und der Verteilung lber die
Positionen 1 und 2 von Glycero-3-phosphocholin oder 1 und 3 von

Glycero-2-phosphocholin.
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Tabelle 1
Tw Phosphatidylcholin

5 °C 1-Palmitoyl-2-oleoyl-

7 °C 1-Stearoyl-2-oleoyl-

11 °C 1-Palmitoyl-2-lauroyl-

14 °C 1-Behenoyl-2-oleoyl-

17 °C 1-Stearoyl-2-lauroyl-

19 °C 1,3-Dimyristoyl-

23 °C 1,2-Dimyristoyl-

27 °C 1-Palmitoyl-2-myristoy!-

33 °C 1-Stearoyl-2-myristoyl-

37 °C 1-Myristoyl-2-palmitoyl-

39 °C 1,3-Dipalmitoyl-

41 °C 1,2-Dipalmitoyl-

42 °C 1-Myristoyl-2-stearoyl-

46 °C 1-Stearoyl-3-myristoyl-

48 °C 1-Stearoyl-2-palmitoyl-

52 °C 1-Palmitoyl-2-stearoyl-

53 °C 1,3-Distearoyl-

56 °C 1,2-Distearoyl-

66 °C 1,2-Diarachinoyl-

75 °C 1,2-Dibehenoyl-

80 °C 1,2-Dilignoceroyl-

Die in Tabelle 1 aufgeflhrten Werte zeigen, dass durch Verwendung von

Fettsduren mit ungerader Kettenldnge und geeigneter Verteilung Uber das

Glyceringrundgerust

praktisch jede gewilnschte

Temperatur

angegebenen Bereich von 0 bis 80 °C eingestellt werden kann.

im
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Der Gehalt an Phosphatidyloligoglycerinen im erfindungsgemafen Liposom
ist essenziell fir die erforderliche lange Zirkulationszeit im Serum.
Phosphatidyloligoglycerine und ihre Herstellung sind bekannt aus der DE
196 22 224. Bevorzugt wird Dipalmitoylphosphoglyceroglycerin (DPPG2)

verwendet.

Die erfindungsgemaRen thermolabilen Liposomen eignen sich hervorragend
fir die Anwendung auf verschiedenen Gebieten, insbesondere aber im
Rahmen der regionalen Tiefenhyperthermie. Die regionale
Tiefenhyperthermie, die in Kombination mit systemischer Chemotherapie an
spezialisierten klinischen Zentren angewendet wird, bietet sich als ideale
Technik fur den tumorspezifischen liposomalen Transport und die
anschlieRende Freisetzung eines Arzneistoffs aus der liposomalen Hiille an.
So fordert die Hyperthermie zum einen die Extravasation von Liposomen
aus Tumorkapillaren in das Interstitium (Gaber et al. 1996). Zum anderen
kann durch die Erwarmung eine Freisetzung des Arzneistoffs aus speziellen
thermosensitiven Liposomen induziert werden (Magin und Niesman 1984).
Zusiatzlich gibt es zahlreiche Hinweise fir einen gesteigerten zytotoxischen
Effekt von Zytostatika (Hahn et al. 1975) sowie einer Immunmodulation
(Aktivierung von NK-Zellen; Multhoff et al. 1999) durch regionale
Tiefenhyperthermie.

Die Thermolabilitat der erfindungsgemaRen Liposomen wird durch die
Phasenumwandlung der Phospholipide innerhalb der Liposomenmembran
bedingt. Wird die Phasenumwandlungstemperatur durchlaufen, so kommt
es einer kurzzeitigen Membraninstabilitdt und anschlieBende Freisetzung

des liposomalen Inhalts.

Bei der oben erwihnten regionalen Hyperthermie wird der Tumor regional
spezifisch (iberwarmt, sodass die Temperatur Giber der Grenztemperatur zur
Freisetzung des Liposomeninhalts ansteigt. Als Liposomeninhalt kommen

hierbei insbesondere in der Onkologie anwendbare Wirkstoffe wie z.B.
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Zytostatika in Betracht. Jedoch kénnen auch Kontrastmittel, beispielsweise
Gadolinium, Carboxyfluorescein o.dgl. allein oder zusammen mit einem
Wirkstoff zur Freisetzung gebracht werden. Durch Verwendung von
Kontrastmitteln wie Gadolinium wird eine nicht invasive Thermometrie
méglich gemacht, bei der die erreichte Temperatur durch MRC bestimmt
werden kann, die das freigesetzte Gadolinium misst. Bei dieser Anwendung
der erfindungsgemafen Liposomen wird zweckmaéRig ein Hyperthermiegerat

mit einem MRC-Gerat gekoppelt angewendet.

Eine weitere Anwendungsart fur die erfindungsgemaRen Liposomen findet
sich in der Augenheilkunde. Bei Einkapselung einer fluoreszierenden
Markierungssubstanz lasst sich z.B. bei einer Laserbehandlung durch
Freisetzung des fluoreszierenden Wirkstoffes wie z.B. Carboxyfluorescein

nachweisen, wo die angestrebte Uberwarmung tatsachlich aufgetreten ist.

Analog zu der am Auge erlduterten Einsatzmdglichkeit konnen daher
erfindungsgemiRe Liposomen generell dazu verwendet werden, erreichte
Temperaturen nachtraglich bestimmbar zu machen, z.B. wenn bestimmte

Erhitzungstemperaturen o.dgl. festgestellt werden sollen.

Die erfindungsgemaRen Liposomen bestehen im Wesentlichen aus den
oben angegebenen Substanzen, die bevorzugt in reiner Form vorliegen.
Verunreinigungen sollten moglichst gering gehalten werden, insbesondere
sollte ein mdglichst geringer Cholesteringehalt vorliegen. Bevorzugt werden
Liposomen, die véllig frei von Cholesterin sind da Cholesterin zu einer
Verschmierung der Phasenumwandlungstemperatur fihrt und damit zu

einem zu breiten thermischen Ubergangsbereich.

Die Herstellung der erfindungsgeméaRen thermolabilen Liposomen erfolgt in
Ublicher Weise durch Auflosen der Lipide, z.B. in Chloroform oder
Chloroform/Wasser/lsopropanol, AbziehendesLésungsmittels, zweckmaRig

im Vakuum im Rotationsverdampfer, Tempern der Lipide mit wassrigen
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Lésungen der einzukapselnden Inhaltsstoffe bei Temperaturen, die Gber der
Phasenumwandlungstemperatur liegen. Die Dauer dieser
Temperungsbehandlung betragt zweckmafRig 30 bis 60 Minuten, kann
jedoch aber auch kurzer oder langer sein. Durch mehrfach wiederholte
Einfrier-Auftau-Vorgange, beispielsweise 2- bis 5-faches Einfrieren und
wieder Auftauen, erfolgt eine Homogenisierung. SchlieBlich wird die
erhaltene Lipidsuspension durch eine Membran definierter Porengréfe bei
einer Temperatur Uber der Phasenumwandlungstemperatur extrudiert, um
die angestrebte Liposomengréfe zu erreichen. Als Membran eignen sich
beispielsweise Polycarbonatmembranen definierter PorengréRe, wie 100 bis
200 nm. SchlieRlich kann gegebenenfalls nicht eingekapselter Inhaltsstoff

abgetrennt werden, beispielsweise durch Saulenchromatographie o.dgl.

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter.

Beispiel 1

a) In der oben beschriebenen Weise werden Liposomen hergestellt, die
aus 70 % DPPC, 20 % DSPC und 10 % DPPG2 zusammengesetzt sind. Sie
enthalten eingekapseltes Carboxyfluorescein. Freies Carboxyfluorescein

wurde vorher durch Saulenchromatographie mit Sephadex G75 abgetrennt.

b) Chamber Modell:

Zur intravitalmikroskopischen Detektion der CF-Freisetzung aus
thermolabilen Liposomen im Hyperthermiefeld eignet sich das
Chambermodell (A-Mel-3-Melanom des syrischen Hamsters) des syrischen
Hamsters. Hierbei werden einem syrischen Goldhamster eine transparente,
dorsale Hautkammer implantiert. Nach Implantation der Hautkammer erfolgt
die Implantation von Zellen des A-Mel-3-Melanoms des Hamsters auf das
in der Kammer befindliche Subkutangewebe. Innerhalb von wenigen Tagen
wichst innerhalb der Rickenhaut des Hamsters ein Tumor von mehreren
Millimeter GroRe. Die Mikrozirkulation sowie die Fluoreszenzanreicherung

innerhalb des Tumors kann mit einem modifizierten Vitalmikroskop
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beobachtet werden. Die Tiere erhalten zusétzlich ‘einen zentralen

Venenkatheter. Mit Hilfe eines unter der Hautkammer befindlichen

Warmetauschers kann lokal eine Erwarmung des Tumors auf 42 °C erreicht

werden. Die Tumortemperatur kann mit Hilfe einer Temperatursonde direkt

gemessen werden (Endrich 1988).

Neben der Vitalmikroskopie ist auch das Verfahren der MRT-Messung am
Chamber-Modell etabliert (Pahernik et al. 1999). Hierbei kénnen analog zur

Mikroskopie MRT-Bilder aufgenommen werden.

Die erhaltenen Werte in vitro zeigt Tabelle 2.

A) in-vitro

Freisetzung von CF nach 5 Minuten inkubation

100 4
90 -
80 4
70
60 -
50

40 4

Frelsetzung In Prozent

30

RT 37 38 39 40 41 42 43

Temperatur in Grad Celslus

Liposomenzusammensetzung:
DPPG:DSPC:DPPG-G2 =7:2:1
GroBe Stabilitit in Gegenwart von Serum bei 37°C (CF-Freisetzung nach 12 Stunden < 7%)
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Anspriiche

Thermolabiles Liposom mit geregelter Freigabetemperatur fiir den
Liposominhalt,

dadurch gekennzeichnet,

dass es im Wesentlichen aus mindestens einem Phosphatidylcholin
mit einer Hauptumwandlungstemperatur, die im Bereich von O bis 80

°C liegt und 2 bis 15 Gew.-% Phosphatidyloligoglycerin gebildet ist.

Liposom nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass es mindestens ein Phosphatidylcholin, ausgewahlt aus der
Gruppe, bestehend aus 1-Palmitoyl-2-olioylglycero-3-phosphocholin,
1-Stearoyl-2-olioyl-3-phosphocholin, 1-Palmitoyl-2-lauroylglycero-3-
phosphocholin, 1-Behenoyl-2-olioylglycero-3-phosphocholin,  1-
Stearoyl-2-lauroylglycero-3-phosphocholin, 1,3-Dimyristoylglycero-2-
phosphocholin, 1,2-Dimyristoylglycero-3-phosphocholin, 1-Palmitoyl-
2-myristoylglycero-3-phosphocholin, 1-Stearoyl-2-myristoylglycero-
3-phosphocholin, 1-Myristoyl-2-palmitoylglycero-3-phosphocholin,
1,3-Palmitoylglycero-2-phosphocholin,  1,2-Dipalmitoylglycero-3-
phosphocholin, 1-Myristoyl-2-stearoylglycero-3-phosphocholin, 1-
Stearoyl-3-myristoylglycero-2-phosphocholin, A1~Stearoy|—2-
palmitoylglycero-3-phosphocholin, 1-Palmitoyl-2-stearoylglycero-3-
phosphocholin, 1,3-Distearoylglycero-2-phoshocholin, 1,2-
Distearoylglycero-3-phosphocholin, 1,2-Diarachinoylglycero-3-
phosphocholin, 1,2-Dibehenoylglycero-3-phosphocholin und 1,2-
Dilignoceroylglycero-3-phosphocholin, enthalt.

Liposom nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,
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dass es als Phosphatidyloligoglycerin
Dipalmitoylphosphoglyceroglycerin enthalt.

Liposom nach einem der vorhergehenden Ansprtche,

dadurch gekennzeichnet,

dass es im Wesentlichen aus 65 bis 75 % Dipalmitoyllecithin
(DPPC), 15 bis 25 % Distearoyllecithin {DSPC) und 5 bis 10 %
Dipalmitoylphosphoglyceroglycerin (DPPG2) besteht.

Liposom nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,

dass es kein Cholesterin enthélt.

Liposom nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,

dass es einen Wirkstoff oder/und eine Markierungssubstanz enthait.
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