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1 Einleitung

Es gibt eine Fulle von wissenschaftlichen Arbeiten die sich mit
zellpenetrierenden Peptiden, sogenannten ,Cell-Penetrating-Peptides® (CPPs)
beschéftigen [1]. Dabei handelt es sich um kationische oder amphiphile
Peptide, die aus bis zu drei3sig Aminosduren bestehen. Diese haben die
Fahigkeit, konjungierte Proteine oder Oligonukleotide durch zellulare
Membranen zu transportieren. Auffallig ist, dass alle bisher beschriebenen
CPPs hohe Anteile der Aminosaure Arginin oder Lysin aufweisen [1].

Um aussagekraftige Interaktionsstudien mit Oligoppeptiden zu erhalten, sollten
diese mit geeigneten und stabilen Modellmembranen, nach dem Vorbild von
biologischen Membranen, durchgefiihrt werden. Biologische Membranen
besitzen als Grundstruktur eine Lipiddoppelschicht, die fir die meisten polaren
Molekiile impermeabel ist. Etabliert hat sich fiir solche Untersuchungen DPPC?,
das gute Eigenschaften als Modellmembran aufweist.

In einer vorangegangenen Arbeit wurde der Einfluss des Tripeptides Lysin-3,
des Pentapeptides Lysin-5 und des Heptapeptides Lysin-7 auf die
Hautpermeation des Modellstoffes Na-Fluorescein untersucht [1]. Dabei stellte
sich heraus, dass das Heptapeptid Lysin-7 den grol3ten Effekt auf die Na-
Fluoresceinpermeation ausubte. Aufgrund dieser Ergebnisse war es nun
interessant in einer  weiteren Studie zu testen, inwieweit
Membranwechselwirkungen bewiesen werden koénnen. Die Haut ist ein
komplexes Bilayersystem aus Lipiden und Proteinen, wobei fur alle
Diffusionsprozesse die Hornschicht die Hauptbarriere darstellt. In dieser
befinden sich Korneozyten, die mit Keratin gefullt sind und von einer kohérenten
lamellaren Lipidphase umgeben sind. Obwohl die Lipide der Haut Ceramide
sind, hat es sich dennoch bewahrt als vereinfachtes Membranmodell DPPC-
Liposomen zu verwenden, um Wechselwirkungen von Penetrationsforderern
und Membranlipiden zu untersuchen. Als Technik eignet sich dazu ein
thermoanalytisches Verfahren, wie z.B. Differential Scanning Kalorimetrie oder

! 1.2 — Dipalmitoyl-sn-Glycer-3-phosphocholin im weiteren bezeichnet als DPPC
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Mikrokalorimetrie. Es ist bekannt, dass DPPC-Liposomen zwei wesentliche
Phaseniubergangstemperaturen, namlich eine Pra-transition bei etwa 35T -
38T und eine Hauptibergangstemperatur von etwa 40° C — 44 T aufweisen
[2].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher die Derivate Lysin-3, Lysin-5, Lysin-7,
Lysin-9 und zwei Polypeptide in DPPC-Liposomen einzuarbeiten und die
Wechselwirkungen mittels Mikrokalorimetrie zu untersuchen. Die Peptide
sollten dazu in verschiedenen Konzentrationen eingearbeitet werden. Als erster
Punkt sollte von diesen DPPC-Liposomen die physikalische Stabilitdt mittels
Messung der TeilchengroRe, des Polydispersititatsindex und des Zetapotentials
Uber einen Zeitraum von vier Wochen Uberprift werden. Zunachst sollen

biologische Membranen genauer erklart werden.
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2 Allgemeines
2.1 Biologische Membranen
2.1.1 Aufbau und Funktion

Der komplexe Aufbau von Membranen in biologischen Systemen wurde durch
das Fluid Mosaik Modell von Singer und Nicolson ansatzweise aufgeklart.
Danach bestehen biologische Membranen aus einer hydratisierten

Doppelschicht aus amphiphilen Lipidmolekdlen [3].

AuBenseite Phospholipid- Fettsiureacyl- Kohlenhydratteil Chnolestern
kiipfe (polar)

schwiinze (unpolar) eines Glycoproteins

Jﬂq%u a

peripheres Protein integrale Proteine periphefes Protein
Innenseite mit kovalentem Lipidanker

Abbildung 1: Das Fluid-Mosaik-Modell einer biologischen Membran von S.J. Singer und G.C.
Nicholson [4]

Die polaren Gruppen lagern sich nach auf3en an. Die apolaren Bereiche stehen
im Kontakt mit den hydrophoben Schwanzen der Lipidmolekile. In die
Lipidmatrix wie auch an der Oberflache sind Membranproteine eingebaut. Diese
sind nicht fest fixiert und konnen sich lateral an der gekrimmten
Membranoberflache bewegen. Die verschiedenen Wechselwirkungen zwischen
Protein/Protein und Lipid/Protein und deren Starke entscheiden Uber diese
Beweglichkeit. Zur Erh6éhung der Stabilitat ist weiters Cholesterol eingebaut. Es
liegt auf Grund dieser Anordnung ein hochkomplexes System vor [5]. Da die
getesteten Peptide in weiterer Folge an der Haut eingesetzt werden sollen,

stellte sich die Frage welche Besonderheiten die Haut als Membran aufweist.
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2.2 Haut allgemein

Die Haut ist ein schichtenformiges Organ, das die Grenze zur Aul3enwelt
darstellt. Das Problem der Hautpenetration — permeation von Arzneistoffen
besteht darin, dass die oberste Schicht die Hornschicht durchdrungen werden
muss. Diese Hornschicht stellt ein komplexes ,Bilayersystem” dar, das aus
sechs verschiedenen Typen von Ceramiden, die teilweise an Proteine der
Korneozyten angegelagert sind besteht [6, 7]. Obwohl also die Haut aus
Ceramiden aufgebaut ist, hat es sich bewahrt definierte Phospholipid —
Liposomen als stark vereinfachtes Modellmembransystem heranzuziehen [8].

2.3 Liposomen als Modellmembran

Bei Liposomen handelt es sich um mono oder unilamellare Vesikel. Aufgrund
des Lipiddoppelschicht Aufbaus von Liposomen stellen diese ein gutes
Grundmodell fir einfache biologische Membranen dar. Das Verteilungs,-
Assoziations-, Einlagerungs- und Permeationsverhalten von kleinen Molekullen
wie z b.: Arzneistoffen, Polymeren oder Proteinen kann mit Hilfe von Liposomen
gut in vitro untersucht werden [9]. Zur Herstellung von kinstlichen Membranen
werden héaufig natirliche oder synthetische Phospholipide verwendet und als
Modellsysteme eingesetzt. An diesen Systemen kann man grundlegende
Eigenschaften studieren, da hier keine, die Messung storenden
Membranbestandteile vorhanden sind. Diese Systeme haben den Vorteil, dass
sie reproduzierbar herzustellen und gut charakterisierbar sind. Je nach
Herstellung kann auf Vesikelgro3e und Lamellaritat Einfluss genommen werden
[10].

2.3.1 Liposomen allgemein

Die Liposomenhille besteht aus einer oder mehreren wasserunloslichen
guellbaren Phospholipid Doppelschichten, die einen mit wassriger L&sung
gefullten Kern umschlieRen [11]. Die Doppelschichten sind aus einer
Bilayerschicht amphiphiler Lipide aufgebaut. Strukturell werden Phospholipide

unterteilt in:
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* hydrophile Kopfgruppe
Phosphorsauredieester, verknUpft mit einer Hydroxylgruppe des
Glycerols und mit Cholin, Ethanolamin, Serin oder einem weiteren
Glycerolmolekul und einen

* lipophilen Fettsdureschwanz
bestehend aus mindestens zwei der restlichen Hydroxylgruppen der

Glycerol veresterten Fettsauren (12 — 24 C Atome).

Die polaren Kopfgruppen richten sich zu den wassrigen Kompartimenten und
die lipophilen Molekilteile sind einander zugewandt, sie bilden somit den
hydrophoben Innenbereich innerhalb der Doppelschicht. Schalenartig,
vergleichbar mit einer Zwiebelschale, kdnnen mehrere solcher Doppelschichten
angeordnet sein. Am haufigsten werden Phospholipide, Cholesterol und
Glycolipide zur Herstellung von Liposomen verwendet [12]. Die Ladung der
Liposomen folgt u.a. aus der Lipidzusammensetzung der Membranen.

Demzufolge gibt es kationische, neutrale wie auch anionische Liposomen [13].

hydrophiler

lipophiler
Innenraum

Bilayer

Abbildung 2: Ein Liposom im Querschnitt [14]
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In der vorliegenden Arbeit wurden DPPC Liposomen verwendet, laut
Firmeninformation’ bestehen sie aus Phosphatidylcholin®. Das Lipid hat
amphiphilen Charakter, der dreiwertige Alkohol Glycerol und ein
Phosphosaurediester bilden die polare Kopfgruppe. Der lipophile Teil besteht
aus den mit den beiden Hydroxylgruppen veresterten zwei Fettsduren [15].

Hydrophil

o]
/\/\/\/\/\/\/\)LO/ 4,

o |

NV\/\A/\/\)\ oH -
o T CH,

H’JC _O_|F|’_O_\_r|\|+_CH

0 |
Hydrophob CH,

3

Abbildung 3: 1.2 — Dipalmitoyl-sn-Glycero-sn-Glycero-3-phosphocholin [10]

In die Liposomen wurden die verschiedenen Oligopeptide inkorporiert, um in

naherer Folge die Wechselwirkungen von Lipid und Peptid zu untersuchen.

? Lipoid AG Schweiz

® Lipoid PC 16:0/16:0 DPPC
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2.4 Oligopeptide
2.4.1 Oligolysin

In der vorliegenden Arbeit wurden das Tripeptid Lysin-3 (Lys-3), das
Pentapeptid Lysin-5 (Lys-5), das Heptapeptid Lysin-7 (Lys-7) und das
Nonapeptid Lysin-9 (Lys-9) verwendet.

Lys-3

relative Molekulmasse: 402 g/mol
H H H H
i

H N OH

Y N

ol o

H H

e

Abbildung 4: Oligopeptid Lys-3

Lys-5
relative Molekilmasse: 658 g/mol
HRN/H H_HN/H HKN/H
L] L]

HKN M " M " OH

L Ll |

H H 0 H

/N‘\ /N‘M
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Abbildung 5: Oligopeptid Lys-5

Lys-7
relative Molekilmasse: 914 g/mol
Ho Ho e A Ho
l [ |
A A T T T
M [ M M
L ! |l o
H H 0 H H
H/N\H H/NHH H/NRH

Abbildung 6: Oligopeptid Lys-7

Lys-9
relative Molekilmasse: 1171 g/mol
HEN/H HRN/H HRN/H HKN/H HKN/H
| | | I

e . v v . o

M M M M MH

o | ol -l |

H H H H

H/"N“MH H/NHH H/NHH H/NHH

Abbildung 7: Oligopeptid Lys-9
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2.4.1 Kombination von Lysinen und Alanin

Zusatzlich zu den Oligolysinen sollten noch folgende zwei Polypeptide
untersucht werden: KAKAKAK (Al) und KAAKAAK A2. Diese Polypeptide
bestehen aus Lysin und Alanin.

Al: KAKAKAK entspricht Lys-Ala-Lys-Ala-Lys-Ala-Lys

relative Molekilmasse: 744 g/mol

HRN;’H HHNKH HHN}_,H HRN;,H
(I (R T
A I I L T
YT T YT T Y
H 0 CHy H 0 CHy; H 0 CHy H 0
Abbildung 8: Oligopeptid Al
A2: KAAKAAK entspricht Lys-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-Lys
relative Moleklilmasse: 687 g/mol
HRN;’H HRN;,H
I-|| 0 CHs I—|| 0 CHy T 0
A A A T I L
R T )
H 0 CH; H 0 H 0 CHy H 0
T

Abbildung 9: Oligopeptid Al
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2.5 Thermische Phasenibergénge von DPPC-Liposomen u nd

Oligopeptiden

In trockenem Zustand liegen Phospolipide als planare Doppelschichten vor. In
wassrigem Medium kommt es aufgrund der Hydratation zur Quellung. Losen
sich dabei Bruchstiicke der hydratisierten Doppelschichten ab, sind diese aus
Grinden der Enthalpie gezwungen, sich kugelférmig anzulagern. Damit wird
der energetisch unginstige, direkte Kontakt zwischen dem wassrigen Medium
und den hydrophoben Endgruppen an den freiliegenden Kanten dieser
Bruchstiicke vermieden. Natirliche amphipile Molekile mit membranbildenen
Eigenschaften weisen dabei besonders niedrige kritische
Mizell(bildungs)konzentrationen (CMC) von < 10® mol 1% auf. Das hat zur
Folge, dass eine geringe Konzentration frei in Losung auftretender Molektle
vorliegt und daraus resultiert die reduzierte Aggressivitat solcher Systeme im
Vergleich zu anderen grenzflachenaktiven Substanzen. In Abhéangigkeit von der
Temperatur konnen liposomale Membranen in zwei unterschiedlichen
Zustanden vorliegen und diese gehen bei der Phasenubergangstemperatur

ineinander Uber.

Die Gelphase liegt unterhalb dieser Temperatur, hier sind die Lipidmolekile in
einem kristallinen Gitter* fixiert und ihre lipophilen Fettsauren sind kaum
beweglich. Der flussigkristalline Zustand liegt oberhalb dieser Temperatur. Hier
weisen die Lipidmolekile ebenfalls kristallinen Charakter auf, die Alkylketten
sind jedoch deutlich beweglicher. Der Grund liegt in der héheren inneren
Energie dieses Zustands und erlaubt den Lipidmolekilen die laterale Diffusion
innerhalb des Bilayers. Waag- und senkrecht zur Membran kommt es zur
Eigenrotation der einzelnen Molekile. Die Folge ist die gauche-trans-gauche-
Isomeration in den Alkylketten. Die physikalischen Eigenschaften liposomaler
Bilayer sind je nach Gelphase oder flussigkristalliner Phase unterschiedlich,

zum Beispiel in der Fluiditdt und Permeabilitat.
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Die Phaseniibergangstemperatur ist eine charakteristische KenngrofRe eines
Phospholipids. Sie ist von der Art der hydrophilen Kopfgruppen als auch von
der Lange und dem Sattigungsgrad der Fettsdureketten abhangig [9].

Die Verschiebung der Phasenubergangstemperatur zu héheren Temperaturen
deutet auf eine Interaktion der untersuchten Substanzen mit der hydrophilen
Oberflache oder mit dem des hydrophilen Kern des Liposoms hin. Eine
Verschiebung zu tieferen Temperaturen deutet auf eine Interaktion mit dem
lipophilen Teil hin. Der Vorphasenubergang (Pra-Transition) gibt die
Oberflachenstruktur an und es kommt zu einer Drehung der Phospholipid
Kopfgruppe oder Umformung der lamellaren Struktur und Anderung der
Kohlenwasserstoffkettenpackung. Die darauffolgende Phasen-
Ubergangstemperatur (Phase transition temperature) zeigt den
Kettenschmelziibergang an [8]. In der Phasenibergangstemperatur durchleben

Liposome eine deutliche strukturelle Anderung [16].

~— - ~f
E
o
L
o
o
=
@«
-
o
®
]
I
30 35 40 45 50

Temperatur °C

Abbildung 10: Standard Thermogramm eines DPPC Liposom mit endothermen

Phaseniibergangen [24]
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Bei der Pra-transition Temperatur andern sich die Lipide von der geneigten
eindimensionalen in die zweidimensionale Anordnung mit regelmaRigen
Wellenbewegungen. Uber der Phaseniibergangstemperatur werden die Lipide
in Folge der trans-gauche-dreh Isomerisation flissiger. Es resultiert entlang der
Ketten eine laterale Entwicklung und Abnahme der Bilayerdicke und es erfolgt
ein Zurlckkehren in die eindimensionale Anordnung [8].

Wie aus der Abbildung 9 ersichtlich, liegt die Temperatur des
Vorphaseniubergangs (Pra-transition) bei etwa 34,5C und die der
Hauptubergangstemperatur bei etwa 41<C.

Zunachst sollten reproduzierbare Liposomen hergestellt werden. Die dazu

bendtigten Gerate werden im nachsten Kapitel beschrieben.



Methoden und experimenteller Teil 17

3 Methoden und experimenteller Tell

3.1 Gerate

Zur Herstellung und Charakterisierung der Liposomen wurden verschiedene
Gerate verwendet. Da in der vorliegenden Arbeit nicht die Filmmethode zur

Anwendung kam, wurden die Liposomen mittels Hochdruckhomogenisator

hergestellt.

3.1.1 Hochdruckhomogenisator

Abbildung 11: Hochdruckhomogenisator EmulsiFlex — C3*

4 Avestin Inc Kanada



Methoden und experimenteller Teil 18

Der Hochdruckhomogenisator ist eine Stoémungsdispergiermaschine. Die
Summe aus dynamischem und statischem Druck ist dabei immer konstant. Die
Flissigkeiten werden unter sehr hohem Druck durch einen sehr engen
Zwischenraum gepresst, und der dynamische Druck steigt dabei stark an und
der statische fallt in gleichem Male ab. Sobald der statische Druck unter den
Dampfdruck der Flissigkeit fallt, fangt diese zu sieden an und es entstehen
Dampfblasen. Diese Gasblasen kollabieren bei Austritt aus dem Spalt. Es
entstehen durch die Implosion der Gasblasen starke Krafte, die in Form von
StoRBwellen auf das Homogenisationsgut treffen und so zu dessen
Zerkleinerung fuhren [18]. Der verwendete Hochdruckhomogenisator konnte
stufenlos zwischen 30 und 2000 bar eingestellt werden. Wir verwendeten einen
Druck von 1100 bar.

3.1.2 Zetasizer

Zur Bestimmung der TeilchengréRe, des PDI° und des Zetapotentials wurde der
Zetasizer Nano ZS (Malvern UK) verwendet.

Das verwendete Gerat® erlaubt die Bestimmung verschiedenster Parameter
durch dynamische Lichtstreuung oder auch Photokorrelationsspektroskopie. Die
Photokorrelationsspektroskopie ist ein optisches Messverfahren, dass die
GroRe von Molekulen und Partikel im Nanometer- Bereich misst. Das
Messprinzip beruht auf der Brownschen Molekularbewegung der Teilchen.
Wenn die Molekile oder Partikel mit einem Laser beleuchtet werden, schwankt
die Intensitat des Streulichts abhéngig von der TeilchengréfRe. Schneller
bewegen sich kleinere Teilchen, die von Losungsmittelmolekilen weiter
gestof3en werden. Unter Verwendung der Stokes- Einstein- Beziehung liefert
die Auswertung dieser Intensitatsschwankung die Geschwindigkeit der

Brownschen Molekularbewegung und somit die Teilchengrof3e [18].

® Polydispersititatsindex

® Zetasizer Nano ZS Malvern UK
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3.1.2.1 Teilchengroéf3e

Die Grof3e ist ein wichtiger Parameter bei Einsatz von Liposomen als
Modellmembran. Liposomen mit ungleicher Grofl3e weisen eine verschieden
starke Krimmung ihrer Oberflache auf. Der Polydispersitatsindex (PDI)
entspricht der Breite der GroRRenverteilung [9]. Um reproduzierbare und
physikalisch chemisch stabile Liposomen zu erhalten, wéare bei all diesen

Messungen ein PDI von 0,1 bis 0,3 optimal.

3.1.2.1.1 Praktische Vorgehensweise

Arbeitsvorschrift:

In eine Polystyrolkiivette werden 2 ml Probe der Liposomen pipettiert und mit
destilliertem keimfiltrierten Wasser 1:10 verdinnt. Der Messmodus wird so
gewahlt, dass die TeilchengréRe der Probe dreimal hintereinander gemessen
wird. Wahrend der Messung wird die Probentemperatur mit Hilfe eines

Thermostats anndhernd auf 25T konstant gehalten.

3.1.2.2 Zetapotential

Das Zetapotential der Liposomen wurde ebenfalls mit dem Zetasizer Nano ZS
(Malvern, UK) nach dem Prinzip der Laser-Doppler-Anemometrie bestimmt.
Man erhalt Auskunft Uber die Ladungsart und -dichte nahe der
Membranoberflache d.h. an der Scherflache diffundierender Liposomen mit der
Umgebung [9]. Das elektrische Potential an der Abscherschicht sich
bewegender Partikel in einem Dispersionsmittel ist das Zetapotential.

Das Zetapotential wird im angelegten Wechselfeld durch die elektrophoretische
Mobilitdt der Partikel gemessen. In einer Messzelle werden zwei Laserstrahlen
zur Kreuzung gebracht. Bewegte Partikel streuen dieses Licht und verandern
die Frequenz in Abhangigkeit von ihrer Geschwindigkeit (Doppler Effekt).
Daraus errechnet sich das Zetapotenial [15].
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3.1.2.2.1 Praktische Vorgehensweise

Arbeitsvorschrift:

Die Probe wird mit frisch destilliertem keimfiltriertem Wasser verdinnt und
luftblasenfrei in die Messzelle mit Hilfe einer Spritze eingebracht. Danach an

beiden Enden mit den dazugehdrigen Verschliissen verschlossen.

3.2 Vorversuche zur Ermittlung der optimalen Parame ter bei der

Liposomenherstellung

Um Liposomen mit reproduzierbaren physikalischen Eigenschaften, wie z. B.
gleichmafiger Teilchengrof3e herzustellen wurden zunachst einige Vorversuche
durchgefiihrt. Dazu wurden die DPPC - Mengen und die Homogenisationszeit
variiert. Zuerst wurden Liposomen mit jeweils 0,5 Mol%, 2 Mol%, 5 Mol% und
10 Mol% DPPC hergestellt und uber zwei Wochen lang taglich die
TeilchengroRe (TG), der Polydispersity Index (PDI) und das Zetapotential (ZP)
vermessen. Als am stabilsten zeigten sich die 5 Mol%-igen DPPC-Liposomen.
Da die zu testenden Peptide in die fertigen Liposomen eingearbeitet werden
sollten, wurden 5 Mol%-ige DPPC-Liposomen 1:1 mit Wasser verdinnt. Diese
Liposomen dienten in weiterer Folge als Kontrollen und wurden als Placebo-

Liposomen bezeichnet.
3.3 Herstellung der Liposomen

Das DPPC wird in frisch destiliertem Wasser bei 60T zu einer
Endkonzentration von 5 Mol% geldst. Sobald die Lésung auf 40C abgekunhlt ist,
wird sie mit dem Ultraturrax funf Minuten lang auf Stufe 2 gerthrt und
anschlieBend im Hochdruckhomogenisator bei 1100 bar homogenisiert. Je nach
Menge wurden unterschiedliche Zeiten gewahlt. Diese lagen von acht bis
sechzehn Minuten. Bei einer Herstellung von 20 ml DPPC Ldsung betragt die

Homogenisationszeit acht Minuten, bei 40 ml DPPC LOsung sechzehn Minuten.
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3.4 Beladung der DPPC-Liposomen mit Peptiden

In die DPPC-Liposomen wurden verschiedene Polypeptide in unterschiedlichen
Konzentrationen eingearbeitet. Eine genaue Angabe der Mengen st in
Tabelle 1 gegeben. Dartber hinaus wurde noch getestet, ob eine Zugabe der
Peptide vor oder nach der Hochdruckhomogenisation diese physikalischen
Eigenschaften wesentlich veranderte. Es stellte sich heraus, dass kein
signifikanter Einfluss auftrat. Deshalb wurden die zu untersuchenden Peptide in
die fertigen Liposomen eingearbeitet. Zur Beladung mit den Oligopeptiden
wurden jeweils die 5 Mol%-igen DPPC-Liposomen 1:1 mit der entsprechenden
Menge wassriger Peptidlosung oder mit destilliertem Wasser (Kontrollen)

verdunnt. Danach wurden die Liposomen tber Nacht bei 32T geschuittelt.

Tabelle 1: Mengen der eingearbeiteten Polypeptide

Lys-3 5Mol% 10 Mol% 20 Mol% 30 Mol%
Lys-5 5Mol% 10 Mol% 20 Mol% 30 Mol%
Lys-7 5Mol% 10 Mol% 20 Mol% 30 Mol%

Lys-9 10 Mol% 20 Mol%
A1’ 10 Mol% 20 Mol%
A2° 10 Mol% 20 Mol%
" KAKAKAK

8 KAAKAAK
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3.5 Membran Interaktionsstudien

Wie in 2.5 beschrieben kann bei DPPC-Liposomen eine Pra- und eine
Hauptlbergangstemperatur gemessen werden. Daneben ist es auch mdoglich
die Enthalpie zu berechnen.

3.5.1 Mikrokalorimeter

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde ein Mikrokalorimeter der Firma
Setaram (Setaram Ill) verwendet. Als Auswertesoftware stand Setsoft 2000 zur
Verfigung. Chemische Reaktionen sind mit der Aufnahme oder Abgabe von
Warme verbunden. Die Enthalpie einer Reaktion gibt Aufschluss uber die
freiwerdende oder verbrauchte Energie. Daraus ergibt sich die Moglichkeit
Informationen Uber kovalente Bindungen, nicht kovalente Bindungen und
Hydratisierungsprozesse zu erhalten. Das Mikrokalorimeter besitzt eine
Referenzzelle und eine Probenzelle, die thermostatiert und isoliert sind. Das
Geschehen in der Zelle wird tUber den Stromfluss gemessen Es herrschen
isotherme Bedingungen d.h. die Temperatur des Mantels wird konstant
feedback-kontrolliert aufgeheizt. Konstanter Strom (J) flie3t durch die
Referenzzellle und die Stomstéarke wird als Funktion der Zeit (t) registriert. Lauft
in der Probenzelle eine Reaktion ab und es wird dabei Wéarme frei, so wird der
Strom (J) durch den Feedback Mechanismus gedrosselt. Wird aber Warme
aufgenommen, muss der Heizstrom verstarkt werden. Eine Veranderung der
Stromstéarke wird als positiver oder negativer Peak registriert. Das
Mikrokalorimeter misst die Stromstéarke in der Probenzelle und berechnet
daraus die Aufnahme bzw. Abgabe von Warme pro Zeiteinheit (mikroCal/sec)
[19].
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Abbildung 12: Messzellen der Micro DSC [20]

3.5.2 Praktische Vorgehensweise

Arbeitsvorschrift:

Es wird 0,45 ml der DPPC-Liposomen und dieselbe Menge an destilliertem
keimfiltriertem Wasser in die Referenzzelle pipettiert. Der durchschnittliche
DPPC Gehalt betragt 11,25 mg. Die Analyse der Proben erfolgt bei einer
Scanning rate von 1 T/min in einem Temperaturberei ch von 15 bis 65 C. Die
Resultate werden aus den Mittelwerten von drei parallelen Experimenten mit
Setsoft 2000 ermittelt. Die Phasenlbergangstemperatur und die Enthalpie fir
jede Oligopeptidkonzentration kann so errechnet werden.
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4 Ergebnisse

DPPC-Liposomen ohne Zusatze dienen als Kontrollen und werden als Placebo

bezeichnet.
4.1 Voruntersuchungen

Die Teilchengrol3e der hergestellten Placebo-Liposomen wurde ab dem
Herstellungstag regelmalig 60 Tage lang vermessen. Dabei wurde, wie Abb.
13 zeigt, festgestellt, dass sich die Teilchengrol3e wahrend der gesamten
Untersuchungszeit nicht verandert und im Bereich von 100 bis 118 nm liegt.
Das heildt es ist gelungen, reproduzierbare DPPC-Placebo-Liposomen mit

ausreichender physikalischer Stabilitat zu produzieren.

——DPPC 2,5 mol%

140 +

120 -

100 MW%._H_’”

TeilchengréfRe [nm]
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o o o

N
o
1

o

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tage

Abbildung 13: Vergleich der Teilchengréf3e von DPPC-Placebo-Liposomen Uber 60 Tage
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Nachdem die physikalische Stabilitat gesichert war, wurden unmittelbar nach
Herstellung der DPPC-Placebo-Liposomen die zu untersuchenden Peptide in
den Konzentrationen, die in Tab.l angefuhrt sind eingearbeitet und in
bestimmten Zeitabstdnden 4 Wochen lang jeweils die TeilchengroRe, das
Zetapotential und der Polydispersitatsindex ermittelt. Die Ergebnisse sind im

Folgenden zusammengefasst.

4.2 TeilchengréRe

Die TeilchengroR3e veranderte sich nach Einarbeitung der Oligopeptide im
Vergleich zu den Placebo Liposomen nicht signifikant. Der Gré3enbereich liegt
zwischen 85 und 117 nm.

140 -

130 -
'E 120 - T T
% - A 3 +  =#¥=Placebo
< 110 1 1 T 1 —e—5mol%
o 9
S 100 - =10 mol%
S 20 mol%
& 90 =>¢=30 mol%

80

70 T T T T T T T T T T T T T 1

1 3 7 14 21 27
Tage

Abbildung 14: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Lys-3 auf die TeilchengréRRe in

DPPC-Liposomen
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Abbildung 15: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Lys-5 auf die Teilchengrof3e in

DPPC-Liposomen
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Abbildung 16: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Lys-7

DPPC-Liposomen

auf die Teilchengrof3e in



Ergebnisse 27

Im Vergleich zu Placebo Liposomen weisen DPPC-Liposomen, die mit Lys-5
und Lys-7 beladen sind eine kleinere TeilchengroRe auf. Wie Abb. 15 und Abb.
16 zeigen liegt bei allen Lysin-Konzentrationen die Teilchengrof3e in einer sehr
engen Breite. Bei Lys-5 im Bereich von 93 bis 102 nm und bei Lys-7 zwischen
85 und 95 nm. Eine grol3ere Teilchengrol3e als die Placebo-Liposomen zeigen
nur Liposomen mit 20 Mol% Lys-3 mit Werten von 107 bis 117 nm (siehe Abb.
14). Andere Konzentrationen von Lys-3 bewirken eine kleinere Teilchengréf3e
als Placebo-Liposomen. Die PDI Werte von 0,1 - 0,28 beweisen dass ein sehr
enger GroRRenwert vorliegt. Das beweist, dass es gelungen ist physikalisch
stabile Liposomen herzustellen. Es ist somit sichergestellt, dass die von uns
hergestellten Liposomen Uber eine Zeitspanne von mindestens vier Wochen
physikalisch stabil bleiben und sich die Teilchengr6f3e nicht mehr wesentlich

verandert.
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4.3 Zetapotenial

Um weitere Aussagen uber die physikalische Stabilitat treffen zu kénnen wurde

auch das Zetapotential regelmallig vermessen.

50 -

40 +
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S 30 4 —8—10 mol%
o
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Abbildung 17: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Lys-3 auf das Zetapotential in

DPPC-Liposomen
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Abbildung 18: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Lys-5 auf das Zetapotential in

DPPC-Liposomen
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Abbildung 19: Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Lys-7 auf das Zetapotential in

DPPC-Liposomen

Wahrend der gesamten Messzeit von vier Wochen lag das Zetapotential im
positiven Bereich. Wie Abb. 18 und Abb. 19 zeigen sind bei Lys-5-héltigen und
Lys-7-haltigen Liposomen sehr ahnliche Werte zu beobachten. Sie lagen
zwischen +15 und +20. Bei Liposomen, die mit Lys-3 versetzt sind konnten wir
im Vergleich dazu, groRere Unterschiede messen. Die Werte liegen wie aus
Abb. 17 ersichtlich zwischen +8 und +27.
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4 .4 Mikrokalorimetrie

Wie bereits unter 2.5 beschrieben weisen die Placebo-DPPC-Liposomen eine
Pra-Transition-Temperatur von 34,5C und eine Hauptphasenubergangs-
temperatur von 41<C auf. Diese Pra-Transition ist in weiterer Folge bei der
Vermessung der Liposome, in die Peptide inkorporiert sind, nicht mehr sichtbar.
Die Hauptphaseniubergangstemperatur verschiebt sich nach Beimengung aller
untersuchten Oligolysine zu hoheren Temperaturen - mit Ausnahme des
Polypeptids A1 10 Mol%, das diese zu niedrigeren Werten verschiebt. Dies
deutet auf eine Interaktion der Peptide mit der hydrophilen Oberflache oder mit

dem hydrophilen Kern der Liposome hin (siehe Abb. 20).
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Abbildung 20: Einfluss von Al in 10 und 20 Mol% auf die Verschiebung der

Phaseniibergangstemperaturen im Vergleich zu Placebo DPPC-Liposomen
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Bei den Liposomen, die in vier verschiedenen Konzentrationen mit Lys-3
versetzt sind, kann, wie aus Abb. 21 ersichtlich, die Verschiebung zu héheren
Temperaturen im Bereich von 41,85 bis 42,50 C be obachtet werden. Der
Peak wird vor allem bei der 30 Mol%-igen Konzentration breiter und es zeigen

sich kleine zuséatzliche Schultern.

Die mit Lys-5 versetzen Liposomen sind denen mit Lys-3 bis zur 20 Mol%-igen
Konzentration in ihrer Verschiebung sehr &hnlich. Die Werte liegen dabei
zwischen 41,92 und 43,13TC. Unterschiedlich verha It sich die 30 Mol%-ige
Konzentration. Sie verschiebt sich wie in Abb. 22 zu sehen, zu deutlich hoheren
Temperaturen und weist mehrere zusatzliche Kuppeln und eine starke

Verbreiterung des Peaks auf.

Mit Lys-7 getestete Liposomen haben ihre Phasenibergangstemperatur
zwischen 42,41 und 43,26C. Diese steigt, wie bei allen getesteten
Liposomen, mit HOhe der Molprozentigkeit der Oligopeptide. Eine starke
Verbreiterung des Peaks war bei Zusatz von 20 und 30 Mol% zu erkennen. Die
hdchste Lysin-7 Konzentration zeigt zahlreiche zusétzliche Schultern und eine

starke Verbreiterung des Peaks (siehe Abb. 23).



Ergebnisse 32

DPPC- Placebo

Heatflow - endotherm

\ 4 »
Ll
0 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C
5 mol%
()
S
o
b=
c
[} \ ,
|
2z
o
=
@
i}
o o
\ 4 »
Ll
0 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C
10 mol%
()
S
o
b=
c
[}
|
| T
o
=
@
i}
TVY »
Ll
0 10 20 30 40 50 60 70  Temperatur °C
20 mol%
()
S
o
b=
c
[}
|
2z
o
=
b
Ll
0 10 20 30 40 50 60 70  Temperatur °C
30mol%
()
S
o
b=
c
[}
|
g \\F‘
o
=
@
2
\ 4 »
»
0 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C

Abbildung 21: Einfluss von Lys-3 in 5, 10, 20, 30 Mol% auf die Verschiebung der

Phaseniibergangstemperaturen im Vergleich zu Placebo DPPC-Liposomen



Ergebnisse 33
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Abbildung 22: Einfluss von Lys-5 in 5, 10, 20, 30 Mol% auf die Verschiebung der

Phaseniibergangstemperaturen im Vergleich zu Placebo DPPC-Liposomen



Ergebnisse 34

DPPC- Placebo

Heatflow - endotherm

»
»
0 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C
5 mol%
@
E
s}
°
(=
[}
|
g T
o
=
©
T
\ 4 »
>
[o] 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C
10 mol%
@
E=]
s}
o
o
[}
'
2
2
=
©
T
\ 4 »
»
0 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C
20 mol%
@
E=]
s}
o
o
[}
'
3 T
2
=
©
[}
\ 4 »
>
0 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C
30mol%
@
E=]
s}
o
o
[}
'
3 T
2
=
©
[}
\ 4 [
»
0 10 20 30 40 50 60 70 Temperatur °C

Abbildung 23: Einfluss von Lys-7 in 5, 10, 20, 30 Mol% auf die Verschiebung der

Phaseniibergangstemperaturen im Vergleich zu Placebo DPPC-Liposomen
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Bei den Liposomen mit Lys-9 sind deutlich hohere
Hauptphasentbergangstemperaturen  (siehe Abb. 24) zu erkennen.
Interessanterweise ist diese Phasenlubergangstemperatur bei der niedrigeren
Konzentration hoher als bei den 20 Mol%-igen Liposomen. Die Peaks sind sehr

breit und die zusatzlichen Schultern weisen auf starke Wechselwirkungen hin.
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Abbildung 24: Einfluss von Lys-9 in 10 und 20 Mol% auf die Verschiebung der

Phaseniibergangstemperaturen im Vergleich zu Placebo DPPC-Liposomen
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Wie in Abb. 20 zu sehen Ist, verandert sich die
Hauptphasenibergangstemperatur bei den Liposomen in die das Peptid Al in
10 Mol%-iger Konzentration eingearbeitet ist zu niedrigeren Temperaturen
verglichen mit Placebo-Liposomen und bei Einarbeitung von 20 Mol% Al zu
hoheren Temperaturen. In Abb. 25 ist deutlich zu sehen, dass eine Einarbeitung
von 10 oder 20 Mol% die Hauptphasenlibergangstemperatur zu hohen Werten

aber nur geringfligig verschiebt. Interessant sind dabei die Kurvenformen.
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Abbildung 25: Einfluss von A2 in 10 und 20 Mol% auf die Verschiebung der

Phaseniibergangstemperaturen im Vergleich zu Placebo DPPC-Liposomen
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in den untersuchten

Liposomen, in die Peptide inkorporiert ~ waren die Haupt-

transformationstemperatur (Tmax) zu hoheren Temperaturen verschoben wurde,

mit Ausnahme von Al 10 Mol%, in diesem Fall wurde sie, zu niedrigeren

Temperaturen verschoben.

Tabelle 2: Phasenubergangstemperaturen und Enthalpie, n=3

T max Onset Peak T | Enthalpie kJ/mol
Placebo/ Pra 34,37 £0,25 33,57 £0,62 30,31 +0,23
Placebo/Haupt 41,42 £0,05 40,11 £0,10 30,67 £0,43
Lys-3 5 Mol% 41,85 +0,02 40,12 £0,03 33,54 +4,21
10 Mol% 42,19 £0,04 40,14 +0,04 35,67 £2,95
20 Mol% 42,09 +£0,10 40,45 +0,13 33,33 +£0,95
30 Mol% 42,49 +0,20 37,72 +4,87 32,53 £6,25
Lys-5 5 Mol% 41,92 £0,04 40,26 +0,05 39,77 £6,04
10 Mol% 42,42 +0,12 40,22 + 0,03 37,61 +0,73
20 Mol% 43,13 £0,03 41,26 +0,37 25,46 £ 3,29
30 Mol% 49,92 +0,15 43,31 +£0,11 42,07 +£1,45
Lys-7 5 Mol% 42,41 £0,15 40,67 +0,03 31,76 £ 3,00
10 Mol% 42,51 +0,21 40,61 + 0,08 38,10 £ 0,70
20 Mol% 43,28 £0,11 41,94 +0,18 40,22 £1,04
30 Mol% 43,26 +0,02 42,00 £ 0,03 40,32 +1,21
Lys-9 10 Mol% 52,25 +0,57 46,17 £0,77 42,18 £1,15
20 Mol% 51,84 +0,48 44,29 + 1,27 51,05 +8,82
Al 10 Mol% 38,51 +4,57 38,72 £ 0,09 38,66 +4,76
20 Mol% 41,56 £0,49 38,81 +£0,50 41,44 £0,84
A2 10 Mol% 42,36 +0,04 40,74 £0,04 40,46 +0,71
20 Mol% 42,15 £ 0,05 39,93 +0,10 42,57 £2,35
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5 Diskussion

Die gemessene Teilchengro3e der entwickelten Liposomen veranderte sich
durch die Inkorporation der Lysinderivate zu kleineren Werten und blieb
wahrend der gesamten Untersuchungszeit im gleichen Groél3enbereich.

Es konnten reproduzierbare Liposomen hergestellt werden. Als Beweis dient
ein PDI von 0,2. Dabei handelt es sich um eine sehr kleine Breite der
GroRRenverteilung. Zur Betrachtung der physikalischen Stabilitat wurden auch
die beladenen Liposomen herangezogen. Dabei sollte es weder zu einer
Aggregation der Vesikel noch zu einer Freisetzung von verkapseltem Material
kommen. Sind Liposomen an ihrer Oberflache neutral und sehr grol3, ist die
Membrankrimmung nicht sehr ausgepragt. Das kann dazu fuhren, dass bei
Annaherung von Vesikeln die fast planaren Bereiche durch Van-der-Waals-
Wechselwirkungen stark angezogen werden und in weiterer Folge die Teilchen
zusammenflieBen und aggregieren. Dadurch sedimentieren die entstanden
Gebilde leichter [10].

Die bei der mikrokalorimetrischen Vermessung ermittelten
Phasenubergangstemperaturen fir DPPC, namlich der Pra-Transition bei
34.5C und der Hauptphasenubergang bei 41,4 stimm en mit den Werten aus
der Literatur uberein [17]. Die beobachteten Unterschiede zwischen den
entwickelten DPPC-Placebo-Liposomen und den mit Lysinderivaten beladenen
DPPC-Liposomen lassen darauf schlief3en, dass sich diese im hydrophilen Kern
oder an der hydrophilen Oberflache einlagern.

Auffallend unterschiedlich geformte Peaks sind bei Lys-5- und Lys-7-haltigen
Liposomen in jeweils 30 Mol% zu sehen (siehe Abb. 22 und Abb. 23). Die
Peaks sind im Unterschied zu den Liposomen mit niedrigerem Gehalt an Peptid
breiter und haben zuséatzliche Schultern. Diese kénnten daraufhin hinweisen,
dass sich neue Strukturen gebildet haben oder spezielle Wechselwirkungen
auftreten. Bei Liposomen mit Lys-9 st die Verschiebung der
Hauptiibergangstemperatur zu h6heren Temperaturen am hdchsten (siehe Abb.
24). Die Inkorporation der Polypeptide Al und A2 fiihrt zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Wahrend sich die Hauptphasenubergangstemperatur bei Zusatz
von 10 Mol% Al zu niedrigeren Temperaturen im Vergleich zum Placebo
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verschoben hat (siehe Abb. 20), sind die Hauptibergangstemperaturen der
Liposomen mit héherer Konzentration von Al und A2 einander sehr &hnlich. Die
Kurven zeigen aber ein sehr unterschiedliches Aussehen. Diese sind bei Zusatz
von A2 wesentlich breiter und weisen zuséatzliche Schultern auf (siehe Abb. 25).
Dabei ist interessant, dass die raumlichen Strukturen der beiden &hnlichen
Peptide aufgrund der hier enthaltenen Ergebnisse sehr unterschiedlich sein
missen. Neben den beiden Polypeptiden ist auch das Nonapeptid Lys-9 von
Bedeutung und sollte in weiteren Studien untersucht werden. Es ware
interessant, weitere Informationen z.B. aus NMR-Studien Uber die raumliche
Anordnung dieser Peptide zu erlangen.

Bereits ab 5 Mol% Lys-3 zeigen sich 2 Peaks. Der Hauptpeak wird jedoch zu
hoheren Temperaturen verschoben. Das Auftreten eines 2. Peaks deutet auf
die Bildung eines Aggregats so wie auf eine laterale Phasentrennung von
Peptid-Phospholipid unter Bildung von lysinreichen Domé&nen hin. Diese
Bildung lasst sich eventuell durch starkere Wechselwirkungen der Lysinderivate
und Lipidmolekile in den Membranen erklaren. In diesen Zustand sind die
untersuchten Peptide in DPPC unmischbar.

Aufgrund der beschriebenen Resultate ergaben sich zwei Gruppen, namlich die
Gruppe 1 mit Lys-3, Lys-5, Lys-7 und die Gruppe 2 mit Lys-9, Polypeptide Al
und A2. Daher war es von Interesse eine Korrelation von Tpax und der Enthalpie

jeweils zur Menge an inkorporierten Peptidderivat zu erstellen.
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Abbildung 26: Einfluss der inkorporierten Lysinderivate auf die Hauptliibergangstemperatur



Diskussion 40

—o—Lys-3
50 1 —m—Lys-5
—&— Lys-7
40
g
S 30
=
Q
o 20 1
©
=
c ]
O 1 L] 1
0 10 20 30
Mol%

Abbildung 27: Einfluss der inkorporierten Lysinderivate auf die Enthalpie des

Hauptphasenibergangs
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Abbildung 28: Einfluss der inkorporierten Lysinderivate auf die Hauptliibergangstemperatur
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Abbildung 29: Einfluss der inkorporierten Lysinderivate auf die Enthalpie des

Hauptphasenibergangs

Gruppe 1  Lys-3, Lys-5, Lys-7 (Abb. 26, Abb. 27)
Mit Ausnahme der Einarbeitung von 30 Mol% Lys-5 bleibt das Verhaltnis von
Tmax zur Peptidmenge annahernd konstant (siehe Abb. 26). Bei der Korrelation
der Enthalpie gegen die eingearbeitete Menge Lysinderivat kdnnen keine

Abhangigkeiten abgelesen werden.

Gruppe 2 Lys-9, Polypeptid A1 und A2 (Abb. 28, Abb. 29)

In Abb. 29 ist erkennbar, dass je mehr Lys-9 in den Liposomen eingearbeitet ist
desto hoher ist die Enthalpie der Phasenubergangstemperatur. Es ergibt sich in
diesem Fall eine annahernd lineare Korrelation. Hingegen bei Einarbeitung der
beiden Polypeptide A1 und A2 ergibt sich keine lineare Abhangigkeit. Bei einem
Vergleich von Tnax gegen die Menge an eingearbeitetem Peptid zeigt sich im
Falle von A2 ein Gleichbleiben von Tnax, Unabhangig von der eingearbeiteten
Menge. Demgegenuber fuhrt eine Einarbeitung von Lys-9 oder Al zu keiner
Korrelation (siehe Abb. 28).
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollten physikalisch stabile DPPC Liposomen
hergestellt werden, die in weiterer Folge als Modellmembranen fur
Interaktionsstudien mit ausgewahlten Lysinderivaten dienen sollten. Dazu
wurden - nach Entwicklung und Optimierung der Herstellungsmethode - 2,5
Mol%-ige DPPC-Liposomen mittels Hochdruckhomogenisator hergestellt.
Danach wurden die Teilchengréf3e, das Zetapotential und der PDI 3 Wochen
lang vermessen.

Die Teilchengrol3en bewegten sich von 100 bis 118 nm. Das Zetapotential lag
zwischen +9 und +26 und der PDI bei 0,2. Die angestrebten physikalisch
stabilen Liposomen konnten somit hergestellt werden. In die stabilen DPPC-
Liposomen wurden die Lysinderivate in unterschiedlichen Mengen inkorporiert.
Auch von diesen Produkten wurden jeweils die Teilchengrof3e, das
Zetapotential und der PDI bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Teilchengrol3e
nach Einarbeitung der Lysinderivate annahernd stabil blieb und im Bereich von
85 bis 117 nm lag.

Bei den thermoanalytischen Untersuchungen wurden die DPPC-Liposomen als
Placebo-Liposomen verwendet. Folgende Lysinderivate wurden in
unterschiedlichen Konzentration eingearbeitet: Lys-3, Lys-5, Lys-7, Lys-9 und 2
Polypeptide aus Alanin und Lysin. Von allen sind mikrokalorimetrische
Untersuchungen zwischen 15C- 65T durchgefihrt und Thermo-Kurven
aufgezeichnet worden. Von der Hauptiibergangstemperatur wurde auch die
Enthalpie berechnet.

Placebo-DPPC-Liposomen haben einen charakteristischen Vorphasenibergang
bei 34,5C und einen Hauptphasentbergang bei 41C. Die Einarbeitung aller
Oligopeptide mit Ausnahme von Al fihrte zu einer Erhéhung der
Phasenibergangstemperatur. Dabei handelte es sich um endotherme
Phasenubergange. Die hochste  Temperaturdnderung zu  hoheren
Temperaturen wurde mit Lys-9 erzielt. Die Form des Peaks der
Phasenubergangstemperatur bei Lys-9 ist mit zahlreichen Schultern versehen.
Alle eingearbeiteten und untersuchten Lysine haben eine Anderung der

charakteristischen Phasentbergangstemperatur gezeigt. Das deutet auf
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Wechselwirkungen mit den Modellmembranen hin. Da die grol3ten
Unterschiede in den Thermokurven zu den Placebo-DPPC-Liposomen in Lys-9
und Polypeptid A2-haltigen Liposomen beobachtet werden konnten, ware es fur
zukUnftige Studien interessant, zu untersuchen, ob diese beiden Komponenten
einen  positiven  Einfluss auf die Hautpermeation ausgewahlter

Modellarzneistoffe ausiiben kdnnten.
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7 Anhang

7.1 Tabellen

Fur die nachfolgende Tabelle wurden die Messungen aller drei Chargen

herangezogen, daraus ergibt sich n=9.

Tabelle 3: Vergleich der Teilchengrof3e von DPPC Placebo Liposomen

Tage Ch.1 Ch. 2 Ch. 3
0 113,33 £ 1,53 103,33 £ 0,58 99,33+ 4,04
3 111,67 £ 3,79 108,33 + 3,37 100,67 £ 2,52
5 104,67 £ 3,21 105,00 + 4,58 101,00 £ 4,58
6 107,00 = 1,00 106,67 £ 2,89 101,33 £ 3,06

10 107,33 + 5,51 113,33 + 4,62 103,33 + 0,58
13 108,00 + 2,11 107,67 + 3,21 107,67 + 5,86
15 108,00 + 4,36 107,33 + 3,06 97,67 £ 1,53
18 109,33 + 3,21 107,33 + 3,51 118,27 + 2,22
22 103,00 + 2,00 106,13 + 1,07 103,53 + 4,69

26 103,33 + 2,08 110,20 + 8,48 98,52 + 1,97
31 104,50 + 4,20 108,23 + 7,09 97,19 + 2,34
35 107,00 + 6,16 105,73 + 3,96 101,49 + 2,57
42 105,63 + 2,70 107,80 + 2,25 95,06 + 1,33

50 103,57 + 1,16 100,97 + 2,67 100,90 + 1,45
60 102,60 + 1,82 107,00 + 3,54 102,30 + 4,14
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Fur die Teilchengrél3e- und Zetapotentialmessungen mit den unterschiedlichen

Lysinen ergibt sich n=3

Alle Teilchengréf3en sind in Nanometer angegeben, alle Zetapotentiale in mV.

Tabelle 4: Einfluss von Lys-3 auf die Teilchengrél3e in DPPC-Liposomen

Tage 5 mol% 10 mol% 20 mol% 30 mol%
1 95,89 + 3,74 94,25 + 4,46 112,50 + 3,52 94,39 + 1,46
3 105,27 + 1,37 96,65 = 6,90 117,10 £ 3,05 93,79 + 2,10
7 98,30 + 2,10 92,65 + 3,47 114,63 £ 4,82 91,11 + 2,58
14 91,90 + 3,88 91,24 + 3,90 115,10 + 1,84 94,84 + 1,50
21 100,56 + 8,44 93,64 =+ 2,50 108,23 + 5,11 96,70 + 2,99
27 76,97 £ 0,23 92,18 + 2,87 112,57 + 2,86 95,62 + 0,93

Tabelle 5: Einfluss von Lys-5 auf die Teilchengré3e in DPPC-Liposomen

Tage 5 mol% 10 mol% 20 mol% 30 mol%
1 98,94 + 0,38 95,43 + 4,80 97,50 £ 0,10 95,12 + 0,50
3 96,21 + 1,45 96,28 + 3,60 100,06 + 3,90 95,49 + 1,40
7 95,53 + 4,83 97,11 + 1,00 100,78 + 3,40 93,36 + 1,60
14 95,13+ 1,44 96,77 £ 1,40 98,62 + 3,70 96,71 £ 4,00
21 93,10 £ 1,41 95,40 = 8,50 98,62 = 3,70 95,29 + 1,80
27 95,07 + 1,25 94,17 + 1,80 93,85 + 4,80 94,98 + 1,20

Tabelle 6: Einfluss von Lys-7 auf die Teilchengréf3e in DPPC-Liposomen

Tage 5 mol% 10 mol% 20 mol% 30 mol%
1 88,91 + 1,50 88,90 =+ 1,50 91,07 £ 1,40 91,82 £ 0,50
3 96,57 £ 0,90 85,84 =+ 0,50 92,73 £ 2,60 91,85+ 2,30
7 94,80 + 1,00 87,03 + 1,00 92,15 + 2,00 91,12 + 1,80
14 88,91 + 1,50 86,91 + 0,20 92,74 + 1,30 91,07 £ 1,40
21 86,61 + 0,50 86,01 + 0,60 92,01 + 2,20 93,78 £ 2,10
27 86,92 + 1,10 88,49 + 4,10 91,34 + 2,00 91,56 + 1,10
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Tabelle 7: Einfluss von Lys-3 auf das Zetapotential in DPPC-Liposomen
Tage 5 Mol% 10 Mol% 20 Mol% 30 Mol%
1 12,60 £ 0,61 19,50 £ 0,89 15,97 + 0,35 26,23 £ 1,25
3 13,90 £ 0,61 17,70 = 0,10 16,57 + 0,64 25,17 £ 1,10
7 9,10 + 0,09 16,53 + 0,15 18,70 £ 2,29 25,17 £ 1,10
14 13,30 + 0,10 18,70 £ 0,53 18,33 = 3,76 20,53 + 1,66
21 14,13 + 1,20 20,10+ 1,21 20,23 £ 1,76 22,23+ 1,40
27 12,30 + 0,44 17,63 + 0,67 16,43 + 0,64 17,83 + 0,93
Tabelle 8: Einfluss von Lys-5 auf das Zetapotential in DPPC-Liposomen
Tage 5 Mol% 10 Mol% 20 Mol% 30 Mol%
1 15,43+ 1,11 21,83+ 0,91 15,40 + 1,25 14,80 + 0,78
3 14,77 + 2,70 20,67 £ 0,83 16,77 + 0,35 17,27 + 0,67
7 13,80 £ 0,36 15,80 £ 0,70 16,50 £ 0,26 15,90 + 0,95
14 14,50 + 1,05 19,63+ 1,12 16,57 + 0,51 14,80 + 0,78
21 13,27 + 0,67 15,37 + 0,21 16,03 £ 0,72 13,33 £ 0,85
27 14,97 + 0,45 17,67 + 1,16 12,17 + 0,32 13,50 £ 0,89
Tabelle 9: Einfluss von Lys-7 auf das Zetapotential in DPPC-Liposomen
Tage 5 Mol% 10 Mol% 20 Mol% 30 Mol%
1 12,30 + 0,75 18,97 + 0,85 17,43+ 0,71 15,40 + 0,62
3 12,40 + 0,44 16,27 = 1,00 16,37 + 1,07 16,83 + 0,86
7 12,30 + 0,82 16,87 + 0,78 18,77 + 0,31 16,43 £ 0,65
14 12,63 + 2,42 18,57 + 2,50 19,70 + 1,11 19,57 + 1,26
21 10,38 + 0,82 17,53+ 0,12 15,47 + 0,96 17,37 + 0,61
27 11,77 + 0,31 15,33 + 0,90 15,37 + 0,55 15,20 + 0,46
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Tabelle 10: PDI von Placebo DPPC-Liposomen

Tage Ch.1 Ch. 2 Ch. 3
0 0,25 + 0,00 0,22 + 0,01 0,24 + 0,00
3 0,20 = 0,01 0,35 + 0,01 0,26 + 0,02
5 0,23 + 0,00 0,22 + 0,00 0,23 £ 0,02
6 0,24 + 0,00 0,23 = 0,00 0,23+ 0,01
10 0,23 + 0,01 0,34 + 0,02 0,25+ 0,01
13 0,26 = 0,01 0,23 + 0,01 0,20 + 0,01
15 0,28 + 0,02 0,21 + 0,00 0,23+ 0,01
18 0,30 = 0,00 0,22 + 0,01 0,28 + 0,04
22 0,24 + 0,01 0,23 = 0,00 0,19 + 0,02
26 0,23 + 0,00 0,23 + 0,01 0,19 + 0,02
31 0,25 = 0,00 0,24 + 0,01 0,21 + 0,01
35 0,23 + 0,01 0,23 + 0,01 0,32+ 0,01
42 0,26 = 0,01 0,23 = 0,00 0,21 + 0,00
50 0,26 + 0,01 0,24 + 0,02 0,27 £ 0,02
60 0,24 + 0,01 0,21 + 0,01 0,26 + 0,03
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Tabelle 11: PDI von Lys-3 in DPPC-Liposomen

Tage 5 mol% 10 mol% 20 mol% 30 mol%
1 0,21+ 0,01 0,19 + 0,01 0,17 + 0,01 0,13+ 0,01
3 0,19 + 0,01 0,19 + 0,01 0,16 + 0,01 0,15 + 0,02
7 0,19 + 0,01 0,18 + 0,01 0,17 + 0,00 0,15+ 0,01
14 0,20 £ 0,00 0,19 + 0,00 0,14 + 0,00 0,13 + 0,01
21 0,19 £ 0,00 0,19 + 0,01 0,16 + 0,01 0,14 + 0,01
27 0,25+ 0,01 0,19 + 0,01 0,14 + 0,01 0,15 + 0,00

Tabelle 12: PDI von Lys-5 in DPPC-Liposomen

Tage 5 mol% 10 mol% 20 mol% 30 mol%
1 0,19 + 0,01 0,16 + 0,02 0,18 + 0,01 0,13+ 0,01
3 0,21 + 0,02 0,20 = 0,00 0,18 £ 0,01 0,12 + 0,01
7 0,16 + 0,02 0,19 + 0,01 0,19 + 0,01 0,13 + 0,00
14 0,24 £ 0,02 0,18 + 0,01 0,18 + 0,01 0,17 + 0,01
21 0,19 + 0,01 0,18 + 0,01 0,18 + 0,02 0,13 + 0,00
27 0,17 £ 0,00 0,18 + 0,01 0,20 + 0,02 0,12 + 0,01

Tabelle 13: PDI von Lys-7 in DPPC-Liposomen

Tage 5 mol% 10 mol% 20 mol% 30 mol%
1 0,10 £ 0,02 0,10 + 0,02 0,11 + 0,00 0,12 + 0,01
3 0,10 = 0,02 0,09 £ 0,01 0,12 £ 0,01 0,12 + 0,01
7 0,10 £ 0,01 0,09 + 0,01 0,15+ 0,01 0,13 + 0,01
14 0,10 £ 0,02 0,09 + 0,01 0,12 + 0,00 0,11 + 0,00
21 0,10 £ 0,00 0,09 + 0,01 0,15 + 0,02 0,13 + 0,01
27 0,10 £ 0,02 0,11 + 0,02 0,12 + 0,01 0,13 + 0,02
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