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EINLEITUNG UND THEORIE

1 Einleitung und Theorie

Die Entdeckung neuartiger Wirkstoffe gegen pathogene Mikroorganismen spielt in der
heutigen Zeit eine immer tragendere Rolle. So gibt es eine Reihe von
Mikroorganismen, die bereits Resistenzen gegen unterschiedliche Antibiotika
entwickelt haben. Zu diesen gehoéren Staphylococcus aureus mit Resistenzen gegen
Methicillin, Vancomycin oder Vancomycin-dhnliche Stoffe, Enterococcus faecium mit
Resistenz gegen Vancomycin und Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae, welche
gegen das Breitbandantibiotikum Cephalosporin Resistenzen aufweisen, um nur einige
zu nennen (Norrby et al. 2009; Norrby et al. 2005). Die Zahl der gegen Antibiotika
resistenten Bakterienstimme steigt immer weiter an und auch die Bildung
multiresistenter Keime ist keine Seltenheit mehr.

Auch in der Krebstherapie wird noch immer nach neuen Mitteln zur Bekampfung
entarteter Zellen gesucht. Die Forschung an neuartigen Wirkstoffen zur Bekampfung
von Krebszellen und pathogenen Mikroorganismen gewinnt immer groRere Bedeutung
fir das Gesundheitswesen. Eine Reihe antimikrobieller Peptide stellen fiir diese

Anwendungsgebiete aussichtsreiche Kandidaten dar.

1.1 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind in der Natur in nahezu allen Organismen vertreten.
So enthalt , The Antimicrobial Peptide Database” aktuell 2588 Peptide, welche von
Tieren, Pflanzen, Bakterien, Pilzen und sogar von Protisten und Archeen abstammen
(Wang 2015).

Natirliche AMP sind Teil der angeborenen Immunabwehr des jeweiligen Organismus
und sind aus L-Aminosduren zusammengesetzt (Zasloff 2002). Zu den Eigenschaften
der AMPs zahlen unter anderem antibakterielle, antivirale, antifungale,
antikanzerogene und antioxidative Eigenschaften (Wang 2015). AuBerdem sind
bestimmte Peptide in der Lage, Lipopolysaccharide (LPS), auch bekannt als Endotoxine
Gram-negativer  Bakterien, zu binden und damit zu  deaktivieren

(Matsumoto et al. 2010).
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Die von Eukaryoten abstammenden AMPs sind zumeist sehr dhnlich aufgebaut. Die
meisten AMP bestehen aus etwa 11-50 Aminosduren (AS), sind amphiphil und besitzen
eine positive Nettoladung von +2 bis +9 (Wang 2013; Yeaman und Yount 2003). An
ihrer Oberflache befinden sich polare und unpolare Zonen, die ihnen erméglichen, sich
in Zellmembranen zu verankern und mit diesen zu interagieren. In ihrer
Sekundarstruktur liegen AMP vorwiegend a-helikal, wie bei Magaininen, welche aus
Froschhaut stammen, oder in B-Faltblatt-Struktur, wie humane Defensine, vor (Bevins
und Zasloff 1990; Zhang et al. 2010). Wie in Abbildung 1 zu sehen, kommen Peptide

aulRerdem in Mischformen aus beiden Strukturen oder gestreckten Formen vor.

) gestreckt gemischt
a-Helix (Indolicidin) \/\ (Protegrin-1)
(Magainin) )

-

("/ 7\\/\/
a3 T

Abbildung 1: Unterschiedliche Peptidstrukturen anhand beispiel hafter Peptide (verdndert von Ymahn 2009)

B-Faltblatt
(humanes Defensin)

LY

Resistenzbildungen gegen AMP sind durch ihre Wirkweise eher unwahrscheinlich. Die
kationischen AMP lagern sich durch elektrostatische Interaktion an negativ geladene
Zellmembranen an, depolarisieren diese und sorgen durch physikalische Poration,
Induktion von Zellwand-lysierenden Enzymen, Verdanderung der Lipidanordnung der
Membranlipide oder Zerstorung bestimmter wichtiger Zellfunktionsstoffe nach
Eindringen in die Zelle fiir den Zelltod der Zielzelle (Zasloff 2002; Gross et al. 2013).
Diese Mechanismen laufen innerhalb von Minuten ab (Andrd et al. 2007). Abbildung 2
zeigt mogliche unterschiedliche Wirkweisen von AMP an der Zellmembran der

Zielzelle.
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Abbildung 2: Mogliche Mechanismen der AMP nach Uberschreiten der Grenzwertkonzentration
(aus Melo et al. 2009): a) Bildung fassformiger Membranporen (Barrel-stave-Model)l, deren Innenwande aus AMP
(rot) bestehen. b) Teppich-Mechanismus (Carpet-Modell): Die AMP sammeln sich auf der Membran an und
zerstoren sie aufgrund ihrer Zusammensetzung. c) toroidale Pore (Toroidal-pore-Modell): die AMP bilden
zusammen mit Membranlipiden der Zelle ausgekleidete Poren. d) ungeordnete toroidale Pore: Die AMPinduzieren
Porenbildung, ohne die Poren selbstzu umspannen.

Dabei bestimmen Nettoladung und die durch die Sekundarstruktur vorgegebene
sterische Ausrichtung wie gut sich AMP an ihre Zielzelle(n) anlagern. Die
Hydrophobizitdit der AMP bestimmt wiederum, auf welche Weise sie sich an der

Zellmembran ausrichten (Yeaman und Yount 2003).

1.2 NK-Lysin und davon abgeleitete Peptide

NK-Lysin ist ein kleines, 78 Aminosauren umfassendes Protein aus dem Diinndarm des
Schweins, das in der Granula von NK- und T-Zellen des angeborenen Immunsystems
vorkommt und ein Homolog des humanen Granulysins ist (Andersson et al. 1995;
Andra et al. 2007). In wassrigen Losungen bildet es finf amphiphatische a-Helices aus,
die durch drei Disulfidbriicken stabilisiert werden (Liepinsh et al. 1997).

NK-2 wurde in dieser Arbeit mit seiner Leitstruktur als Hauptpeptid verwendet. Es ist
ein a-helikales, amphiphatisches antimikrobielles Peptid, welches das kationische
Kerngebiet (Aminosdure 39 - 65) von NK-Lysin, die Helices 3 und 4, beinhaltet
(Andra et al. 2007). Es besteht aus 27 Aminosduren und besitzt eine positive
Nettoladung von +10 (Jacobs et al. 2003; Olak et al. 2008). Der C-Terminus von NK-2 ist
amidiert (Andrd und Leippe 1999). Die hdmolytische und zytotoxische Aktivitat
gegenliber gesunden Zellen des NK-2 ist gering (Andra et al. 2007). NK-2 wirkt in

mikromolaren Konzentrationen gegen Gram-negative und Gram-positive Bakterien
3
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und neutralisiert bakterielle Endotoxine (Andra et al. 2007; Brandenburg et al. 2010).
AuBerdem ist es aktiv gegen diverse Krebszellen wie Neuroblastom, Leukdmie
(Schroder-Borm et al. 2005), Prostatakrebs (Gross und Andra 2012) und Equine Sarcoid
Zellen (Gross et al. 2013). NK-2 liegt in wassrigen Losungen zunachst unstrukturiert
vor, wahrend es in der Umgebung von Zellmembranen oder Membran-nachahmenden
Modellsystemen wie Liposomen eine a-helicale Struktur ausbildet. Gegeniber
L-a-Phosphatidylcholin (PC), einem Phospholipid, welches sich in eukaryotischen
Zellenmembranen befindet, besitzt NK-2 nur eine sehr geringe Affinitat
(Andra et al. 2007), wohingegen es beispielsweise gegen das einfach negativ geladene
L-a-Phosphatidylserin (PS) aufgrund seiner kationischen Ladung eine hohe Affinitat
besitzt.

Vom NK-2 abgeleitet wurde ein gekiirztes, 11 Aminosaduren langes, biologisch inaktives
Peptid mit nur 6 positiven Nettoladungen, das NK11, verwendet
(Gross und Andra 2012).

Desweiteren wurden NK-2 Varianten verwendet, in denen einzelne Aminosauren
ausgetauscht wurden. So wurde beim Peptid C7A die siebte Aminosdure (AS), das
Cystein, gegen Alanin ausgetauscht. Dieser Austausch sollte eine Verbesserung der
Widerstandsfahigkeit des Peptids gegen Oxidation bewirken. Eine zweite Variante bot
das Peptid C7A-D21K, bei der neben dem Cystein-Alanin-Austausch ein zweiter
Austausch von Asparginsdaure gegen Lysin (AS 21 des Hauptpeptids NK-2)
vorgenommen wurde. Durch diesen Tausch erhielt das Peptid zwei zusatzliche positive
Nettoladungen, was die Aktivitat gegenliber negativ geladenen Zellmembranen
erhéhen sollte.

Melittin, welches Hauptbestandteil des Zell-lysierenden Bienengifts ist, diente als
weitgehend unselektives AMP und gangiges Referenzpeptid (Dempsey 1990).

Alle in Tabelle 1 verwendeten Peptide wurden mittels Fmoc-Festphasensynthese von
Rainer Bartels und Volker Grote am Forschungszentrum Borstel (Leibniz-Zentrum fir
Medizin und Biowissenschaften) hergestellt, iber RP-HPLC gereinigt und mit einem
amidierten C-Terminus synthetisiert. Bei den mit Fettdruck hervorgehobenen
Buchstaben in der AS-Sequenz handelt es sich um die gegeniiber dem Hauptpeptid
NK-2 ausgetauschten AS und den amidierten C-Terminus. Die lyophilisierten Peptide

wurden in einer Konzentration von 1 mM in 0,01 % TFA gel6st.
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Tabelle 1: Ubersicht verwendeter Pe ptide

Peptid Aminosdure-Sequenz in Single-Letter-Code Liange | Ladung
NK-2 KILRGVCKKIMRTFLRRISKDILTGKK-NH, 27 +10
C7A KILRGVAKKIMRTFLRRISKDILTGKK-NH, 27 +10
C7A-D21K KILRGVAKKIMRTFLRRISKKILTGKK-NH, 27 +12
C7A-delta KILRGVAKKIMRTFLRR ILTGKK-NH, 23 +10
NK11 KI SK R ILTGKK-NH, 11 + 6
Melittin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH, 26 + 5

1.3 Liposomen

Liposomen (aus dem Griechischen: lipos = Fett und soma = Korper), oder auch
Lipid-Vesikel wurden das erste Mal 1961 in England durch Alec D. Bangham hergestellt.
In dieser Arbeit wurden sie als Zellmembran imitierende Modellmembranen
verwendet. Sie bestehen aus einem oder verschiedenen Phospholipiden und kénnen
die Eigenschaften natirlicher, biologischer Zellmembranen nachahmen. Um die
Liposomen speziellen biologischen Zellmembranen weiter anzugleichen, konnen
zusatzlich noch Modifizierungen vorgenommen werden (Jones 1995). Dazu zahlt z.B.
das Einfigen von Lipopolysaccharid (LPS), welches ein wesentlicher Bestandteil
Gram-negativer Bakterien ist (Hammer et al. 2010), oder das Hinzufliigen von

Cholesterol (Wessinger 2010).

Abbildung 3: Dreidimensionaler Grundaufbau eines Liposoms im Querschnitt (verandert von Tiwari et al. 2012)

In wassrigen Losungen neigen Liposomen dazu, spharische, geschlossene und zumeist
mehrschichtige, konzentrische  Doppelschichten, sogenannte  multilamellare
Vesikel (MLV), zu bilden (Bangham und Horne 1964; Lasic und Needham 1995). Die
Ausrichtung der einzelnen Phospholipide der Lipiddoppelschicht in wassriger Losung ist
dabei so gestaltet, dass die hydrophilen polaren Kopfgruppen nach auflen in Richtung

der wassrigen Losung und nach innen zum wassrigen Kern des Liposoms orientiert
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sind, wahrend die Fettsduren in das Innere der Doppelmembran zeigen und eine
lipophile Phase bilden.

Die MLV koénnen durch anschlielende Praparationsschritte in grofle einschichtige
Liposomen (englisch: large unilamellar vesicles =LUV) und in kleine einschichtige
Liposomen (englisch: small unilamellar vesicles = SUV) lberfiihrt werden und zu einer
homogenen GroRRe an LUV vereint werden (siehe 2.2.1). Liposomen konnen, je nach
Praparation, GroRen von unter 50 nm bis zu einigen Mikrometern erlangen

(Wessinger 2010).

1.4 Phospholipide

Phospholipide bilden die Grundbausteine der Liposomen. Sie sind neben Proteinen,
Cholesterol und LPS die Hauptbestandteile natiirlicher biologischer Membranen.
Phospholipide sind amphiphile Molekile auf Basis des
1,2-Diacyl-sn-glycerol-3-phosphats, die eine mit dem Phosphatrest veresterte,
hydrophile Kopfgruppe tragen. In dieser Arbeit wurden die Phospholipide PC und PS

mit den Kopfgruppen Cholin und Serin verwendet.

1.4.1 L-a-Phosphatidylcholin (PC)
PC besteht aus einem Glycerol-Riickgrat, welches an den Positionen 2 und 3 mit je
einer Fettsdure verestert ist. Position 1 ist mit Phosphorsaure (Phosphatidylsaure)

verestert, welche wiederum mit Cholin verestert ist.
O 0

Abbildung 4: Vorherrschende Struktur von L-a-Phosphatidylcholin aus Hiihnerei mit einer Reinheit > 99 %
(verandert von Avanti Polar Lipids, Inc. (Hg.): Egg PC L-a-phosphatidylcholine (Egg, Chicken). Online verflighar

unter http://www.avantilipids.com/images/structures/84005 1s.gif, zuletzt gepriift am 18.07.2015.)

PC ist zwitterionisch und bildet den Hauptbestandteil gesunder, tierischer

Zellmembranen (Schréder-Borm et al. 2005).
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1.4.2 L-a-Phosphatidylserine (PS)
PS besteht aus einem Glycerol-Riickgrat, welches an den Positionen 2 und 3 mit je
einer Fettsdure verestert ist. Position 1 ist mit Phosphorsaure (Phosphatidylsdure)

verestert, welche wiederum mit der AS Serin verestert ist.

Abbildung 5: Vorherrschende Struktur von L-a-Phosphatidylserin aus Schweinegehirn als Natriumsalz mit einer
Reinheit > 99 % (verandert von Avanti Polar Lipids, Inc. (Hg.): Brain PS L-a-phos phatidylserine (Brain, Porcine)
(sodium salt). Online verfiigbar unter http://avantilipids.com/images/structures/840032s.gif, zuletzt gepriift am
18.07.2015.)

PS kommt als wichtigstes saures Phospholipid in Gehirnzellen tierischer und
menschlicher Zellen vor. Es spielt eine wichtige Rolle in der biochemischen
interzellularen SignalUbertragung und wird beim Menschen in Zusammenhang mit
seiner kognitiven Leistungsfahigkeit gebracht (Dannert 2005). Bei gesunden Zellen
befindet sich PS an der Innenseite der Lipiddoppelschicht der Zellmembran, wahrend
es bei Krebszellen auch an der AuRenseite eingelagert ist (Schroder-Borm et al. 2005;
Zwaal, R. F. A. und Schroit 1997).

PS besitzt eine negative Nettoladung von -1. Die Aminogruppe liegt bei
physiologischem pH in protonierter und die Carboxylgruppe in deprotonierter Form

vor. Somit ergeben sich brutto zwei negative und eine positive Ladung.

1.5 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS) kommen in der duReren Membran Gram-negativer Bakterien
vor und werden hauptsachlich bei der Zell-Lyse freigesetzt. Sie besitzen als Endotoxine
eine Reihe pathogener Eigenschaften. LPS sind sehr hitzestabil und kénnen sogar die
Sterilisation Uberstehen. Im menschlichen Kdérper kdnnen sie beim Kontakt mit
Schleimhauten und, wenn sie in die Blutbahn gelangen, Fieber, Entziindungen und
sogar einen toxischen Schock auslésen (Matsumoto et al. 2010).

Der Aufbau von LPS aus E. coliistin Abbildung 6 beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 6: Darstellung der Struktur von LPS aus E. Coli. (verandert von Clifton et al. 2013). Dargestellt sind die
drei Teilbereiche: Lipid-A, welches mitseinen Fettsduren und N-Acetyl-Glucosamin (GlIcN)in derduRBeren Membran
Gram-negativer Bakterien verankert ist, die Kem-Oligosaccharid-Region, welche an das Lipid-A gebunden und
artspezifisch ist, jedoch hauptsachlich aus 2-Keto-3-desoxy-octonat (KDO), Galactose (Gal), Heptose (Hep) und
Glucose (Glc) besteht und das O-Polysaccharid, welches aus weiteren spezifischen Hexose-Ketten besteht und als
O-Antigenagiert.

Hierbei lassen sich LPS in drei Bereiche einteilen. Diese umfassen das Lipid-A, welches
mit seinen Fettsdauren und N-Acetyl-Glucosamin als lipophiler Anteil des Molekdls in
der dulleren Membran Gram-negativer Bakterien verankert ist, die
Kern-Oligosaccharid-Region, welche hauptsachlich aus 2-Keto-3-desoxy-octonat,
Galactose , Heptose und Glucose besteht und das O-Polysaccharid, welches aus
weiteren artspezifischen Hexoseketten besteht (Clifton et al. 2013).

Alle drei LPS-Bereiche lassen sich im Wildtyp von Bakterien wiederfinden. LPS wie
beispielsweise die Rauhmutante LPSRa oder die Tiefrauhmutante LPSRe

(siehe Abbildung 6), welche mit gekiirzten Polysaccharidketten vorkommen, werden

von mutierten Bakterienstd mmen exprimiert (Clifton et al. 2013).

1.6 Charakterisierung von Liposomen
Die Liposomen und ihre Wechselwirkungen mit amphiphatischen Peptiden wurden in
dieser Arbeit mittels dynamischer Lichtstreuung und Messung des Zeta-Potentials (z)

bei unterschiedlichen Liposom- zu Peptid-Konzentrationen untersucht.

1.6.1 Dynamische Lichtstreuung (Messung des Liposomendurchmessers)

Der Durchmesser der Liposomen wird mittels Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments GmbH, Herrenberg, Deutschland) indirekt (iber dynamische
Lichtstreuung (DLS) gemessen. Dabei wird die Brownsche Molekularbewegung der
Teilchen (Liposomen) im Medium (Puffer) vom Gerat durch Bestrahlung der Losung mit
einem Laser und das daraus resultierende Streulicht erfasst. Kleinere Partikel besitzen

8
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gegenlber groReren Partikeln eine hohere Beweglichkeit, was zu einer hoheren
Fluktuation des Streulichts fuhrt. Der Detektor erfasst ein Inteferenzmuster aus hellen
und dunklen Punkten des Streulichts, welches sich durch Fluktuation der Partikel
verandert.

Das Verhdltnis zwischen PartikelgroBe und Brownscher Molekularbewegung wird
durch die Stokes-Einstein-Beziehung beschrieben. Dabei spielt die Viskositat des

Mediums, welche eine Funktion der Temperatur ist, eine wichtige Rolle.

D= kB—'T (GL1)

6-m-n-T
D = Diffusionskoeffizient in FlUssigkeiten [m?-s™)
ks = Boltzmann-Konstante [J-K]
T = absolute Temperatur [K]
T = Pi
n = dynamische Viskositat des Lésungsmittels [N-s-m™]
r = Partikelradius [m]

Der Zetasizer misst die Fluktuationen des Streulichts Uber bestimmte kurze
Zeitintervalle. Je kleiner die Partikel und damit je hoher die Fluktuation des Streulichts,
desto schneller nimmt die Korrelation der liber die Zeit gemessenen Signale ab. Eine
perfekte  Korrelation besitzt den Wert1, keine Korrelation den WertO

(Uni Paderborn Department Chemie).

) Perfect Correlation
c
§e)
©
L
5}
S Large particles
0 Small particles —_— ~
t=0 . t=00
Time
Abbildung 7: Korrelation kleiner und groRer Partikel (aus Zetasizer Nano Series User Manual

(Malvern Instruments))



Durch entsprechende Algorithmen

GroRenverteilung der Partikel gemessen
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kann damit sowohl GroBe als auch

werden (siehe Abbildung 8).

Vi

Pos: 550men / dets 10

Abbildung 8: Gemessene GroRenverteilung von PC80PS20-Liposomen: ~50 uM Liposomen in Pufferddsung:
1,33 mM HEPES + 10 mM Nad pH 7,4. Abgebildet ist die GrofRe in Abhdngigkeit von der Intensitit in %.
Run duration =10 Sekunden, Run 7 von 13 derersten Durchmesser-Messung.

1.6.2 Zeta-Potential der Liposomen

Alle Partikel in einer Dispersion weisen ein Zeta-Potential, eine Oberflachenladung,

auf. Durch die Messung des Zeta-Potentials eines Partikels lassen sich Vorhersagen

Uber Stabilitdt und Interaktionen von Partikeln (Liposomen) mit Reaktionspartnern

(Peptiden) treffen. Ist das Zetapotential
der Partikel besonders positiv oder
negativ, stoRRen sie sich voneinander ab,
was die Dispersion stabilisiert. Nahert
sich das Zetapotential hingegen dem
Nullpunkt, neigen die Partikel durch
Van-der-Waals-Krafte zu Aggregationen.
Die Messung der Anderung des
Zeta-Potentials durch Anlagerung von
Peptiden in

an Liposomen

verschiedenen Liposom-Pe ptid-
Verhadltnissen dient der Untersuchung
dieser Wechselwirkungen und damit
der Charakterisierung von Liposomen

(Escubed Ltd).

! Elektrochemische
| Doppelschicht

Q
Qi

-

Diffuse Grenzschicht

Partikel mit negativer
Oberflichenladung

Qi O

Sternschicht
-100

Diffuse Schicht

~l

Oberflachenpotential
Stern-Potential

mV

1
i
1 Zeta-Potential
1
1
1
1
1

|

0 4 7 T ¥
Abstand von der Partikeloberfliche

Abbildung 9: Schematische Darstellung der
elektrochemischen Doppelschicht an der Oberfliche in
Losung befindlicher Partikel (verandert von
Zetasizer Nano Series User Manual (Malvern Instruments))

Das Zeta-Potential wird Uber das elektrische Potential an der Grenzflache einer festen

Phase zu einer umgebenden flissigen Phase (meist Wasser) gemessen. Es ist von der

Zusammensetzung und Viskositdat des umgebenden Mediums abhadngig.

10
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Flissige und feste Phase nehmen entgegengesetzte Ladungen auf. Die Bindungsstarke
der lonen zur Oberflache des Partikels hangt vom Abstand von lon zu Partikel ab. Dabei
wird sie starker, je naher sich das lon am Partikel befindet. Wie in Abbildung 9 zu
sehen ist, bildet sich durch Anlagerung von Kationen eine Sternschicht um den Partikel,
an der das Stern-Potential gemessen werden kann. Weitere, lockerer gebundene lonen
bilden eine diffuse Grenzschicht um diese Sternschicht. Beide Schichten zusammen
werden auch als elektrochemische Doppelschicht oder als Helmholtz-Doppelschicht
bezeichnet.

Bewegt sich der Partikel in der Dispersion durch Schwerkraft oder eine angelegte
Spannung, entsteht durch Abscheren der locker gebundenen lonen ein verandertes
Ladungsverhiltnis, ein Potential, das sog. Zeta-Potential.

Gemessen wird das Zeta-Potential am Zetasizer mittels elektrophoretischer
Lichtstreuung (ELS). Dabei werden die Partikel durch eine angelegte Spannung in
Bewegung versetzt. Die Fluktuation des Streulichts wird vom Detektor in Abhangigkeit
von der Geschwindigkeit der Partikel erfasst (elektrophoretische Beweglichkeit).

Zur Berechnung des Zeta-Potentials aus der detektierten elektrophoretischen

Beweglichkeit wird die Henry-Gleichung herangezogen.

E~ 2L .3Z,.:(Ka) (GL.2)
Ue = elektrophoretische Beweglichkeit [A-N-m]
£ = Dielektrizititskonstante [A-s-V1m?]
z = Zeta-Potential [V]
f(Ka) = Henry Funktion
n = dynamische Viskositat des Lésungsmittels [N-s-m?]

Bei grolRen Teilchen in wassriger Umgebung mit diinner Doppelschicht wird fiir die
Henry-Funktion f(Ka) der Wert 1,5 eingesetzt. Damit geht die Henry-Gleichung in die

Smoluchowski-Gleichung (iber, mit welcher die Software des Zetasizers arbeitet.

z-&
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1.7 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollten Liposomen definierter Zusammensetzung als Modellsysteme
fir unterschiedliche Zelltypen prapariert und charakterisiert werden. Liposomen aus
PC dienten hierbei als Modellmembran gesunder Zellen. PC- und PS-haltige Liposomen
in verschiedenen Verhdltnissen zueinander sollten die Oberflache unterschiedlicher
Krebszellen nachbilden. LPS-haltige Liposomen sollten als Modell fir die dullere
Membran Gram-negativer Zellen verwendet werden.

Ausgewdhlte amphiphatische Peptide, welche bereits Wirksamkeit in biologischen
Tests gezeigt hatten, sollten anschlieRend hinsichtlich ihrer Wechselwirkungen mit den
praparierten Liposomen untersucht werden. Hierzu dienten Messungen des
Durchmessers und des Zeta-Potentials der Liposomen in verschiedenen
Liposom-Peptid-Verhaltnissen.

AbschlieRend sollte, vorbereitend fir weitere Arbeiten, ein einfacher, kol orimetrischer

Test zur Bestimmung des Phospholipidgehalts der Liposomen etabliert werden.

12
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Labormaterialien

Als Verbrauchsmaterialien dienten 100 pl, 2 ml und 5ml Reaktionsgefdlle sowie
Pipettenspitzen fiir 1-10 pl, 10-100 pl und 100-1000 pl Kolbenhubpipetten der Marke
Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg), verschlieBbare 2 ml Glasvials aus Borosilikat der
Firma Roth (Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe), 1 ml ,Injekt-F“ Spritzen von Braun
(B. Braun Melsungen AG, Melsungen), FCC DTS 1070-Kivetten (gefaltete
Einweg-Kapillar-Zellen) von Malvern (Malvern Instruments Ltd.,, Malvern,
Worcestershire, England), Spritzenfilter mit PorengréRe 0,22 uM und Durchmesser von
25 mm von Roth (Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe), 15 ml und 50 ml Falcons aus
Polypropylen, verschlieRbare 10 ml Proberdhrchen aus Glas und Nitrilhandschuhe.

AuBerdem wurde eine Kolbenhubpipette (0,5-10 ul) der Marke Eppendorf, eine
Kolbenhubpipette (10-100 pl) von Brand (Brand GmbH + Co KG, Wertheim), eine
Kolbenhubpipette (100-1000 ul)  von Gilson (Gilson, Inc., Middelton, USA),
wiederverwendbare Quarzglaskiivetten SUPRASIL® mit einer Schichtdicke von 10 mm
der Marke Hellma® (Hellma® Analytics Millheim), ein Exsikkator der Glaswerke

Wertheim, Kiihlboxen, sowie Stander fiir Test Tubes und Falcons verwendet.

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Chemikalien

Molare
Chemikalie Qualitat Masse | Hersteller | Artikelnummer Charge
in g/mol
CH;OH Pro analysis 32,04 | Merck, 1.060.09.1000 -
Darmstadt
CHCl; pro analysis 119,38 | Merck, 1.024.452.2500 K1287545
Darmstadt
Fed; * 6H,0 | pro analysis, ACS, 270,32 | Merck, 1.039.430.250 | B130143734
Reag. Ph Eur Darmstadt
HEPES, >99,5% 238,31 | Roth, 6763.2 | 133196836
PUFFERAN® Karlsruhe
NacCl >99,5% for 58,44 | Roth, 9265.1 | 473205342
analysis, ACS, ISO Karlsruhe
NH;SCN pro analysis, 76,12 | Merck, 1.012.130.500 | A972213836
ACS, ISO, Reag. Darmstadt
Ph Eur
TFA - 114,02 - - -

13
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2.1.3 Gerite
Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Gerite
Gerat Modell Hersteller

Photometer | Ultrospec 2100 pro GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Zetasizer Nano ZS Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire,
England

Zentrifuge | miniSpin plus Eppendorf AG, Hamburg

Vortex Reagenzglasschiittler | VWR International GmbH, Darmstadt

Schittler Rocking Platform VWR International GmbH, Darmstadt

Sonotrode | Branson Sonifier 250 | Branson Ultrasonics, Danbury, USA
Wasserbad | - -

pH-Meter 766 Calimatic Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG,
Berlin

2.14 Phospholipide

Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Phospholipide

Mittlere
Phospholipid Herkunft | Molmasse | . ieller | Artikel | Charge-
(MW) in nummer | nummer
g/mol
from chicken Avanti Polar
L-a-Phosphatidylcholin | egg, powder 770,12 Lipids Inc., 840051P | EPC-605
USA/Kanada
from porcine Avanti Polar
L-a-Phosphatidylserin | brainin 812,05 Lipids Inc., 840032P | BPS811
sodium salt, USA/Kanada
powder
2.1.5 Lipopolysaccharide
Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Lipopolysaccharide
Mittlere
Lipopolysaccharid Herkunft Molmasse Hersteller
(MW) in g/mol
Forschungszentrum
LPS Ra (Raum- aus Salmon.ella entericia Bo'rst('al, )
mutante) (Serovar Minnesota) 4000 Lelbr?|jcz-2entrum fur
Stamm R60 Medizin und
Biowissenschaften
Forschungszentrum
aus E. coliK-12 WBB 01 Borstel,
:':letzitge”aum- HL 162 (Stamm ohne 2500 Leibnitz-Zentrum fir
Heptosyltransferase ) Medizin und
Biowissenschaften
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2.2 Methoden

2.2.1 Liposomenpraparation Phosphatidylserin-haltiger Liposomen

Vor der Praparation von Liposomen wurden alle verwendeten Glasvials mit einem
Gemisch aus Chloroform und Methanol im Verhéltnis 2:1 gesplilt und getrocknet, um
mogliche Verunreinigungen zu entfernen.

Die verwendeten Phospholipide wurden in einem ersten Schritt in
Chloroform : Methanol im Volumenverhaltnis 2 : 1 gel6st und auf eine Konzentration
von 1 mM eingestellt. AnschlieBend wurden sie in den fiir die jeweiligen Liposomen
gewlinschten Volumenverhaltnissen (siehe Tabelle 6) zusammen gegeben und durch

kurzes Vortexen homogen im Lésungsmittelgemisch verteilt.

Tabelle 6: Ubersicht priparierter PS-haltiger Liposomen

Liposom PC PS
PC 100 100 % -
PC: PS (80:20) 80 % 20%
PC: PS (50:50) 50 % 50 %
PS 100 - 100 %

Das Loésungsmittelgemisch wurde danach durch Stickstoffbegasung abgedampft,
sodass ein diinner, gleichmaRig verteilter Lipidfilm am verwendeten Vial verblieb. Um
das Losungsmittel vollstandig vom Lipidfilm zu entfernen, wurde dieser im offenen Vial
Uber Nacht unter Vakuum im Exsikkator getrocknet.

Am Folgetag wurde der wassrige Puffer fur die Praparation von Liposomen aus
20 mM HEPES und 150 mM NaCl mit einem pH-Wert von 7,4 auf den Lipidfilm in das
Vial gegeben. Das verschlossene Vial wurde eine Minute gevortext, wobei sich der
hydratisierte Lipidfilm |6ste und ein tribes Gemisch multilamellarer Vesikel (MLV)
entstand, welche sich aus den Phospholipiden in Form  von
Phospholipiddoppelschichten bildeten.

In einem weiteren Schritt wurden die MLV durch Energieeintrag mittels Ultraschall in
unilamellare Liposomen (SUV) umgeformt. Hierfir wurde die Sonotrode in die
Lipidlésung eingetaucht, wobei darauf geachtet werden musste, dass die Sonotrode
weder den Rand, noch den Boden des Vials beriihrte. Die Suspension wurde mittels
Branson Sonifire 250 (200 W Output) bei 15 % Output tber einen Zeitraum von zwei

Minuten mit konstantem Ultraschalleintrag (Duty Cicle: constant) behandelt, bis eine
15
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klare Dispersion zu erkennen und eine gleichmaRige Frequenz der Sonotrode zu héren
war. Der Durchmesser der entstandenen unilamellaren Liposomen hing von der
Lipidzusammensetzung, der Lipidkonzentration, dem Volumen der Lipiddispersion
sowie der Starke und Dauer des Energieeintrags der Sonotrode ab.

Um moglichst homogene und stabile Liposomen (LUV) zu erhalten, wurde der
Behandlung mit Ultraschall ein Temperaturzyklus angehdngt. Dabei wurde die
Liposomendispersion dreimal aufeinander folgend fiir jeweils 30 min im Wasserbad
auf 62 °C erwarmt und fiir 30 min auf Eis gekihlt. Wahrend der Warmebehandlung
mittels Thermozyklus brachen die Phospholipiddoppelschichten der unilamellaren
Liposomen auf und fligten sich erneut zusammen. SUV neigten dabei aufgrund ihrer
hohen Oberflaichenspannung dazu, sich mit anderen Liposomen zu vereinen, bis sich
ein  Gleichgewicht von stabileren LUV einstellte (Castile und Taylor 1999;
Akbarzadeh et al. 2013).

Zuletzt wurden die Liposomen vor dem weiteren Gebrauch fiir eine Woche im
Kihlschrank bei 4°C gelagert. Diese Ruhezeit sorgte ebenfalls fiir eine

Vereinheitlichung und Stabilisierung der Liposomen.

2.2.2 Liposomenpraparation Lipopolysaccharid-haltiger Liposomen

Lipopolysaccharide sind aufgrund ihres hohen Anteils an polaren Zuckerketten im
Vergleich mit Phospholipiden schlechter in Chloroform lésbar. Aus diesem Grunde
wurde zunachst untersucht, wie sich die LPS am besten l|6sen lieRen. Nach
eingehender Untersuchung wurde entschieden, dem organischen Losungsmittel-
gemisch aus Chloroform und Methanol, wie es fir die Herstellung von
Phosphatidylserin-haltigen  Liposomen  verwendet wurde, deionisiertes Wasser
hinzuzufiigen. Das Verhdltnis von Chloroform zu Methanol zu deionisiertem H,O
betrug hierbei 12:6:1 (v:v:v). Die LPS wurden durch Vortexen und funfminitiges
Erhitzen auf 50 °C 1 mM in diesem Gemisch geldst. Auch das PC wurde zu 1 mM im
gleichen Losungsmittelgemisch geldst. Anschlieend wurden die LPS- und die PC-
haltigen Losungen zu den in Tabelle 7 angegebenen Verhaltnissen zusammen gegeben
und durch Vortexen homogenisiert. Die Liposomen wurden jeweils einmal mit LPS aus

Salmonella (LPS Ra) und einmal mit LPS aus E. coli (LPS Re) hergestellt.
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Tabelle 7 Ubersicht praparierter LPS-haltiger Liposomen: Als LPS wurde fiir die Zusammensetzungen (90 : 10) und
(80 :20) jeweils einmal LPS Ra und einmal LPS Re verwendet. Die Zusammensetzung PC:LPD (70 :30) erfolgte
ausschlieflich mit LPS Re

Liposom PC LPS
PC:LPSRa/ PC: LPSRe (90: 10) 90 % 10%
PC:LPSRa/ PC: LPSRe (80: 20) 80 % 20%
PC:LPSRe (70:30) 70 % 30%

Die folgenden Praparationsschritte erfolgten wie in 2.2.1 beschrieben.

2.2.3 Zetasizer-Messungen

Am Zetasizer wurden die Messungen von Durchmesser und Zeta-Potential der in der
Dispersion befindlichen Liposomen vorgenommen. Da eine zu hohe Salzkonzentration
die Messungen beeinflusst, wurden die hergestellten Liposomen 1 :20, und der
Liposomenpuffer 1:15 verdinnt. Hierzu wurden 933 pul Reinstwasser, 16,7 ul
Liposomenpuffer und 50 ul Liposomendispersion zusammen gegeben. Somit lagen die
Liposomen final in einer Konzentration von 50 uM in 1,33 mM HEPES + 10 mM NacCl
bei einem pH-Wert von 7,4 vor.

Mittels einer ,Injekt-F“ 1 ml Spritze wurde die verdiinnte Liposomendispersion in eine
FCC DTS 1070-Kivette Gberfiihrt. Die gefillte Kivette wurde im Zetasizer platziert.

Die Messungen fir Durchmesser und Zeta-Potential erfolgten nach je einer
»Standard Operating Procedure” (SOP). Diese sind Tabelle 8 und Tabelle9 zu

entnehmen.

Tabelle 8: Verwendete SOP fiir den Durchmesser

SOP GrofR3e

Polystyrol -Latex; Rl 1,590 = Brechungsindex des Materials;
die Verteilung der Intensitdt muss basierend auf dem Volumen oder

Material der Anzahl gedndert werden.

Im Falle des Rayleigh-Streuersist Rl nicht kritisch

1,33 mM HEPES + 10 mM NaCl pH 7,4; Temperatur: 25 °C;
Dispersion Viskositat: 0,8417 cP; RI: 1,331;

die Dispersionsviskositat wird als Probenviskositat verwendet
Temperatur 25 °C; Aquilibrierungszeit bei erster Messung 180's, danach 30 s

Winkel: 173° Backscatter; NIBS Standard; Dauer: 10 s; Laufe: 13; Zahl
Messung

der Messungen: 3
Weitere Messdauer | Erweiterte Messdauer fiir groRRe Partikel -> nein

Positionsmethode: Nach optimaler Position suchen;
Automatische Dampfungsauswahl -> ja

Datenverarbeitung | Analysemodel: genereller Zweck (normale Auflésung)

Messeinstellungen

17



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 9: Verwendete SOP fiir das Zeta-Potential
SOP Zeta-Potential

Polystyrol -Latex; Rl 1,590 = Brechungsindex des Materials;

die Verteilung der Intensitat muss basierend auf dem Volumen oder
der Anzahl gedndert werden.

Im Falle des Rayleigh-Streuers ist Rl nicht kritisch

1,33 mM HEPES + 10 mM NaCl pH 7,4; Temperatur: 25 °C;
Dispersion Viskositat: 0,8417 cP; RI: 1,331;

Dielektrische Konstante: 78,5

Model: Smoluchowski; f (Ka)-Wert: 1,5;

die Dispersionsviskositat wird als Probenviskositat verwendet

Material

Generelle Optionen

Temperatur 25°C; Aquilibrierungszeit: 20's
Zelle Einfach gefaltete Kapillarzelle DTS 1070
Messung Manuell: Laufe: 20; Zahl der Messungen: 6

Positionsmethode: Nach optimaler Position suchen;
Messeinstellungen Automatische Dampfungsauswahl -> ja;
Spannung ->15V

Datenverarbeitung | Analysemodel: automatischer Modus

Die zu messenden Peptide wurden in steigenden Konzentrationen von 0,1 uM, 0,3 uM,
1uM, 3 uM, 10 uM und 30 uM zu der Liposomendispersion gegeben. Nach jeder
Peptidzugabe wurden erneut eine Messung des Durchmessers und eine Messung des

Zeta-Potentials vorgenommen.

2.2.4 Phospholipidbestimmung mittels optimiertem Stewart Assay

Auf Grundlage des Stewart Assays (Stewart 1980) wurde eine einfache kolorimetrische
Methode etabliert, die den Phosphatgehalt von Liposomen in Lésung bestimmt. Der
Assay basiert auf der Grundlage, dass Phospholipide mit
Ammonium-Eisenthiocyanat-L6sung einen farbigen Komplex eingehen. Im Gegensatz
zur Ammonium-Eisenthiocyanat-Losung ist dieser Komplex in Chloroform léslich. Ein
weiterer Vorteil dieses Assays besteht darin, dass anorganisches Phosphat keinen
storenden Einfluss auf die Messungen hat und somit auch phosphathaltiger Puffer
verwendet werden konnte. Der farbige Phospholipidkomplex kann in der
Chloroformphase photometrisch in einem weiten Bereich zwischen etwa 380 nm und
520 nm erfasst werden (siehe 3.4). Dabei wurden die Extinktionen in einer Schrittweite
von 1 nm ermittelt.

Zu Beginn wurde die beschriebene Methode nach Stewart (Stewart 1980) mit PC im
Labor etabliert. Dabei wurden zunachst alle verwendeten Glasgerdate mit Chloroform
gespllt, um Storreaktionen durch Verunreinigungen auszuschlielen. Eine wassrige

Ammonium-Eisenthiocyanat-Lésung (AEL) aus 0,4 M NH4SCN und 0,1 M FeCls - 6H20
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wurde hergestellt. Die Standards der Standardreihe wurden in verschlieBbaren
10 ml Proberdhrchen aus Glas angesetzt. Fir die Standardreihe wurde mit Chloroform
eine 90 pg/ml Stocklosung aus PC angesetzt. Daraus wurden Standards zu je 3 ml der
Konzentrationen 3 pg/ml, 6 pg/ml, 12 pug/ml, 18 ug/ml, 24 pg/ml, 30 pug/ml, 36 pg/ml,
42 pg/ml, 48 pug/ml und 60 ug/ml hergestellt.

Zu jedem Standard wurden 3 ml der wassrigen AEL gegeben. AnschlieBend wurden die
beiden Phasen (Chloroformphase und wassrige Phase) fir 3 min auf dem Schiittler
vermischt.

100 ul der 1 mM Liposomenlésungen wurden zu je 3 ml der wassrigen Phase gegeben,
anschliefend mit 3 ml Chloroform versetzt und ebenfalls fir 3 min geschiittelt. Bei
dieser Verdiinnung der Probe wurde eine Konzentration der Liposomen von
24,8 ug/ml in der Chloroformphase erwartet, was in etwa der mittleren Konzentration
der Standardreihe entspricht.

Die Extinktionen der Chloroformphasen ausgewahlter Standards wurden zwischen
200 nm und 800 nm ermittelt, um Anax zu bestimmen. Die Chloroformphase der
Ubrigen Standards und der PC-haltigen Liposomen wurden anschliefend bei Amax
gemessen.

Im weiteren Verlauf des Tests wurden die 10 ml Glas-Proberéhrchen der
Kalibrierstandards und der Liposomen durch 5 ml ReaktionsgefdaRe von Eppendorf aus
Polypropylen ersetzt. Dieses Vorgehen spart einen Spulschritt mit Chloroform und das
Abwaschen der Proberéhrchen und Deckel.

AuBerdem wurde das eingesetzte Volumen der Standardreihe und der Probe mit 2 ml
auf 2/3 des urspringlichen Volumens reduziert. Dieses Vorgehen vermindert den
anfallenden Abfall an halogenhaltigem Losungsmittel und Schwermetall. Auch wird
durch diese Anderung weniger Liposomendispersion verbraucht. Eine weitere
Volumenreduzierung war aufgrund des fir die Quarzglaskiivetten bendtigten
Volumens nicht praktikabel.

AuRer der Volumenadnderung wurden die Massenkonzentrationen der Standardreihe
auf molare Konzentrationen abgedndert, um die Ergebnisse im spateren Verlauf mit
unterschiedlichen Phospholipiden und Phospholipidgemischen direkt vergleichen zu

konnen.
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Die Messung der PC-Standardreihe erfolgte in Doppelbestimmung. Zunachst wurde mit
Chloroform eine 100 uM Stocklésung aus PC hergestellt, mit welcher anschliellend je
zwei Standards in den Konzentrationen 0 uM, 4 uM, 8 uM, 16 uM, 24 uM, 32 uM,
40 uM, 48 uM, 56 uM, 64 uM und 80 uM zu 2 ml angesetzt wurden.

Den Standards wurden entsprechend jeweils 2 ml frisch angesetzter wassriger AEL
hinzugefiigt. Die beiden Phasen wurden auf dem Schittler fir 3 min vermischt.
Praparierte, PC-haltige Liposomen, welche in einer definierten Konzentration von
1 mM vorlagen, wurden verwendet, um die Wiederfindungsrate (WFR) der
Phospholipide zu bestimmen. Hierflir wurden zum einen 50 ul Liposomendispersion in
2 ml der wassrigen Phase gegeben und zum anderen 50 pl Liposomendispersion
zweimal in 1 ml Chloroform ausgeschiittelt, zentrifugiert und die Chloroformphasen
vereint. AnschlieBend wurden die Phospholipid-Standards und Liposomen mit
wassriger und Chloroformphase fiir 3 min geschittelt (je Ansatz 2 ml Chloroformphase
und 2 ml wassrige Phase). Es wurde angenommen, dass die Liposomen-
konzentrationen durch die Verdiinnung von 1 : 40 mit einer finalen Konzentration an
Liposomen von 25 uM im ersten Drittel der Standardreihe liegen wirden.

Die Extinktionen der Chloroformphasen der Standards und der Liposomen wurden
photometrisch zwischen den Wellenlangen 300 nm und 700 nm in einer Schrittweite
von 1 nm gemessen, wobei Anax ermittelt wurde.

Das verbesserte Vorgehen fir PC-haltige Liposomen wurde mit einer Mischung aus den
beiden Phospholipiden PC und PS in (80 : 20) wiederholt. Die praparierten PS -haltigen
Liposomen aus PC : PS (80 : 20) mit einer bekannten Konzentration von 1 mM dienten
als Uberpriifung des Tests hinsichtlich der Wiederfindung. Die Liposomendispersionen
wurden zu jeweils 50 pl in die wassrige Phase und in weiteren Ansatzen zu 50 ul direkt
in die Chloroformphase, zu 50 ul viermal in je 0,5 ml Chloroform ausgeschiittelt,
zweimal ausgeschittelt in je 1 ml Chloroform und einmal ausgeschittelt in 2 ml
Chloroform, gegeben, um die beste Vorgehensweise zu ermitteln. Die
Ausschuttel-Schritte erfolgten mittels Vortex fiur jeweils 1 min. Nach den
Ausschittel-Schritten wurden die Phasen durch Zentrifugation fir 1 min bei 13000 rpm
getrennt und die Chloroformphasen vereint. Das weitere Vorgehen erfolgte wie beim
vorherigen Test beschrieben (Phasen schiitteln, Extinktion der Chloroformphase

messen).
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der praparierten L-a-Phosphatidylcholin- und
L-a-Phosphatidylserin-haltigen Liposomen
Die praparierten Liposomen wurden mittels Zetasizer hinsichtlich ihres Durchmessers

und Zeta-Potentials untersucht. Die ermittelten Werte sind Tabelle 10 zu entnehmen.

Tabelle 10: Durchmesser und Zeta-Potential der praparierten PC-- und PS-haltigen Liposomen

. Mittelwert ¢ Stan-dard- Mittelwert z Stan.dard-
Liposom abweichung abweichung
[nm] [mV]
(] z
PC 100 103,7 11,0 -5,8 3,8
PC:PS(80:20) 65,8 3,1 -51,5 7,5
PC:PS(50:50) 76,0 12,4 -59,7 51
PS 100 52,9 4,6 -52,3 10,6

Die Werte stammen aus jeweils zwei Praparationen zu je sieben
Doppelbestimmungen. Pro Bestimmung wurden der Durchmesser dreimal und das
Zeta-Potential sechsmal gemessen. Final ergeben sich die Werte also aus 84
Durchmesser- und 168 Zeta-Potential-Messungen je Liposomenart.

Das Zeta-Potential nimmt bei allen Liposomen mit PS-Anteilen einen dhnlichen Wert
an. Bei den Liposomen ohne PS ist das Zeta-Potential sehr gering und anndhernd bei

null, was moglicherweise zu dem etwas grofReren Durchmesser gefiihrt hat.
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3.2 Wechselwirkungen von amphiphatischen Peptiden mit
praparierten Liposomen
Die Charakterisierung der praparierten Liposomen hinsichtlich ihrer Wechselwirkungen
mit unterschiedlichen Peptiden erfolgte mittels Messungen von Durchmesser und
Zeta-Potential. Hierbei wurden die Peptide in ansteigenden Konzentrationen zu den
Liposomen gegeben und diese nach jeder Peptidzugabe am Zetaziser gemessen. Die
Anlagerung von Peptiden an der Oberflaiche von Liposomen fiihrt zu messbaren
Veranderungen der urspriinglichen Werte von Durchmesser und Zeta-Potential.
Der Durchmesser der Liposomen wird vom Zetasizer Uber die Messung der
Brownschen Molekularbewegung durch ,,Dynamische Lichtstreuung” (DLS) und unter
Verwendung der durch Mark-Houwink etablierten Gleichung ermittelt. Partikel mit
groRerem Durchmesser bewegen sich in einer Flissigkeit langsamer als kleine Partikel,
sodass Uber schnell aufeinanderfolgende Momentaufnahmen die Bewegung und damit
der Durchmesser der in Losung befindlichen Liposomen bestimmt wird.
Das Zeta-Potential wird durch eine Kombination von Elektrophorese mit der
Laser-Doppler-Anenometrie bestimmt. Bei Anlegen einer Spannung bewegen sich die
im Medium befindlichen Teilchen durch elektrostatische Anziehung mit einer
bestimmten Geschwindigkeit in Richtung der entgegengesetzt geladenen Elektrode.
Uber diese elektrophoretische Beweglichkeit im elektrischen Feld und die
Smoluchowski-Gleichung fir Partikel in wassrigen Medien wird das Zeta-Potential
bestimmt. Dabei gilt: Je hoher die elektrophoretische Beweglichkeit, desto héher das

Zeta-Potential.
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3.2.1 Wechselwirkungen von amphiphatischen Peptiden mit Liposomen aus
L-a-Phosphatidylcholin

Die Liposomen, die ausschlielRlich aus PC prapariert wurden sind zwitterionisch und

besitzen keine negative Nettoladung. Dies hat zur Folge, dass zwischen den

kationischen Peptiden und den Liposomen so gut wie keine elektrostatischen

Wechselwirkungen auftreten.
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Abbildung 10: Charakterisierung der Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin mittels Durchmesser in nm (links) und
Zeta-Potential in mV (rechts) in halblogarithmischer Darstellung: Die Liposomen und Peptide wurden in einem
Pufferaus 1,33 mMHEPES + 10 mM Nad, pH 7,4 gemessen. Die Peptide NK-2, NK11, C7A, C7A delta, C7A-D21K,
und Melittin sowie des Peptidpuffers TFA 0,01 % wurden in den Konzentrationen 0,1 uM, 0,3 uM, 1,0 uM, 3,0 uM,
10,0 uM und 30,0 uM zu den Liposomen gegeben. Die Liposomen lagen in einer Konzentration von 50 uM vor; die
Bestimmungen der Werte der Durchmesser erfolgten mit zwei unabhangigen Praparationen zu je drei Messungen,
die Bestimmungen der Werte der Zeta-Potentiale mit zwei unabhangigen Praparationen zu je sechs Messungen.

Abbildung 10 zeigt beim Zeta-Potential, dass das unspezifisch wirkende Melittin, gefolgt
vom NK-2, am starksten mit den Liposomen wechselwirkt. Das biologisch inaktive
NK11 und der Peptidpuffer TFA gingen hingegen keine Wechselwirkungen mit den
Liposomen ein. Insgesamt findet zwischen den aktiven Peptiden und den Liposomen
nur geringe Wechselwirkung statt. Die Durchmesser der Liposomen schwankten
zwischen etwa 85 nm und 150 nm, veranderten sich jedoch (iber die Messungen nur
unwesentlich. Das Zeta-Potential anderte sich bei den Wechselwirkungen der
kationischen Peptide der C7A-Varianten und NK-2 mit den Liposomen von leicht

negativ bis hin zu Werten von 10 mV bis 20 mV.
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3.2.2 Wechselwirkungen von amphiphatischen Peptiden mit Liposomen aus

L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin im Verhaltnis 80 : 20
Durch ihren Anteil an PS besitzen Liposomen mit einem Verhaltnis PC : PS (80 : 20) eine
negative Nettoladung, was dazu flihrt, dass sich die positiv geladenen Peptide durch
elektrostatische Anziehungskrafte besser an die Oberflache der Liposomen anlagern

konnen.
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Abbildung 11: Charakterisierung der Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin im
Verhidltnis PC:PS (80:20) mittels Durchmesser in nm (links) und Zeta-Potential in mV (rechts) in
halblogarithmischer Darstellung: Die Liposomen und Peptide wurden in einem Puffer aus 1,33 mM HEPES +
10 mM Nad, pH 7,4 gemessen. Die Peptide NK-2, NK11, C7A, C7A delta, C7A-D21K und Melittin sowie des
Peptidpuffers TFA0,01 % wurdenin den Konzentrationen 0,1 uM, 0,3 uM, 1,0 uM, 3,0 uM, 10,0 uM und 30,0 uM zu
den Liposomen gegeben. Die Liposomen lagen in einer Konzentration von 50 uM vor; die Bestimmungen der Werte
der Durchmesser erfolgten mit zwei unabhangigen Praparationen zu je drei Messungen, die Bestimmungen der
Werte derZeta-Potentiale mitzwei unabhédngigen Praparationen zu je sechs Messungen.

Alle Peptide lagern bereits bei einer Konzentration zwischen 1 uM und 3 uM an die
Liposomen an und verandern dabei das Zetapotential signifikant bis hin zur
Ladungsumkehr (bis auf das biologisch inaktive NK11, welches lediglich die Negativitat
des Zeta-Potentials etwas verringert). Ab einem Zeta-Potential von etwa 0 mV
beginnen die Liposomen, besonders bei NK-2, C7A-delta, C7A und NK11, einen
groBeren Durchmesser anzunehmen, was vermutlich auf Aggregationen durch

Van-der-Waals-Krafte zuriick gefiihrt werden kann.
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3.2.3 Wechselwirkungen von amphiphatischen Peptiden mit Liposomen aus

L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin im Verhaltnis 50 : 50
Die Liposomen aus PC : PS (50 : 50) starten bei einem noch geringeren Zeta-Potential
als die Liposomen aus PC:PS (80:20), was auf den groReren Anteil an PS

zuriickgefihrt werden kann.
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Abbildung 12: Charakterisierung der Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin im
Verhidltnis PC:PS (50:50) mittels Durchmesser in nm (links) und Zeta-Potential in mV (rechts) in
halblogarithmischer Darstellung: Die Liposomen und Peptide wurden in einem Puffer aus 1,33 mM HEPES +
10 mM Nad, pH 7,4 gemessen. Die Peptide NK-2, NK11, C7A, C7A delta, C7A-D21K und Melittin sowie des
Peptidpuffers TFA0,01 % wurdenin den Konzentrationen 0,1 uM, 0,3 uM, 1,0 uM, 3,0 uM, 10,0 uM und 30,0 uM zu
den Liposomen gegeben. Die Liposomen lagen in einer Konzentration von 50 M vor; die Bestimmungen der Werte
der Durchmesser erfolgten mit zwei unabhangigen Praparationen zu je drei Messungen, die Bestimmungen der
Werte derZeta-Potentiale mit zwei unabhédngigen Praparationen zu je sechs Messungen.

Auch bei diesen Liposomen ist zwischen den Peptidkonzentrationen 1 uM und 3 uM
ein deutlicher Sprung des Zeta-Potentials zu erkennen, wobei das biologisch inaktive
NK11 zwar auch mit den Liposomen zu interagieren scheint, jedoch wesentlich
geringer. Bei Erreichen eines Zeta-Potentials von 0 mV ist auch hier ein deutlicher
Anstieg des Liposomendurchmessers zu erkennen. Besonders fallt hier die Aggregation

der Liposomen mit einer Peptidzugabe von 30 uM NK11 auf.
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3.2.4 Wechselwirkungen von amphiphatischen Peptiden mit Liposomen aus
L-a-Phosphatidylserin

Die Liposomen, die ausschliefRlich aus PS prapariert wurden, enthalten ausnahmslos

negative Nettoladungen. Dennoch beginnen sie bei einem dhnlichen Zeta-Potential wie

die Liposomen aus PC : PS (50 : 50).
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Abbildung 13: Charakterisierung der Liposomen aus L-a-Phosphatidylserin mittels Durchmesser in nm (links) und
Zeta-Potential in mV (rechts) in halblogarithmischer Darstellung: Die Liposomen und Peptide wurden in einem
Pufferaus 1,33 mM HEPES + 10mM Nad, pH 7,4 gemessen. Die Peptide NK-2, NK11, C7A, C7A delta, C7A-D21K und
Melittin sowie des Peptidpuffers TFA 0,01 % wurden in den Konzentrationen 0,1 uM, 0,3 uM, 1,0 uM, 3,0 uM,
10,0 uM und 30,0 uM zu den Liposomen gegeben. Die Liposomen lagen in einer Konzentration von 50 uM vor; die
Bestimmungen der Werte der Durchmesser erfolgten mit zwei unabhangigen Praparationen zu je drei Messungen,
die Bestimmungen der Werte der Zeta-Potentiale mit zwei unabhdngigen Praparationen zu je sechs Messungen.

Die Peptide beginnen sich trotz ihrer positiven Nettoladung erst bei hoheren
Konzentrationen von 3 uM bis 10 uM an die Liposomen anzulagern, was
moglicherweise mit ihrer unglinstigeren sterischen Ausrichtung durch das Fehlen von
PC in den Liposomen zu erkldren ist. Eine Ausnahme hinsichtlich des Durchmessers
bildet hier das biologisch inaktive NK11, welches bei diesen Liposomen &hnlich
wechselwirkt, wie die anderen Peptide. Es scheint bereits bei einem negativen

Zeta-Potential zu starker Aggregatbildung mit den Liposomen zu neigen.
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3.2.5 Wechselwirkungen von Peptiden ohne Liposomen

Werden die Peptide ohne Liposomen in den Liposomenpuffer gegeben, bilden sie,
vermutlich durch ihre amphiphile Struktur bedingt, Aggregate in einer GréRenordnung
von etwa 100 nm bis 300 nm aus, die sich bei steigender Peptidkonzentration auf

einen, dem Peptid spezifischen, energetisch giinstigen Wert einpendeln.
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Abbildung 14: Messungen der Peptide in ohne Liposomen mittels Durchmesser in nm (links) und Zeta-Potential in
mV (rechts) in halblogarithmischer Darstellung: Die Peptide wurden in einem Puffer aus 1,33 mMHEPES +
10 mM Nad, pH 7,4 gemessen. Die Peptide NK-2, NK11, C7A, C7A delta und C7A-D21K wurden in den
Konzentrationen 0,1 uM, 0,3 uM, 1,0 uM, 3,0 uM, 10,0 uM und 30,0 uM in den Puffer gegeben. Die Bestimmungen
der Werte der Durchmesser erfolgten mit zwei unabhangigen Praparationen zu je drei Messungen, die
Bestimmungen der Werte der Zeta-Potentiale mit zwei unabhangigen Pra parationen zu je sechs Messungen.

Zu erkennen ist, dass das Zeta-Potential der Peptide etwa proportional zu ihrem
Aggregat-Durchmesser zunichst leicht ansteigt und sich dann auf einen Wert

einpendelt.

3.3 Herstellung und Stabilitatstest von LPS-haltigen Liposomen

In dieser Arbeit wurde zundchst versucht, Liposomen aus PS mit einer Rauhmutante
(Ra) und einer Tiefrauhmutante (Re) von LPS herzustellen. Begonnen wurde hierbei mit
den Liposomen, welche LPSRa enthielten und durch ihre noch relativ lange
Zuckerkette ein mittleres Molekulargewicht von etwa 4000 g/mol besaRen.

Das Losen in Chloroform- und Methanol-haltigen Losungsmitteln stellte sich aufgrund
des langen hydrophilen Zuckerketten-Anteils als schwierig heraus. Bei den
Verhéltnissen Chloroform : Methanol 2 :1,1:1und 1:2 (v :v) lieB sich das LPS weder

mit Warmebehandlung von 50 °C Uber einen Zeitraum von 5 min noch mittels
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zusatzlicher Ultraschallbehandlung I6sen. Erst nach Zugabe eines geringen Anteils an
deionisiertem H,0 in einem Volumenverhaltnis von
Chloroform : Methanol : deionisiertem H,O von 12 : 6 : 1 und fanfminttigem Erhitzen
auf 50 °C lieR sich das LPS Ra weitestgehend I6sen, wobei ein Rest unlésbares LPS Ra
an der Glaswandung des Vials verblieb.

Mit diesem Losungsmittelgemisch wurde das kurzkettigere LPS Re, welches ein
mittleres Molekulargewicht von etwa 2500 g/mol besitzt, bei 50 °C Uber einen
Zeitraum von 5 min vollstandig geldst.

Beide zu 1 mM geldsten LPS wurden in den Verhaltnissen PC90LPS10, PC80LPS20
(LPS Re zusatzlich im Verhdltnis PC70LPS30) mit 1 mM, ebenfalls in diesem
Losungsmittelgemisch geldstem, PC zusammen gegeben. AnschlieBend wurde das
Gemisch aus PC und LPS wie in 2.2.1und 2.2.2 beschrieben weiter behandelt.

Von den wassrigen Liposomdispersionen wurden nach 2, 5 und 7 Tagen Gr6RRe und

Zeta-Potential gemessen. Die gemessenen Werte sind in Abbildung 15 zu sehen.
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Abbildung 15: Stabilitdtstest der LPS-haltigen Liposomen mittels Messung des Durchmessers in nm (links) und des

Zeta-Potentials in mV (rechts) in halblogarithmischer Darstellung: die Liposomen wurden in einer Konzentration
von 50 uMin 1,33 mMHEPES + 10 mM Nad bei pH 7,4 nach zwei, fiinf und sieben Tagen gemesssen.

Der Durchmesser aller praparierten Liposomen liegt zwischen 60 nm und 95 nm. Dabei
stiegen die Durchmesser der Liposomen mit steigendem Anteil an LPS leicht an. Im
Zeta-Potential unterscheiden sich die Liposomen der jeweiligen LPS-Variante kaum. Die
Zeta-Potentiale der LPS Ra-haltigen Liposomen lagen zwischen etwa -30mV und
-38 mV, wahrend die Zeta-Potentiale der LPS Re-haltigen Liposomen mit negativeren

Werten zwischen - 45 mV und - 53 mV gemessen wurden.
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3.4 Etablierung und Optimierung eines Tests zur
Konzentrationsbestimmung von Phospholipiden

Fir die bisher in dieser Arbeit beschriebenen Messungen an Liposomen wurde die

Lipidkonzentration durch eine exakte Einwaage festgelegt. Eine

Konzentrationsbestimmung eriibrigte sich daher.

Weiterflihrende Arbeiten, in denen Liposomen zum Beispiel extrudiert oder (iber eine

Gelfiltrationssdule aufgetrennt werden, machen eine Konzentrationsbestimmung

jedoch unerldsslich. Deshalb wurde in dieser Arbeit ein kolorimetrischer Test etabliert,

mit dessen Hilfe, angelehnt an das Phosphatassay nach Stewart (Stewart 1980), die

Lipidkonzentrationen PC- und PS-haltiger Liposomen bestimmt werden kénnen.

Der Test wurde, wie in 2.2.4 beschrieben, hinsichtlich der eingesetzten Volumina und

verwendeten Materialien sowie der Art der Liposomenzugabe den fiir die Messungen

benodtigten Anforderungen angepasst. Auflerdem wurden fiir die Standardreihen der

Phospholipide Stoffmengenkonzentrationen statt Massenkonzentrationen verwendet.

Der Gehalt an Phospholipiden in den gemessenen, praparierten Liposomen liel sich

auf diese Weise zuverlassig nachweisen.

Ein einheitliches Vorgehen bei der Durchfiihrung des Tests wurde festgelegt:

e Alle Glasgerate werden vor Gebrauch mit Chloroform gespiilt.

e  Ammonium-Eisenthiocyanat-Losung wird aus 0,4 M NH4SCN und
0,1 M FeClz - 6H20 mit deionisiertem H,0 angesetzt.

e Stocklésung wird aus 100 uM in Chloroform gelésten Phospholipiden hergestellt.

e Aus der Stocklésung und Chloroform werden Standards mit den Konzentrationen
OuM, 4 uM, 8 uM, 16 uM, 24 uM, 32 uM, 40 uM, 48 uM, 56 uM, 64 uM und
80 uM zu je 2 ml hergestellt.

e 50 ul der 1 mM Liposomendispersion werden nacheinander zweimal mit 1 ml
Chloroform fir 1 min ausgeschittelt (gevortext), 1min bei 13000 rpm
zentrufugiert und beide Phasen vereint

e Auf die Standards und die ausgeschittelten Liposomendispersionen werden 2 ml
wassrige Ammonium-Eisenthiocyanat-Losung geben.

e Die Chloroformphase und die wassrige Phase der Standards und Liposomen
werden fir 3 min auf dem Schiittler vermischt (auf Abbildung 16 ist eine auf diese

Weise behandelte, exemplarische Standardreihe zu sehen).
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Abbildung 16: Exemplarische Standardreihe von PC : PS (80 : 20): Konzentration der Phospholipide von links nach
rechts OuM, 4 uM, 8 uM, 16 uM, 24 uM, 32 uM, 40 uM, 48 uM, 56 uM 64 uM und 80 uM. Die Phospholipide
wurden in Chloroform gel6st, mit gleichem Volumen wassriger AEL zusammen gegeben und fiir 3 min bei hochster
Stufe auf dem Schittler geschiittel t.

e Die Extinktionen der Chloroformphasen der Standards und der ausgeschiittelten
Liposomen werden in Quarzglaskiivetten zwischen den Wellenlange 300 nm bis
700 nm mit einer Schrittweite von 1 nm gemessen.

e Das Extinktionsmaximum und die Geradengleichung der Standardreihe beim
Extinktionsmaximum werden ermittelt. Die Liposomenkonzentration wird anhand

von Extinktion und Geradengleichung der Standards ermittelt.

AnschlieRend wurden die Extinktionen der Standards in einem Wellenlangenbereich
zwischen 300 nm und 700 nm mit einer Schrittweite von 1 nm photometrisch
gemessen. Die Extinktionsmaxima der Standards wurden je Liposomenart separat
ermittelt. Bei dem zugehorigen Wellenlangen-Maximum wurde die Kalibrierreihe
jeweils erstellt.

Die Konzentrationen der Phospholipide in den Liposomen wurden anhand der
Messungen der Extinktionen der behandelten Liposomdispersionen (ber die

Geradengleichung der Kalibrierreihe ermittelt.
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3.4.1 Phosphat-Test fiir Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin
In Abbildung 17 sind die Extinktionen der eingewogenen, in Chloroform gel6sten und

nach 2.2.4 aufgearbeiteten L-a-Phosphatidylcholin-Standards zwischen den

Wellenlangen 300 nm und 700 nm zu sehen.

06 -

Extinktion
e o o
N w >

o
i

o
=)

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Ain nm

Abbildung 17: Photometrische Aufnahme der Standards von L-a-Phosphatidylcholin: Eine Prdparation mit zwei
unabhdngigen Messungen (iber die Wellenldngen 300 nm bis 700 nm mit einer Schrittweite von 1 nm (Standard
80 uM wurde nureinmal erfasst); Das Phospholipid wurde eingewogen, entsprechend der Standardkonzentrationen
mit Chloroform werdinnt, 3min mit AEL im Verhdltnis Chloroform : AEL (50 :50) gemischt und in der
Chloroformphase photometrisch erfasst; Die Standards enthielten (im Diagramm von unten nach oben) folgende
Konzentrationenan Phospholipid: 4 uM, 8 uM, 16 uM, 24 uM, 32 uM, 40 uM, 48 uM, 56 uM, 64 uMund 80 uM; das
Extinktionsmaximum wurde bei der Wellenlange 472 nm ermittelt.

Das Extinktionsmaximum von in Chlorofom geldstem L-a-Phosphatidylcholin wurde bei
einer Wellenlange von 472 nm festgestellt. Der Wellenlangenbereich, in welchem die
Extinktionen von Standards derselben Wellenlange anndhernd proportional zur
Konzentration verlaufen, ist verhaltnismaBig breit und liegt zwischen etwa 450 nm und
500 nm.

Die bei 472 nm aufgenommene Kalibrierreihe der PC-Standards ist in Abbildung 18 zu
sehen. Es wurde ein Mittelwert aus zwei unabhingigen Praparationen mit je zwei

unabhdngigen Messungen vorgenommen.
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Abbildung 18: Kalibrierreihe von L-a-Phosphatidylcholine bei einer Wellenlange von 472 nm: Die Standards
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wurden zu folgenden Konzentrationen an Phospholipid hergestellt: 4 uM, 8 uM, 16 pM, 24 uM, 32 uM, 40 uM,
48 uM, 56 uM, 64 uM und 80 pM; Die Kalibrierreihe wurde in zwei unabhdngigen Prdparationen mit je zwei

unabhdngigen Messungen bei Wellenlange 472 nm erfasst; die Geradengleichung der Kalibrierreihe betragt

y = 0,008 x bei einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,9998.

Der lineare Zusammenhang von Standardkonzentration zur Extinktion konnte im
gewadhlten Konzentrationsbereich gut belegt werden.

Die Liposomen wurden vor der Messung unterschiedlich behandelt. So wurde die
wassrige Liposomenlésung zum einen direkt in die wassrige Phase und zum anderen
zunachst durch zweimaliges Ausschiitteln mit Chloroform in die Chloroformphase
gebracht. Bei beiden Vorgehensweisen betrug der Verdinnungsfaktor der 1 mM
Liposomendispersion F=40. Die Losungen wurden mit der jeweils anderen Phase
(wassrige Phase bzw. Chloroformphase) fir drei Minuten gemischt. Der dadurch in die
Chloroformphase (ibergegangene Farbkomplex aus Ammonium-Eisenthiocyanat und
Phospholipid lieB sich anschliefend photometrisch erfassen. Es wurden jeweils zwei
unabhingige Messungen aus zwei Liposomen-Priparationen vorgenommen. Uber die
Geradengleichung, F und die Extinktion der gemessenen Phospholipid-Farbkomplexe
der Liposomen liel8 sich die Konzentration der Liposomen ermitteln und mit der durch
die Einwaage der Liposomen angenommenen Konzentration von 1 mM vergleichen

(Wiederfindung in %). Das Ergebnis hierzu ist Tabelle 11 zu entnehmen.
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Tabelle 11: Photometrische Messung der Liposomen aus PC bei 472 nm aus zwei unabhidngigen Prdparationen
und je zwei unabhdngigen Messungen

. c
Mlt.telvyert Stanf:Iard- c Messung Prip. | WFR
Behandlung Extinktion | abweichung | F . . .
bei A, Extinktion inmM 'n in %
72 nm mM
direkt in wassrige 0,168 0,0092 | 40| 0,84 | + | 0,05 | 1,00 | 84
Phase gegeben
2xin 1 ml Chloroform
aus-geschiittelt 0,226 0,0176 | 40 | 1,13 | + | 0,09 | 1,00 | 113

Die Abweichung der gemessenen Konzentrationen von der durch die Einwaage der

Liposomenpraparation angenommenen Konzentration von 1 mM ist bei beiden

Behandlungsweisen etwa gleich groR. Allerdings liegt sie bei der direkten Zugabe der

Liposomen zu der wassrigen Phase unterhalb, wahrend sie bei den zuvor in Chloroform

ausgeschittelten Liposomen etwas oberhalb der erwarteten Konzentration von 1 mM

liegt. Dies lie} vermuten, dass die Liposomen vollstiandiger erfasst werden konnten,

welche, wie die Phospholipide der Kalibrierstandards, zundchst vollstindig

Chloroform geldst wurden.

in
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3.4.2 Phosphat-Test fiir Liposomen aus
L-a-Phosphatidylcholin : L-a-Phosphatidylserin (80 : 20)

Die Standards aus L-a-Phosphatidylcholin : L-a-Phosphatidylserin (80 : 20) wurden in
zwei unabhangigen Praparationen mit je zwei unabhidngigen Messungen (iber einen
Wellenlangenbereich von 300 nm bis 700 nm aufgenommen und sind in Abbildung 19

dargestellt.
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Abbildung 19: Photometrische Aufnahme der Standards von PC: PS (80 : 20): Zwei unabhdngige Praparationen in
zwei unabhangigen Messungen Uber die Wellenlangen 300 nm bis 700 nm mit einer Schrittweite von 1 nm; Die
Phospholipide wurde eingewogen, im Verhdltnis PC:PS (80:20) gemischt, entsprechend der
Standardkonzentrationen mit Chloroform verdinnt, 3 min mit AELim Verhaltnis Chloroform : AEL (50 : 50) gemischt
und in der Chloroformphase photometrisch erfasst; Die Standards enthielten (im Diagramm von unten nach oben)
folgende Phospholipid-Konzentrationen: 4 uM, 8 uM, 16 uM, 24 uM, 32 uM, 40 uM, 48 uM, 56 uM, 64 uM und
80 uM; das Extinktionsmaximum wurde bei der Wellenlange 464 nm e mittelt.

Das Extinktionsmaximum der Standards wurde bei 464 nm ermittelt und fir die in
Abbildung 20 dargestellte Kalibrierreihe verwendet. Auch bei dieser Messung zeigt sich
ein relativ groBer Wellenlangenbereich von 440 nm bis 495 nm, in dem die

Standardkonzentration proportional zur Standardextinktion verlauft.
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Abbildung 20: Kalibrierreihe von L-a-Phosphatidylcholine : L-a-Phosphatidylserin (80 : 20) bei einer Wellenldnge
von 464 nm; Die Standards wurden zu folgenden Konzentrationen an Phospholipid hergestellt: 4 uM, 8 uM, 16 puM,
24 uM, 32 uM, 40 uM, 48 uM, 56 uM, 64 uM und 80 uM; Die Kalibrierreihe wurde in zwei unabhdngigen
Praparationen mit je zwei unabhdngigen Messungen bei Wellenlange 472 nm erfasst; die Geradengleichung der
Kalibrierreihe betrdgty = 0,0069 x bei einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,9986.

Die Konzentrationen der Standards der Kalibrierreihe liegen proportional zu den
Extinktionswerten vor und weichen in den einzelnen Messungen vernachladssigbar
gering voneinander ab. Daher kann die Steigung der Kalibrierreihe fir die
Konzentrationsbestimmung der Liposomen verwendet werden.

Wie die Liposomen aus PC, wurden auch die Liposomen PS:PS (80 : 20) zum einen
direkt in die wassrige Phase gegeben und zum anderen vorher 1 min in Chloroform
ausgeschuttelt. Diesmal wurden die Anzahl der Ausschiittelschritte und Volumina, wie
in Tabelle 12 beschrieben, variiert. AuRerdem wurde die Liposomenl6sung direkt in die
Chloroformphase gegeben, ohne darin vorher ausgeschiittelt zu werden. Alle

Messungen erfolgten anhand einer unabhangigen Praparation in Doppelbestimmung.

Tabelle 12: Photometrische Messung der PC80PS20-Liposomen bei 464 nm aus zwei unabhangigen Praparationen
und zwei unabhdngigen Messungen

Mittelwert | Standard- c
Behandlung Extinktion | abweichung | F ¢ Messung Pr:ap. WI:,R
bei Asss nm Extinktion inmM n in %
mM
direkt zu Chloroform 0,024 00247 |40 | 0,14 | + |04 1,00 14
gegeben
direkt zu AEL 0,054 00078 40| 0,31 | + | 005| 1,00/ 31
gegeben
1x mit2ml
Chloroform aus- 0,169 0,0007 | 40| 0,98 | + | 0,00 | 1,00 98
geschiittelt
2x mit1ml
Chloroform aus- 0,178 0,0035| 40 1,03 | + | 002| 1,00| 103
geschittelt
4x mit 0,5 ml
Chloroform aus- 0,191 0,0156 | 40| 1,11 | + | 0,09 | 1,00| 111
geschiittelt
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Es zeigte sich, dass die Liposomenldsungen, welche vorher in Chloroform ausgeschiittelt
wurden, die besten Wiederfindungen im Vergleich zur durch die Liposomenprdparation
angenommenen Konzentration von 1 mM aufwiesen, wobei die gemessenen Extinktionen von
Ausschittelschritt zu Ausschittelschritt leicht anstiegen. Dies kann zum einen auf die
Ausschittelschritte an sich (Nernstsches Verteilungsgesetz) und zum anderen auf die
Verdunstung von Chloroform bei Raumtemperatur zurlickzufiihren sein. Die wassrige
Liposomenlosung hingegen direkt in die Chloroformphase zu geben erzielte die geringste
Wiederfindung. Auch direkte Zugabe von Liposomenldsung zur wassrigen AEL erzielte hier eine
sehr geringe Wiederfindung von lediglich 31 %. Fiir weitere Konzentrationsbestimmungen von

Liposomen sollte die Liposomenldsung daher zunachstin Chloroform ausgeschiittelt werden.

36



DISKUSSION

4 Diskussion

4.1 Wechselwirkungen NK-Lysin abgeleiteter Peptide mit
praparierten Liposomen definierter Lipidzusammensetzung
Die Untersuchung der Wirkmechanismen von in dieser Arbeit verwendeten, dem
NK-Lysin abgeleiteten, amphiphatischen Peptiden mittels Liposomen definierter
Lipidzusammensetzung stellt eine geeignete Vorgehensweise dar, einen Beitrag zur
Aufklarung der Wechselwirkungen dieser Substanzen zu leisten. In dieser Arbeit wurde
die Erfassung des Durchmessers und des Zeta-Potentials eigens praparierter, PC-, PS-
und LPS-haltiger Liposomen mit und ohne Zugabe ausgewahlter amphiphatischer
Peptide fokussiert.
PC-haltige Liposomen mit unterschiedlichen PS-Anteilen und Liposomen, welche
ausschliefllich aus PS prapariert wurden, sollten die Oberflaiche menschlicher
Krebszellen nachahmen. Liposomen aus PC ohne PS-Anteil stellten dagegen ein Modell
flir gesunde Zellen dar. Wie sich in frilheren Untersuchungen bereits herausstellte,
betragt der Anteil an PS bis zu 10 % der Gesamtmenge an Phospholipiden an der
Oberflache von Krebszellen und ist damit gegeniiber gesunden Zellen um ein vielfaches
hoher (Utsugi et al. 1991; Schroder-Borm et al. 2005). Die in dieser Arbeit verwendeten
PS-haltigen Liposomen sollten fiir einen moglichst guten Vergleich vor der Zugabe von
Peptiden einen anndhernd einheitlichen Durchmesser aufweisen und als LUV
vorliegen. Um dies zu erreichen, wurden sie, angelehnt an ein 1999 von Castile und
Taylor beschriebenes Verfahren (Castile und Taylor 1999), bei der Praparation einem
Temperaturzyklus unterworfen. Die Durchmesser aller praparierten PS-haltigen
Liposomen lagen in einem Bereich zwischen etwa 50 nm und 66 nm nahe beieinander.
Damit wurde die Zielsetzung, einheitliche LUV zu praparieren, hinsichtlich der
PS-haltigen Liposomen gut erfillt.
Die Wechselwirkungen der in dieser Arbeit verwendeten Peptide wurde bereits in
einer Arbeitsgruppe um Maletzki (Maletzki et al. 2014) in vitro an langsam
wachsenden Zelllinien kolorektaler Karzinome, die von Patienten stammten und einen
Anteil an PS an ihrer Oberflache enthielten, untersucht. Dabei zeigten gerade die
Peptide C7A-D21K und C7A-delta ein hohes Potential, die Krebszellen zu t6éten. In vivo
wurden die Peptide C7A, C7A-D21K und NK11 an mit HROC24 Zellen infizierten
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Mausen untersucht. Dabei zeigten die Peptide keine Nebenwirkungen wie Hamolyse
oder Giftigkeit gegenlber Lymphozyten. C7A und C7A-D21K flhrten zur
Wachstumsinhibition und Apoptose der Krebszellen. Auch das vermeintlich biologisch
inaktive NK11 beeintrachtigte das Zellwachstum der Krebszellen auf noch ungeklarte
Weise.

Anhand von Modellmembranen sollten in dieser Arbeit die Wechselwirkungen dieser
Peptide mit unterschiedlichen Konzentrationen an PS untersucht werden. Das
Zeta-Potential gab Uber das Adsorptionsverhalten der Peptide und damit ihr
Lysepotential hinsichtlich der unterschiedlichen Membranoberflachen Auskunft. Das
Zeta-Potential der PC-haltigen Liposomen ohne PS-Anteil veranderte sich entgegen
den Erwartungen von fast neutraler Ladung ins Positive. Betrachtet man den Verlauf
des Zeta-Potentials der Peptide ohne Liposomen, so kann man eine gewisse
Ahnlichkeit mit dem Verlauf des Zeta-Potentials der PC-haltigen Liposomen ohne
PS-Anteil erkennen. Das lasst vermuten, dass bei der Messung des Zeta-Potentials der
PC-haltigen Liposomen ohne PS-Anteil moglicherweise nur das Zeta-Potential der
Peptide erfasst wurde. Da der gemessene Durchmesser der Liposomen in 3.2.1 jedoch
kleiner als der Durchmesser der Peptid-Aggregate in 3.2.5 war, ist es wahrscheinlich,
dass sich keine Peptid-Aggregate gebildet haben und das Zeta-Potential der Liposomen
mit den angelagerten Peptiden gemessen wurde. Entgegen der Wechselwirkungen der
Peptide mit PS-haltigen Liposomen sind die Wechselwirkungen und die damit
verbundenen Zeta-Potential-Anderungen der Peptide mit dem PC-haltigen Liposomen
ohne PS-Anteil aber eher gering und erst ab einer Konzentration von 1 uM Uberhaupt
richtig erkennbar. Bei hoheren Peptidkonzentrationen spielen beziglich der
Adsorption der Peptide vermutlich hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran
der Liposomen eine Rolle. Das unspezifisch wirkende Melittin interagiert von allen
Peptiden am starksten mit der Liposomenoberflache, danach folgt das NK-2 und erst
zuletzt die C7A-Varianten. NK11 bleibt ganzlich inaktiv. Biologische Membranen
gesunder tierischer Zellen enthalten neben dem Phospholipid PC auch noch andere
Bestandteile, wie beispielsweise Cholesterol, die die Aktivitit der Peptide im
Allgemeinen zusatzlich reduzieren (Zasloff 2002). Dies kann den Unterschied zu der in
vivo durchgefiihrten Studie von Maletzki et. al., in der die Peptide keine Aktivitat

gegenilber gesunden Zellen zeigten, erklaren.
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Die Messkurven der Peptide (mit Ausnahme des biologisch inaktiven NK11) mit den
PS-haltigen Liposomen weisen einen sigmoidalen Verlauf auf: Wahrend sich das
Zeta-Potential mit steigendem Peptidgehalt zundchst nur wenig andert, folgt ein
Bereich mit starker Anderung des Zeta-Potentials, bis schlielich eine Sattigung der
Kurve erreicht wird. Der erste Abschnitt dieser Kurve ist, je nach Liposomenart,
unterschiedlich lang. Er endet bei den Liposomen mit einem Anteil von 20 % PS bereits
bei einer Peptidkonzentration von 0,3 M, bei den Liposomen mit einem PS-Anteil von
50 % bei einer Peptidkonzentration von 1 uM und bei den Liposomen aus 100 % PS
sogar erst bei einer Peptidkonzentration von 3 uM. Die Sattigung der Kurven erfolgt
jeweils kurz nach der Uberkompensation, also nach einer Umkehr der Vorzeichen des
Zeta-Potentials. Dieser Bereich befindet sich bei den Liposomen mit einem Anteil von
20 % PS bei allen Peptiden auRer NK11 bei einer Peptidkonzentration von 3 uM. Bei
den Liposomen mit einem PP-Anteil von 50 % variiert dieser Bereich zwischen 3 uM
und 10 uM. Das Peptid C7A-D21 erreicht diesen Bereich vor C7A, gefolgt von
C7A-delta. Als Letztes erreichen NK-2 und Melittin die Uberkompensation und
anschlieRende Sattigung. Bei den Liposomen mit einem PS-Anteil von 100 % zeigte sich
ein ahnliches Bild in dieser Abfolge. Der Konzentrationsbereich der Peptide erhéhte
sich aber auf Werte zwischen 10 uM und 30 uM. Der Anteil an PC in der Membran
scheint diesen Ergebnissen zufolge einen Einfluss auf die Affinitdt der Peptide zur
Zelloberflache zu haben. Die abgeschwadchte Adsorption der Peptide an der Oberflache
nach Erreichen der Uberkompensation ldsst sich damit erkldren, dass die
elektrostatischen Wechselwirkungen der kationischen Peptide durch die Umkehr des
Zeta-Potentials in den positiven Bereich nicht mehr vorlagen. Die Peptide lagerten sich
nur noch aufgrund ihrer amphiphatischen Struktur durch hydrophobe
Wechselwirkungen an der Lipiddoppelschicht an.

Auffallig bei den Messungen ist das verwendete, biologisch inaktive Peptid NK11. Es
zeigte bei den PS-haltigen Liposomen, wenn auch abgeschwacht gegeniber den
anderen Peptiden, Aktivitait. Dabei kam es innerhalb des untersuchten
Konzentrationsbereichs nicht zu Uberkompensation. Jedoch fiihrte es, gerade bei
Konzentrationen ab 10 uM, zu einem erheblichen Anstieg des Durchmessers der
PS-haltigen Liposomen. Diese Messwerte lassen auf eine Stabilitatsabschwachung der

Liposomenmembranen schliel3en.
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Anhand der Messungen von Durchmesser und Zeta-Potential lassen sich zwar
Aussagen Uber das Adsorptionsverhalten und das damit verbundene Lysepotential der
Peptide gegeniber den Modellmembranen treffen, eine sichere Einsicht in den
lytischen Mechanismus der Peptide kann aber nicht erlangt werden. Sinnvoll ware es,
an dieser Stelle weitere Untersuchungen durchzufiihren. Beispielsweise mittels
Liposomen definierter Lipidzusammensetzung, in denen bei der Praparation Calcein
eingeschlossen  wird. Calcein ist ein Fluoreszenzfarbstoff (Diehl und
Markuszewski 1989), der, in den Liposomen eingeschlossen, nicht messbar ist. Bei
Beschadigung der Liposomenmembran, zum Beispiel durch Peptidzugabe, wird er
freigesetzt und fiihrt zu einer messbaren Emission. Eine durch ein Peptid verursachte
Zell-Lyse konnte auf diese Weise nachgewiesen werden. Da es sich bei der Messung
um eine Messung liber eine gewisse Zeit handelt, wiirde sie auch eine Aussage Uiber
die Wirkgeschwindigkeit der Peptide geben. Auch kdnnten weitere Liposomen mit
kleineren Anteilen an PS, zum Beispiel zwischen 3 % und 10 %, prapariert und
untersucht werden, da der PS-Anteil der Oberfliche von Krebszellen etwa diesen

Bereich abdeckt (Schréder-Borm et al. 2005).

4.2 LPS-haltige Liposomen

Die Wechselwirkungen der NK-Lysin abgeleiteten Peptide mit Zellmembranen
Gram-negativer Bakterien sollen anhand praparierter Modellmembranen, welche
definierte Mengen an LPS enthalten, in weiteren Arbeiten untersucht werden. In
dieser Arbeit wurden zunachst PC- und LPS-haltige Liposomen prapariert. Das PC
diente als Gerist fir die Doppelmembran der Liposomen, in der sich die hydrophobe
Kopfgruppe des LPS verankern sollte. Bei dem verwendeten LPS handelte es sich zum
einen um eine Rauhmutante und zum anderen um eine Tiefrauhmutante. Durch
Bestimmung von Durchmesser und Zeta-Potential nach vorgegebenen Zeitintervallen
von zwei, fiinf und sieben Tagen wurde die Stabilitdt dieser Liposomen untersucht.

Das LPS der Rauhmutante (LPSRa) lieR sich bereits bei der Praparation nicht
vollstandig losen. Die unterschiedlichen Durchmesser bei gleichem negativen
Zeta-Potential (ein hoéherer Anteil an LPS fihrte zu einem groReren Durchmesser)
lassen vermuten, dass sich dieses LPS nicht mit dem Phospholipid PC zu Liposomen

zusammengefligt hat, sondern Aggregate mit anderen LPS bildete.
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Die Tiefrauhmutante des LPS (LPS Re) lieR sich bei der Praparation vollstandig l6sen.
Die gemessenen, etwa gleichgroBen Durchmesser der unterschiedlichen PC- und
LPS-Verhdltnisse lassen vermuten, dass sich Liposomen gebildet haben. Das
Zeta-Potential war bei den putativen Liposomen mit héherem LPS-Gehalt etwas
niedriger als bei denen mit kleinerem Anteil an LPS, was diesen Verdacht erhartet. Als
nachster Schritt konnte ein NK-Lysin abgeleitetes Peptid, beispielsweise NK-2, wie bei
den PC- und PS-haltigen Liposomen in ansteigenden Konzentrationen zu den putativen

LPS-Liposomendispersionen gegeben werden.

4.3 Etablierung eines einfachen, kolorimetrischen Tests zur
Gehaltsbestimmung von Phospholipiden
In dieser Arbeit wurde ein einfacher kolorimetrischer Test fiir die Bestimmung der
Phospholipidkonzentration von PC-haltigen Liposomen und Liposomen mit einer
Lipidzusammensetzung von PC:PS (80:20) etabliert (siehe 3.4.). Anhand der
Durchfiihrung des Tests mit Liposomen definierter Lipidzusammensetzung und
Konzentration wurde die Nachweisbarkeit der Konzentrationsbestimmung (berprift.
Gegenliber einer herkémmlichen Nachweismethode, bei der die Liposomen mit heiller
H,S04 verascht werden mussten (Bartlett 1959), bietet dieser Test eine einfachere und
ungefahrlichere Vorgehensweise. Da sich herausstellte, dass das Extinktionsmaximum
fur die beiden Lipidzusammensetzungen variierte und auch die Geradengleichungen
der Standards jeweils eine fur die Lipidzusammensetzung spezifische Steigung
aufwiesen, sollte der Test fir die Ubrigen Liposomenzusammensetzungen ebenfalls
noch etabliert werden. Auferdem konnte (berlegt werden, den Test in ein
96-well-Format zu Ubertragen, um die Versuchszeit und den anfallenden Abfall an
halogenhaltigem Losungsmittel und Schwermetall zu reduzieren. Erschwert wird diese
Aufgabe allerdings dadurch, dass die zu messende Chloroformphase die meisten
Materialien angreift. Wie sich durch die Verwendung von ReaktionsgefdBen aus
Polypropylen herausstellte, bieten 96-well-Platten aus diesem Material

moglicherweise eine Losung dieses Problems.
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ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

PC- und PS-haltige Liposomen konnten in dieser Arbeit erfolgreich prapariert werden.

Die Wechselwirkung der amphiphilen, kationischen Peptide NK-2, NK11, C7A, C7A-delta
und C7A-D21K mit diesen Liposomen wurden mittels Messungen von Durchmesser und
Zeta-Potential untersucht und mit Ergebnissen bereits in vitro und in vivo durchgefihrter
Studien an Krebszellen verglichen.

Die Praparation LPS-haltiger Liposomen wurde mit einer Rauhmutante und einer
Tiefrauhmutante von LPS durchgefiihrt. Zunachst wurde eine Methode entwickelt, die es
ermoglichte, das pulverformig vorliegende LPS in einem geeigneten Losung mittelgemisch
zu l6sen. Nach der Praparation folgten Stabilitatstests der putativen Liposomen mittels
Messung von Durchmesser und Zeta-Potential nach vorgegebenen Intervallen und eine
Bewertung der Ergebnisse.

AbschlieBend wurde ein einfacher kolorimetrischer Test, der weiterfihrenden Arbeiten
dienlich sein sollte, fir die Konzentrationsbestimmung von Phospholipiden in Liposomen
etabliert. Der Test wurde flr zwei unterschiedlich zusammengesetzte Liposomen

Uberpriift.
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9 Anhang

ANHANG

Die gesamten Rohdaten der Einzelmessungen sind der beigefligten CD-ROM zu entnehmen.

9.1 Durchmesser und Zeta-Potential von Wechselwirkungen

amphiphatischer Peptide mit PC- und PS-haltigen Liposomen

9.1.1 Durchmesser und Zeta-Potential von Wechselwirkungen amphiphatischer

Peptide mit Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin

Tabelle 13: Mittelwert und Standardabweichung des Durchmessers und des Zeta-Potentials von PC100-Liposomen in

Wechselwirkung mit Peptiden

Peptid- Mittelwert | Standard- Mittel- Standard-

Peptid konzentration @ (nm) abweichung wert abweichung
(um) @ z(mvV) z

Peptidpuffer 0,0 105,0 14,90 -4,38 2,71
TFA 0,01% 0,1 103,6 16,04 -4,58 2,41
0,3 102,9 16,40 -5,86 4,91
1,0 103,7 15,90 -5,96 3,70
3,0 102,8 14,98 -5,49 4,08
10,0 102,3 16,99 -6,06 3,31
30,0 102,1 16,02 -7,70 2,82
NK-2 0,0 104,2 8,51 -4,63 2,19
0,1 105,1 18,14 -2,59 2,57
0,3 99,1 9,92 0,06 2,76
1,0 102,2 9,51 3,99 2,39
3,0 107,5 11,53 8,31 2,31
10,0 105,7 11,63 16,03 1,48
30,0 108,7 10,67 20,23 2,03
NK11 0,0 107,1 14,17 -6,42 3,09
0,1 100,5 8,93 -5,55 2,64
0,3 107,4 14,72 -5,92 1,68
1,0 103,9 12,48 -5,00 1,73
3,0 105,3 8,74 -5,30 1,33
10,0 106,4 14,56 -6,23 1,77
30,0 108,1 15,00 -5,84 1,72
C7A 0,0 100,8 10,53 -5,86 3,38
0,1 101,0 8,89 -4,22 1,94
0,3 101,0 11,66 -3,43 2,38
1,0 102,5 10,19 -1,18 4,18
3,0 110,9 9,65 1,96 1,42
10,0 106,1 8,98 8,07 1,69
30,0 109,1 9,33 12,32 2,24
C7A delta 0,0 102,3 10,16 -4,69 3,20
0,1 106,0 4,78 -2,58 4,54
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0,3 106,4 6,35 -1,84 2,10

1,0 102,6 8,10 0,78 2,43

3,0 107,1 3,84 5,47 1,58

10,0 111,5 13,09 10,37 1,86

30,0 107,2 8,62 14,30 1,90

C7A-D21K 0,0 103,2 7,95 -5,41 3,04
0,1 102,4 11,05 -1,91 2,54

0,3 97,5 9,51 -1,56 2,41

1,0 104,0 5,25 0,89 3,19

3,0 113,9 24,62 4,99 2,54

10,0 105,1 9,98 9,22 1,95

30,0 112,4 6,87 17,85 521

C7A-M11L-D21K-NH, 0,0 110,4 2,1 -4,8 1,216
0,1 108,8 2,0 -0,9 0,807

0,3 107,7 4,0 -1,3 0,442

1,0 116,6 2,7 -0,4 1,424

3,0 110,0 2,0 1,4 1,368

10,0 120,8 15,9 6,4 1,531

30,0 114,1 2,8 13,7 1,797

C7A-M11L-D21K-COOH 0,0 112,6 4,2 -4,5 2,215
0,1 109,1 4,3 -3,7 1,822

0,3 108,8 2,6 -2,8 1,300

1,0 126,2 24,6 -0,8 1,516

3,0 116,7 16,4 1,5 1,811

10,0 115,5 3,9 7,8 2,234

30,0 119,0 55 12,3 1,507

Melittin 0,0 103,0 13,61 -9,16 6,24
0,1 107,1 11,86 -6,33 5,93

0,3 104,0 9,74 0,43 4,16

1,0 106,5 9,79 9,50 3,37

3,0 113,7 14,79 19,51 2,42

10,0 102,9 12,36 23,54 1,52

30,0 113,6 18,72 26,43 2,51
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9.1.2 Durchmesser und Zeta-Potential von Wechselwirkungen amphiphatischer

Peptide mit Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin
im Verhaltnis 80 : 20

Tabelle 14: Mittelwert und Standardabweichung des Durchmessers und des Zeta-Potentials von Liposomen aus
L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin im Verhaltnis 80 : 20 in Wechselwirkung mit amphiphatischen

Peptiden
Peptid- Mittelwert | Standard- Mittel- Standard-
Peptid konzentration @ (nm) abweichung | wert abweichung
(M) (1] z(mvV) z
Peptidpuffer 0,0 66,4 3,91 -44,63 9,48
TFA 0,01% 0,1 69,6 4,01 -52,04 4,63
0,3 65,5 3,64 -50,79 4,14
1,0 59,7 3,25 -49,19 6,58
3,0 58,9 2,62 -49,92 5,49
10,0 51,8 1,77 -50,04 4,88
30,0 52,2 0,90 -47,34 3,81
NK-2 0,0 66,3 2,23 -50,96 5,58
0,1 66,1 1,65 -49,77 2,69
0,3 71,8 1,79 -44,08 4,07
1,0 109,4 20,41 -33,85 5,24
3,0 529,7 108,21 3,73 3,19
10,0 1089,7 349,18 18,70 2,22
30,0 1241,2 451,17 25,14 2,36
NK11 0,0 67,2 4,29 -52,67 2,19
0,1 65,7 7,72 -47,73 4,43
0,3 64,4 8,60 -45,82 5,09
1,0 66,5 4,01 -32,73 4,37
3,0 73,1 2,49 -19,66 1,92
10,0 180,7 27,54 -12,41 0,82
30,0 656,6 102,83 -7,65 1,21
C7A 0,0 67,5 3,98 -57,50 6,43
0,1 61,8 4,02 -49,16 3,65
0,3 64,8 1,65 -47,52 6,39
1,0 90,0 2,54 -30,53 4,33
3,0 402,7 105,74 7,61 2,03
10,0 636,9 35,79 13,88 1,17
30,0 615,9 41,71 16,87 1,08
C7A delta 0,0 63,2 1,22 -54,50 3,83
0,1 69,0 5,90 -49,88 3,08
0,3 75,3 10,12 -43,54 7,70
1,0 278,5 224,35 -16,37 24,88
3,0 583,5 317,35 10,98 3,49
10,0 707,0 57,85 17,47 1,74
30,0 763,9 39,73 21,22 1,37
C7A-D21K 0,0 65,2 2,53 -48,39 9,93
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0,1 65,6 2,08 -47,16 6,30
0,3 65,3 3,60 -46,83 5,48
1,0 124,8 17,67 -30,77 5,16
3,0 153,5 25,53 11,65 1,02
10,0 179,7 46,10 17,78 2,19
30,0 183,7 47,58 23,88 1,88
Melittin 0,0 64,7 0,94 -52,08 5,73
0,1 63,8 4,30 -48,18 10,07
0,3 59,4 1,66 -49,15 3,62
1,0 61,7 2,29 -46,01 5,10
3,0 76,4 4,04 7,06 2,10
10,0 87,2 6,79 18,99 2,96
30,0 91,3 5,35 25,18 2,66

9.1.3 Durchmesser und Zeta-Potential von Wechselwirkungen amphiphatischer
Peptide mit Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin
im Verhaltnis 50 : 50

Tabelle 15: Mittelwert und Standardabweichung des Durchmessers und des Zeta-Potentials von Liposomen aus
L-a-Phosphatidylcholin und L-a-Phosphatidylserin im Verhaltnis 50 : 50 in Wechselwirkung mit amphiphatischen
Peptiden

Peptid- Mittelwert | Standard- | Mittel- | Standard-

Peptid konzentration @ (nm) abweichung | wert | abweichung
(nM) 4] z(mvV) z

Peptidpuffer 0,0 75,4 12,14 | -59,44 7,87
TFA 0,01% 0,1 69,6 18,14 | -57,72 5,84
0,3 70,7 18,97 | -58,24 6,20
1,0 71,3 16,32 | -50,44 12,42
3,0 62,5 20,20 | -54,32 6,13
10,0 66,0 27,69 | -52,31 4,83
30,0 72,4 32,98 | -52,09 6,69
NK-2 0,0 72,6 15,90 | -57,94 4,24
0,1 78,2 597 | -57,67 7,72
0,3 73,7 11,21 | -56,79 6,18
1,0 100,0 6,13 | -43,71 4,84
3,0 660,6 179,58 | -11,79 2,13
10,0 903,2 218,88 23,67 1,20
30,0 834,5 174,42 27,97 1,73
NK11 0,0 80,0 11,65 | -59,89 4,77
0,1 76,4 12,59 | -62,15 10,44
0,3 71,7 10,24 | -58,75 6,25
1,0 67,0 11,51 | -55,46 4,35
3,0 274,3 180,40 | -25,38 7,54
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10,0 988,5 304,69 -8,77 2,35

30,0 2767,8 1280,69 -4,50 1,31

C7A 0,0 80,9 579 | -60,53 4,28
0,1 77,4 15,02 | -46,82 11,48

0,3 84,6 11,27 | -53,29 5,89

1,0 96,6 569 | -46,78 3,92

3,0 479,7 57,73 5,56 0,87

10,0 749,9 79,92 14,66 1,45

30,0 791,2 97,69 20,67 1,58

C7A delta 0,0 79,6 13,52 | -60,13 4,53
0,1 80,3 17,92 | -58,84 5,21

0,3 83,2 17,31 | -55,19 4,46

1,0 91,2 11,92 | -48,56 7,05

3,0 459,6 88,78 -3,41 11,00

10,0 583,6 58,29 17,13 2,98

30,0 590,9 23,65 21,75 3,92

C7A-D21K 0,0 72,6 12,13 | -60,66 4,93
0,1 70,4 10,21 | -55,48 8,88

0,3 76,1 11,03 | -57,08 5,89

1,0 83,8 14,39 | -46,88 6,86

3,0 156,0 19,92 13,02 2,71

10,0 294,1 131,82 18,60 2,47

30,0 296,3 133,68 23,54 2,51

C7A-M11L-D21K-NH2 0,0 84,6 1,0 -52,9 1,261
0,1 82,9 0,5 -52,4 1,462

0,3 86,6 1,2 -51,2 2,029

1,0 96,7 0,2 -45,6 3,321

3,0 155,3 1,9 -27,9 4,016

10,0 177,1 6,6 17,7 1,879

30,0 208,1 2,6 22,3 0,862

C7A-M11L-D21K-COOH 0,0 87,1 0,9 -57,7 6,082
0,1 85,1 1,1 -59,0 8,492

0,3 80,6 0,6 -52,1 1,407

1,0 89,6 0,6 -49,0 4,246

3,0 667,6 108,4 -6,9 0,848

10,0 904,8 23,6 16,4 0,806

30,0 1025,2 48,3 21,7 0,754

Melittin 0,0 71,0 15,48 | -59,17 5,19
0,1 74,3 18,01 | -57,00 7,69

0,3 73,1 20,92 | -54,80 4,81

1,0 85,9 28,51 | -47,86 8,46

3,0 129,5 14,15 | -33,12 5,31

10,0 124,8 11,37 14,60 1,95

30,0 140,7 14,80 20,26 1,49

55



ANHANG

9.14 Durchmesser und Zeta-Potential von Wechselwirkungen amphiphatischer
Peptide mit Liposomen aus L-a-Phosphatidylserin

Tabelle 16: Mittelwert und Standardabweichung des Duchmessers und des Zeta-Potentials von Liposomen aus
L-a-Phosphatidylserin in Wechselwirkung mit Peptiden

Peptid- Mittelwert | Standard- | Mittel- | Standard-

Peptid konzentration @ (nm) abweichung| wert | abweichung
(um) "] z(mvV) z

Peptidpuffer 0,0 52,0 3,64 | -43,17 9,90
TFA 0,01% 0,1 54,9 7,32 | -56,83 15,39
0,3 47,1 5,25 | -46,05 20,76
1,0 46,5 4,84 | -55,83 10,52
3,0 44,5 5,76 | -50,39 7,54
10,0 43,5 5,53 | -49,67 6,19
30,0 43,8 6,64 | -48,04 8,94
NK-2 0,0 50,0 4,84 | -50,93 11,92
0,1 57,5 9,11 | -57,04 9,44
0,3 64,5 13,32 | -43,63 11,12
1,0 71,6 8,49 | -41,35 10,48
3,0 75,2 10,87 | -39,99 5,87
10,0 118,4 19,81 -1,43 26,43
30,0 128,5 21,15 | 30,03 2,07
NK11 0,0 52,4 1,40 | -56,16 13,05
0,1 55,3 2,71 | -60,91 11,50
0,3 54,8 1,04 | -53,07 7,22
1,0 56,8 8,61 | -57,20 9,54
3,0 68,1 25,23 | -43,35 4,90
10,0 732,1 131,59 | -16,17 11,02
30,0 1373,2 610,21 -1,77 2,23
C7A 0,0 55,7 5,66 | -54,89 8,08
0,1 60,9 3,61 | -47,23 5,89
0,3 63,5 590 | -43,65 4,24
1,0 63,5 590 | -44,93 7,32
3,0 90,9 9,98 | -35,15 6,48
10,0 188,7 63,64 | 13,52 5,23
30,0 365,0 196,79 | 20,39 2,75
C7A delta 0,0 55,9 2,24 | -50,25 7,62
0,1 61,6 16,05 | -50,18 7,49
0,3 73,8 11,87 | -43,36 9,99
1,0 84,1 15,57 | -43,15 5,75
3,0 96,0 18,29 | -37,38 7,69
10,0 140,2 12,46 17,21 2,64
30,0 183,8 16,23 | 20,66 2,48
C7A-D21K 0,0 53,7 6,63 | -60,03 7,35
0,1 59,0 3,69 | -54,77 13,79
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0,3 62,7 6,51 | -54,84 4,96
1,0 71,7 6,12 | -45,15 7,25
3,0 84,4 2,16 | -39,87 6,02
10,0 111,8 5,35 20,74 4,08
30,0 139,2 9,88 23,92 2,12
Melittin 0,0 51,1 4,21 | -55,07 4,67
0,1 66,5 8,87 | -51,60 3,69
0,3 58,1 17,96 | -46,84 5,97
1,0 68,7 20,61 | -41,88 4,90
3,0 90,9 13,19 | -35,76 4,90
10,0 198,5 60,64 -1,71 18,15
30,0 209,9 25,43 17,29 2,91

9.1.5 Durchmesser und Zeta-Potential der amphiphatischen Peptide

Tabelle 17: Mittelwert und Standardabweichung des Durchmessers und des Zeta-Pote ntials amphiphatischer Pe ptide
Peptid- Mittelwert | Standard- | Mittel- | Standard-
Peptid konzentration @ (nm) abweichung| wert | abweichung
(um) @ z(mvV) z
NK-2 0,1 114,0 43,84 5,94 8,13
0,3 139,9 9,43 12,38 3,25
1,0 158,7 8,43 20,71 3,48
3,0 185,4 14,61 20,55 2,36
10,0 186,6 27,81 24,50 4,53
30,0 190,3 20,14 25,54 5,83
NK11 0,1 161,3 106,66 -2,58 11,76
0,3 110,4 24,06 | -12,85 1,30
1,0 206,9 32,54 -7,74 2,37
3,0 234,6 43,29 -4,77 1,47
10,0 268,9 55,34 -1,14 2,48
30,0 274,8 49,66 2,24 2,52
C7A 01 208,0 54,55 | 3,61 9,42
0,3 129,5 20,56 | 6,06 4,08
1,0 184,2 23,74 9,63 2,31
3,0 237,9 32,88 14,87 1,97
10,0 277,4 34,76 19,02 2,76
30,0 270,1 66,56 23,13 2,81
C7A delta 0,1 556,0 285,57 1,48 7,29
0,3 158,7 29,82 10,73 6,77
1,0 244,4 52,67 12,78 3,81
3,0 275,4 55,78 15,93 3,50
10,0 246,3 46,76 21,29 2,88
30,0 267,6 39,80 26,61 6,47
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C7A-D21K 0,1 33,2 46,90 -0,77 11,45
0,3 189,8 71,60 7,02 2,05

1,0 193,0 39,06 7,74 2,77

3,0 215,4 8,47 15,20 3,47

10,0 207,2 24,96 21,55 3,13

30,0 229,4 21,28 26,47 3,43

Melittin 0,1 252,1 86,75 -1,00 9,42
0,3 197,5 28,03 8,06 8,30

1,0 239,3 14,38 7,89 6,56

3,0 280,9 44,24 14,07 4,75

10,0 323,3 114,06 17,98 541

30,0 282,0 54,13 24,63 2,17

9.2 Durchmesser und Zeta-Potential von Wechselwirkungen

amphiphatischer Peptide mit PC- und LPS-haltigen Liposomen

Tabelle 18: Mittelwert und Standardabweichung des Duchmessers und des Zeta-Potentials von LPS-haltigen

Liposomen
Mittelwert | _orandard- |y elwery | Standard-
Tag abweichung abweichung
@ [nm] z[mV]
o z
PC:LPSRa(90: 10) 2 65,23 0,73 -35,73 3,18
5 62,67 1,29 -32,68 2,36
7 61,55 0,21 -34,60 3,28
PC:LPSRa(80: 20) 2 81,51 4,07 -35,25 3,67
5 88,24 2,94 -29,70 3,08
7 92,60 10,43 -32,80 2,84
PC:LPSRe (90: 10) 2 70,63 1,05 -49,40 4,97
5 69,88 1,64 -45,90 6,17
70,20 1,07 -43,75 1,46
PC:LPSRe (80: 20) 2 72,78 0,58 -51,47 4,25
5 71,44 0,79 -47,60 4,13
7 72,42 1,03 -50,80 3,68
PC:LPSRa(70: 30) 2 77,54 1,97 -46,32 6,00
5 74,62 0,29 -50,17 4,85
7 79,34 1,30 -50,95 3,79
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Die gesamten Rohdaten, einschlieRlich der Messungen (iber die Wellenlangen 300 nm bis

700 nm sind der beigefligten CD-ROM zu entnehmen.

9.3.1 Extinktionen der Kalibrierstandards aus PC

Tabelle 19: Extinktionen der Kalibrierstandards aus PC bei 472 nm

Extinktionsmessungen der Standardreihen I bis VI bei A 472 nm

cin Standard | | Standard Il | Standard lll | Standard IV | Mittelwert Stanfiard-
UM abweichung
0 0,001 0,002 0,000 0,000 0,001 0,0010
0,032 0,033 0,031 0,030 0,032 0,0013
0,064 0,062 0,058 0,059 0,061 0,0028
16 0,125 0,130 0,123 0,120 0,125 0,0042
24 0,191 0,194 0,190 0,186 0,190 0,0033
32 0,256 0,263 0,254 0,260 0,258 0,0040
40 0,321 0,322 0,328 0,324 0,324 0,0031
48 0,387 0,395 0,369 0,403 0,389 0,0145
56 0,447 0,445 0,472 0,437 0,450 0,0151
64 0,519 0,520 0,520 0,522 0,520 0,0013
80 0,627 0,643 0,648 0,557 0,619 0,0421

9.3.2 Extinktionen der Kalibrierstandards aus PC : PS (80 : 20)

Tabelle 20: Extinktionen der Kalibrierstandards aus PC : PS (80 : 20) bei 464 nm

Extinktionsmessungen der Standardreihen | bis IV bei A 464 nm
:13 Standard | | Standard Il | Standard Ill StaT\cjlard Mittelwert a:ﬁ:?j::;g
0,021 0,024 0,030 0,033 0,027 0,005
8 0,051 0,056 0,060 0,056 0,056 0,004
16 0,103 0,103 0,118 0,117 0,110 0,008
24 0,147 0,162 0,170 0,169 0,162 0,011
32 0,214 0,221 0,227 0,239 0,225 0,011
40 0,258 0,285 0,286 0,295 0,281 0,016
48 0,326 0,336 0,350 0,357 0,342 0,014
56 0,357 0,374 0,376 0,427 0,384 0,030
64 0,381 0,424 0,462 0,453 0,430 0,036
80 0,514 0,557 0,533 0,573 0,544 0,026
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