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1. Einleitung

1.1. Aufbau von Plasmamembranen eukaryonter Zellen

Tierische Zellen sind von einer Plasmamembran umschlossen, deren Grund-
substanz von Lipiden gebildet wird. Die Lipide sind amphiphil, das heif3t sie
bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe, an die sich zwei lange, hydro-
phobe Kohlenwasserstoffketten anschlielRen. Die monomeren Lipide lagern sich
im Wasser spontan zu 4 bis 5 nm dicken Doppelschichten (Bilayer) zusammen,
indem sich die hydrophilen Kopfgruppen auflen, dem Wasser zugewandt,
anordnen und die beweglichen, hydrophoben Acylketten aneinanderlagernd
eine nicht wassrige Olphase bilden [38]. Die aus der Lipiddoppelschicht be-
stehende Zellwand trennt die im Zytosol liegenden Zellorganellen von ihrer
Umgebung und erlaubt durch Diffusion, aktive Transportmechanismen sowie
Endo- und Exozytose den Stoffaustausch [38].

A Zg.:llmémhmn Glycoproteid auBen
AT Glycolipid
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Abbildung 1: Beispielhafte Darstellung einer Zellmembran
Quelle: Zentrum fur Unterrichtsmedien im Internet e.V.
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In die von der Lipiddoppelschicht gebildete Matrix der Plasmamembran lagern
sich Proteine, Glycoproteine und -lipide sowie Steroide ein [123].

Das bekannteste Modell der Biomembranen ist das von Singer und Nicholson
1972 entworfene ,fluid mosaic model of the structure of cell membranes” [138].
In den letzten Jahren zeigten Studien zunehmend, dass die Lipide in den Mem-
branen nicht gleichmaRig verteilt sind, sondern Regionen bestehen, die einen
erhdhten Anteil an bestimmten Lipiden ausweisen [20, 19, 136]. Man kann
heute also eher von einem ,mosaic of lipid domains” sprechen [43].

Die monomeren, membranbildenden Lipide sind meist Phospholipide, wie das
Phosphatidylcholin (PC), -ethanolamin (PE), -serin (PS), -inositol (PI), -glycerol
(PG) und das Sphingomyelin (SPH). Die hydrophilen Kopfgruppen entscheiden
uber den Hydratationsgrad, die Ladung und Uber das Vorhandensein moglicher
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen benachbarten Molekulen. Bei neutra-
lem pH liegen die Kopfgruppen entweder als neutrales Zwitterion (PC, PE) oder
als einfach negativ geladenes Anion (PS, PG, PI) vor [123]. Das Grundgerust
der Phospholipide bildet Glycerol, an dessen C-1 und C-2 zwei Fettsaureketten
unterschiedlicher Lange und Sattigungszustand hangen. Am C-3 ist ein Phos-
phorsaurerest mit einer Hydroxygruppe verestert. Die polaren Kopfgruppen
konnen mittels Basenaustausch verandert werden [74]. Die Synthese von
Phosphatidylserin in tierischen Zellen geschieht fast ausschlieBlich Uber den
Austausch von L-Serin gegen Ethanolamin bei Phosphatidylethanolamin im
endoplasmatischen Retikulum [150].

Vor allem im Nervengewebe haben die Glycolipide, wie z.B. die in der Studie
verwendeten Glucosyl- (GluCer) und Galactosylcerebroside (GalCer) eine
entscheidende funktionelle Bedeutung, u.a. als Membranstabilisatoren, Ober-
flachenantigene und fur die Signallbertragung [43, 89]. Im Gegensatz zu den
Phospholipiden bestehen die hydrophilen Kopfgruppen aus Oligosacchariden
und die hydrophoben Anteile aus einer breiten Ceramidbasis an der eine Fett-
saurekette angehangt ist. Die Einteilung der Glycolipide erfolgt anhand ihrer
Kopfgruppen. Z.B. kdnnen neutrale Glycosphingolipide Glucose, Galactose, N-
acetyl Galactosamin oder Fucose enthalten. In geladenen Glycosphingolipiden

kann die Saccharidgruppe an Sulfat (Sulfatide) oder ein oder mehrere Sialin-
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sauren (Ganglioside) gekoppelt sein. Die Ceramidfraktion besteht aus einer
.long chain base“ (LCB). Bei Cerebrosiden und Sulfatiden sind die vorherr-
schende LCB Arten ungesattigtes Cg-sphingosin und gesattigtes Cs-sphinga-
nin. Bei Gangliosiden finden sich vornehmlich Cyp-sphingosin und Cyo-sphin-
ganin. An die LCB sind Fettsaureketten angekoppelt, welche in der Anzahl der
C-Atome sowie dem Sattigungs- und Hydratationsgrad stark variieren [89].
Untersuchungen von Erythrozyten verschiedener Spezies stellen dar, dass die
verschiedenen Lipide nicht gleichmaRig tber die Membran verteilt sind, sondern
aullere und innere Schicht des Bilayers unterschiedliche Lipidzusammen-
setzungen aufweisen kdnnen und auch innerhalb einer Schicht kann ein be-
stimmtes Lipid vermehrt vorkommen (Lipidasymmetrie) [93, 12]. Auch an Mem-
branen von Zellorganellen werden Lipidasymmetrien beschrieben [145].

In Zellmembranen, vor allem des Nervengewebes konnten Regionen mit erhoh-
ten Glycolipidanteilen gefunden werden. Darunter Einstilpungen der Membran
,caveolae“ mit einem Durchmesser von 50 bis 100 nm und sogenannte ,rafts*
[20, 19, 136], die am ehesten als frei schwimmende Inseln (Durchmesser 50 bis
70 nm) in den Membranen beschrieben werden konnen und neben Glycolipiden
auch einen hohen Cholesterolanteil aufweisen. Die Detektion dieser Regionen
erfolgte, da sie Losungsmittel resistent sind, bzw. erschwert durch Detergentien
aufgeldst werden kénnen. Dabei wird dem Cholesterol die Fahigkeit zugespro-
chen, die Rigiditat der Regionen zu erhohen [89, 43]. Sowohl in den ,caveolae”
als auch an die ,rafts“ sind eine Reihe von Proteinen gebunden, GPI-Anchor-
Proteine (z.B. IgE Rezeptor FceRI, ein Transmembranprotein) [20], cholesterin-
binding Protein Caveolin [139] oder acetylierte Protein Tyrosin Kinase [19]. Den
Jrafts” und ,caveolae” konnten eine entscheidende Rolle bei dem Inner-
zellularen Stoffaustausch, der Signalubertragung von Nervenzellen, bei der
Entstehung von Alzheimer, HIV und Prionerkrankungen sowie als ,Eintritts-
pforten® fir Bakterien zugewiesen werden [als Review: 43, 89].

Weitere funktionelle Bedeutungen der Ungleichverteilung konnen in einem re-
gulatorischen Einfluss auf die Fusion von Membranen im Sinne der Exo- oder
Endozytose liegen. Es wird diskutiert, dass entweder vorhandene oder durch

aktiven Prozess zusammengestellte Lipidasymmetrien der Bilayerstruktur eine
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Fusion mit Vesikeln entweder fordern oder verhindern [40]. Dabei wird dem
Phosphatidylserin eine Fusions erleichternde Fahigkeit zugesprochen [123].
Durch entsprechende Lipidkomposition kann die Membranfluiditat beeinflusst
[115] und die Phasenubergangstemperaturen von Membranen konnen veran-
dert werden. Die Lipidkomposition bildet die Matrix fur die Orientierung und Ein-
lagerung von Proteinen. Somit hat sie auch eine wichtige Funktion bei der
Wechselwirkung von Zellen untereinander und zwischen Vesikeln und Zellen.
Sie hat eine grundlegende Funktion fir die Zellabwehr und den Zellschutz [123].
Verlust der Asymmetrie der Lipiddoppelschicht fuhrt bei McEvoy et al. zu
erhohter Phagozytose der betroffenen Erythrozyten durch Makrophagen [93].
Die Hypothesen zur Entstehung von Asymmetrien postulieren einerseits eine
primare Ungleichverteilung der Lipide bei der Membranbildung, andererseits
entweder einen spateren Austausch bereits eingebauter Lipide innerhalb des
Bilayers mit Hilfe von Enzymen (Flip - Flop - Mechanismus) [149] oder enzym-

katalysierte Veranderung der hydrophilen Kopfgruppe der Lipide [123].

1.2. Phosphatidylserin

Das ubiquitar vorkommende und auch endogen gebildete Phospholipid Phos-
phatidylserin (PS) ist das wichtigste saure Phospholipid im Gehirn. Es wurde
1942 erstmals von Jordi Folch isoliert und charakterisiert. PS findet sich in allen
biologischen Membranen von Menschen, Tieren, hoheren Pflanzen und Mikro-
organismen. Der Gesamtbestand an PS wird beim Menschen auf ca. 60 g
geschatzt. Davon entfallen allein 30 g auf das Zentralnervensystem, wo es
15 % der Gesamtlipidmenge ausmacht. In anderen Geweben variiert der Anteil
des PS am Gesamtlipidpool: Lunge (7,4 %); Testikel (6,4 %), Niere (5,7 %),
Leber (3,8 %), Skelettmuskulatur (3,3 %), Herzmuskel (3,2 %) und Blutplasma
(0,2 %) [68]. PS wird in die Zellmembran eingebettet und fungiert zusammen
mit anderen Phospholipiden als deren Grundbaustein. Diese Membranphos-
pholipide spielen eine zentrale Rolle fur die interzellulare Kommunikation und
fur die Ubertragung biochemischer Signale in das Zellinnere, wo auf diese
Weise zellulare Reaktionen ausgelost werden. Das einwandfreie Funktionieren

dieser Prozesse ist insbesondere im Zentralnervensystem von entscheidender
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Bedeutung. Theoretischen Uberlegungen zufolge unterstiitzt PS den Zellstoff-
wechsel und die interzellulare Kommunikation, indem es die Fluiditat der Zell-
membran beeinflusst [74, 75, 17].

Nachgewiesen sind die Auswirkungen einer oralen PS-Supplementation auf die
neuronalen Membranen, auf den Zellstoffwechsel und die Enzymaktivitat [31, 5,
25, 30]. So aktiviert PS die Proteinkinase C in der Gro3hirnrinde von alternden
Ratten, ein Enzym der Neurotransmittersignalibertragungskaskade. Ebenso
werden die Tyrosinhydrolase, die Acetylcholinesterase und die Na/K-ATPase
aktiviert [71]. PS hat einen erheblichen Einfluss und auf spezifische Neuro-
transmittersysteme, darunter das Azetylcholin-, das Noradrenalin-, das Sero-
tonin- und das Dopaminsystem [31, 30, 25, 5, 23]. Zahireiche klinische Studien
belegen, dass PS eine signifikante positive Wirkung auf die kognitiven Funk-
tionen aufweist, insbesondere auf die Funktionen, die mit zunehmendem Alter
tendenziell nachlassen, wie z.B. Gedachtnis- und Sprachleistung sowie Lern-
und Konzentrationsfahigkeit.

Der Alterungsprozess ist haufig mit strukturellen und biochemischen Verande-
rungen im Gehirn verbunden. Hierzu gehodren u.a. eine veranderte Lipidzusam-
mensetzung der Nervenzellmembran, die Storung neuronaler Enzymaktivitaten,
eine Verminderung der Synthese und des Abbaus von Neurotransmittern und/
oder eine verminderte Synapsendichte [109]. Altersbedingte Veranderungen in
der Zusammensetzung der Nervenzellmembran kdnnen zu neurochemischen
Storungen fuhren, die zu einem Anstieg der Membranviskositat beitragen
und auf diese Weise enzymatische Aktivitadten reduzieren, die eine optimale
Fluiditat voraussetzen [75]. Diese Membranveranderungen kdnnen indirekt fur
die Storung von Enzymaktivitdten und Rezeptorfunktionen sowie fur die
Veranderung von Transmembran-Carrier-Proteinen und elektrischen Eigen-
schaften von Neuronen verantwortlich sein und so zu einer Beeintrachtigung
von Verhalten, Gedachtnis und Lernfahigkeit fihren [77].

Die Verabreichung von PS an alternde Ratten verhindert nicht nur den alters-
bedingten Verlust von dendritischen Dornen in den Pyramidenzellen des Hippo-

campus und eine Atrophie der cholinergen Zellen im basalen Vorderhirn, son-
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dern verstarkt auch die Dopaminfreisetzung aus dem Corpus striatum und
stimuliert die Freisetzung von Azetylcholin aus der Grol3hirnrinde [109, 71].
Klinische Studien, in denen bei Alzheimer-Patienten die Glucoseutilisation im
Gehirn mittels PET untersucht wurde, ergaben eine erhéhte Glucoseutilisation
bei PS-supplementierten Patienten, vornehmlich in den temporoparietalen Re-
gionen, die besonders von der Alzheimer-Krankheit betroffen sind [61, 60, 77].
PS schutzt die Zellen auch vor einer Schadigung durch freie Radikale. In Kul-
turen menschlicher Fibroblasten, die mit PS vorbehandelt waren, wurde eine
signifikante Verminderung der Zellschadigung durch enzymatische Oxidation
von Azetaldehyd unter Katalyse der Xanthinoxidase festgestellt [78].
Pharmakokinetische Studien zeigen, dass exogenes PS durch die Blut-Hirn-
Schranke ins Gehirn gelangt, wo es eine besonders hohe Affinitat zum Hypo-
thalamus zu haben scheint. Bei oraler Verabreichung wird das Konzentrations-
maximum nach 1 bis 4 Stunden erreicht. Die orale LD50 bei Ratten betragt
>5 g/lkg Korpergewicht. Hinweise auf teratogene Wirkungen bei Ratten oder
Kaninchen liegen nicht vor. Auch Mutagenitatstests verliefen negativ. Eine
Vertraglichkeits- und Toxizitatsstudie an 130 Patienten ergab keine signifikanten
Veranderungen von Blutbildwerten oder Serumchemie, mit Ausnahme einer
signifikanten Abnahme von SGPT- und Harnsaurespiegeln [62, 24].

Studien zur Wirkung von Phosphatidylserin bei Patienten mit altersassoziierten
Gedachtnisstorungen ergaben, dass PS ein wirksames Therapeutikum fur diese
verbreitete Alterserscheinung ist. In der grofdten dieser Studien, einer multizen-
trischen placebokontrollierten Studie mit 494 alteren Teilnehmern, war in der
PS-Gruppe (300 mg/die) im Vergleich zur Placebogruppe eine signifikante Bes-
serung von Verhaltensstorungen (Verlust von Motivation, Antrieb und Interesse
an der Umwelt, gestortes Sozialverhalten) sowie von Gedachtnisleistung und Lern-
fahigkeit zu beobachten [25]. Zahlreiche weitere Studien, in denen meist eben-
falls 300 mg/die PS verabreicht wurden, ergaben eine ahnlich signifikante
Verbesserung von Lernfahigkeit, Gedachtnisleistung, Konzentrationsfahigkeit
und Abrufbarkeit von Gedachtnisinhalten [137, 57, 119, 22, 3, 84, 120, 130, 133].
Gegenstand medizinischer Studien ist auch die Frage, ob Phosphatidylserin

bei Alzheimer-Patienten eine positive Wirkung aufweist. In der Regel fuhrt die
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Verabreichung von PS zu einer signifikanten Besserung von Angstsymptomen,
Antrieb, Gedachtnisleistung und kognitiven Fahigkeiten. In einer placebokon-
trollierten Studie erhielten 142 Alzheimer-Patienten PS (200 mg/die) Uber einen
Zeitraum von drei Monaten. Die Nachbeobachtungszeit betrug 24 Monate. In
einer Untergruppe von Patienten mit schwerer Beeintrachtigung der kognitiven
Leistung wurde drei Monate nach Behandlungsende eine signifikante Besse-
rung auf der Demenzbeobachtungsskala nach Blessed (Aktivitaten des taglich-
en Lebens, Informationsverarbeitung, Gedachtnis flr Personen und Sachver-
halte) registriert [6]. In anderen Studien, in denen meist 300 bis 400 mg taglich
verabreicht wurden, war die Besserung tendenziell bei denjenigen Probanden
am starksten ausgepragt, die weniger schwere kognitive Beeintrachtigungen
aufwiesen [10, 9, 14]. In einer Studie war die Besserung nur vorubergehend
und nach 16 Wochen nicht mehr erkennbar [30].

Maggioni und Mitarbeiter untersuchten die Wirkungen oraler PS-Gaben (300
mg taglich) auf depressive altere Patienten ohne Zeichen einer Demenz und
stellten nach 30 Tagen eine signifikante Besserung der depressiven Symp-
tomatik fest. Auch Gedachtnis und Verhaltenssymptome besserten sich im Ver-
gleich zu Placebo [141].

Offenbar moduliert PS die Freisetzung von Kortisol in Stress-Situationen. In
einer Studie zu belastungsinduziertem Stress, lagen nach der Belastung die
ACTH- und die Kortisolspiegel bei gesunden Probanden, die 800 mg PS taglich
erhielten, niedriger als in der Placebogruppe. Vermutlich beeinflusst PS die
hypothalamische Freisetzung von Corticotropin Releasing Faktor, der unter
Stressbedingungen die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse akti-
viert. Diese Beobachtung konnte auch die antidepressive Wirkung von PS
erklaren, da bei depressiven Patienten haufig ein Hyperkortisolismus zu
beobachten ist [42, 44, 11, 112].

1.3. Kunstliche Membransysteme

Im Jahre 1964 beobachteten Bangham und Horn [10], dass sich Phospholipide
in wassriger Losung spontan zu lamellaren, konzentrischen Korpern, den Lipo-

somen, zusammenschlieen. Der Grund fur das Selbstaggregationsverhalten
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der Phospholipide beruht auf ihrer Zusammensetzung aus der hydrophoben
Acylkette, dem zwischengeschobenen Glycerolrest und dem Phosphatester als
hydrophilen Kopf. Die Summe der Wechselwirkungen von sich absto3enden
hydrophilen Kopfgruppen und der Anziehung der Molekile durch die hydropho-
ben Kohlenwasserstoffketten fuhrt zur Ausbildung von Bilayerstrukturen, die in
wassrigem Medium spontan liposomale Strukturen bilden. Besonders unter me-

chanischer Einwirkung bilden sich spontan auch multilamellare Liposomen [9].

Lipoom

) Bilayer

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Liposoms
Abbildung nach Ruckert [43]

Der Membranstruktur lebender Zellen sehr ahnlich, kdnnen sie mit Zellmem-
branen fusionieren, Lipide austauschen, an die Zelloberflache adsorbieren und
von ihnen phagozytiert werden [114].

Seither werden die Liposomen als kinstliche Membranmodelle in der Bioche-
mie und Molekularbiologie eingesetzt. Durch die Ahnlichkeit des Liposomenbi-
layers mit Zellmembranen weisen sie nur geringe Immunogenitat auf und kon-

nen mit Plasmalipoproteinen interagieren [8].
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Durch die vor auRern Einflissen schutzende Lipidhulle eignen sich Liposomen
als Medikamententrager fur die intrazellulare Therapie. Durch Inkorporierung
nicht membrangangiger Substanzen in das Liposomeninnere erhofft man sich
vor allem Schutz vor enzymatischem oder hydrolytischem Abbau. Mit Hilfe des
Transportes in Liposomen soll das Pharmakon, um Nebenwirkungen zu
verringern und einen hoheren therapeutischen Effekt zu erreichen, gezielt
seinen Wirkort erreichen. Uber Phagozytose oder Membranfusion kénnen die
liposomal verkapselten Therapeutika intrazellular aufgenommen werden. Dabei
interagiert die aulere Lipidschicht der Liposomen mit den biologischen
Membranen, Flussigkeiten oder gelosten Stoffen, wahrend die innere Lipid-
schicht vornehmlich mit den inkorporierten Substanzen wechselwirkt [70].
Liposomen werden parenteral, subkutan, oral und topisch appliziert [122].

Durch die kovalente Kopplung der Liposomenoberflache mit Antikdrpern [63],
die an hydrophobe Ankermolekulle gekoppelt sind, oder Lektinen [7] kann ein
gezieltes Drug Targeting vermittelt werden. Der gebundene Antikdrper erkennt
bestimmte Zellen und bringt sie durch Bindung mit dem Liposom in Kontakt.
Das Liposom kann so seine inkorporierten Wirkstoffe vor Ort freigeben. Der
Einbau von Monosialogangliosiden [50] oder an Polyethylenglykol gebundene
Lipide [17] in den Lipidbilayer kann die Eliminierung der Liposomen durch das
RES unterdriicken. Somit kann die Halbwertszeit im systemischen Kreislauf
nach intravendser Injektion verlangert werden. Die Liposomen-Zell-Interaktion
ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden. Spezifische oder unspezifische
Adsorption an die Zelloberflache Uber Antikdrper, Lektine oder bestimmte
Rezeptoren, Endozytose der Liposomen, Fusion der liposomalen Lipiddoppel-
schicht mit der Zellmembran und der Austausch von Lipiden zwischen beiden
Strukturen werden als die wichtigsten Prozesse angesehen [102, 66, 88].
Liposomen werden fur die antimikrobielle und chemotherapeutische Therapie
gegen parasitare und fungide Infektionen sowie neoplastische Krankheiten ein-
gesetzt [85, 49, 143, 14].
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Nach der Definition der Proc. of Conference of the New York Academy of
Sciences (1977) teilt man in drei Liposomentypen ein:
e kleine, unilamellare Vesikel (small unilamellar vesicles, SUV), Grofze 20 bis
50 nm
e grolde, unilamellare Vesikel (large unilamellar vesicles, LUV), GroRe 60 bis
1000 nm
e multilamellare grol3e Vesikel (multilamellar large vesicles, MLV), Groflze 100
bis 5000 nm
Zur Herstellung der Liposomen konnen verschiedene Phospho- und Sphingo-
lipide eingesetzt werden, wobei am haufigsten die Molekile Phosphatidylcholin,
-ethanolamin, -serin, -glycerol, Sphingomyelin und Cholesterol zur Anwendung
kommen.
Die Ladung der einzelnen Membranmonomere ergibt sich, wie in naturlichen
Membransystemen, aus dem Zusammenwirken von einfach negativ geladenem
Phosphorsaurerest des Glycerols und Ladung des angehangtem hydrophilen
Kopfteiles.
GrofRe und Lamellaritat der Liposomen variieren mit den unterschiedlichen Her-
stellungsmethoden, die von der einfachen Filmmethode [8] Uber mechanische
Verfahren (wie z.B. Druckfiltration/Extrusion [91] oder Ultraschallbehandlung
einer MLV-Suspension [64]), Losungsmittelinjektion (bei denen in Ethanol oder
Ether geldste Lipide in Pufferlosungen eingebracht werden [33]) bis zu Gefrier-
Tau-Verfahren [92] und der in vorliegender Studie verwendeten Mischzellen
Dialyse [122] entwickelt worden sind. Die Dialyseverfahren beruhen auf dem
Prinzip der Uberfiihrung von Mischmizellen, bestehend aus Phospholipiden und
geeigneten Mengen und Typen von Detergentien, in unilamellare Liposomen
uber Abdialysieren des Tensides. Das Verfahren ist ausschlieRlich thermody-
namisch kontrolliert und nicht von au3eren Driicken, Scherkraften oder anderen
Kraften zur Energieerzeugung abhangig, sodass seine milden Herstellungs-
bedingungen und der geringe Energieaufwand eine hohe Reproduzierbarkeit
erzeugen [122, 100].
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1.4. Lipidtransferproteine (LTP)

Lipidtransferproteine vermitteln den intrazellularen Transfer und Austausch von
neutralen und geladenen Glycolipiden, Phospholipiden und neutralen Lipiden,
wie Cholesterolester und Triglyceriden, zwischen Membranen [126, 153]. |hre
physiologische Aufgabe wird im Transport von Phospholipiden vom Ort ihrer
Synthese im Endoplasmatischen Retikulum zu anderen Membranen der Zelle
gesehen [36]. Die Proteine erfullen vielleicht eine wichtige Funktion fur die Auf-
rechterhaltung zellularer Membranen und in der Membranbiosynthese [36].
Abhangig von ihrer Lokalisation werden sie in extra- und intrazellulare LTP klas-
sifiziert. Extrazellulare LTP findet man im Blutplasma einiger weniger Spezies.
Obwohl sie auch Phospholipide transportieren, sind sie eher spezifisch fur nicht
membranbildende Lipide wie Triglyceride und Cholesterolester. Wahrscheinlich
sind sie in vivo fur den intravaskularen Transfer und Austausch von Fetten zwi-
schen Plasmalipoproteinen oder zwischen Partikeln und Zellen zustandig. Intra-
zellulare Phospholipidtransferproteine hingegen kdonnen aus vielen tierischen
und pflanzlichen Geweben isoliert werden [126, 129].

Der intrazellulare Austausch von Lipiden zwischen Mitochondrien und Mikroso-
men aus der Rattenleber ist 1968 von Wirtz und Zilversmit erstmals beschrie-
ben [154] und einige Jahre spater ist LTP aus Rinderherz isoliert worden. Das
intrazellulare LTP ist in einer Vielzahl von Saugetieren, Pflanzen und Mikroor-
ganismen nachgewiesen worden [126]. Abhangig von der Anzahl der spezifi-
schen Lipide, die transportiert werden konnen, wird in mono-, oligo- und unspe-
zifisches LTP unterschieden [129].

Metz und Radin [97] entdeckten 1980 erstmals Glycolipidtransferproteine
(GLTP) die sie erst Cerebrosid-Aufnahme-Proteine nannten. Die Proteine kata-
lysieren den Transfer von einer Vielzahl von neutralen oder geladenen Glyco-
lipiden. Dabei sind die Transferraten invers zur Lange den Zuckerketten der
Glycolipide korreliert [155]. Die ersten GLTP wurden aus Rindernieren isoliert
und haben ein Molekulargewicht von 20.300 Dalton [98]. In der Folge konnten
auch aus Rinderhirn [97, 54], Schweinehirn [11] und Rattenhirn [127] GLTP mit
Molekulargewichten von 20.000 bis 23.000 [126] isoliert werden.
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Obwohl die Funktionsmechanismen des LTP noch nicht vollstandig verstanden
sind, werden fur einzelne LTP spezifische Reaktionsweisen diskutiert. Sasaki
et al. [128] zeigten, dass GLTP mit den Glycolipiden einen intermediaren
wasserloslichen Komplex bilden. Sie schneiden quasi die Lipide aus einer
Membran, formen einen Komplex mit ihnen, transportieren das Lipid durch das
wassrige Zellsoma — oder eine wassrige Losung in vitro — und geben das Lipid
dann an eine Akzeptormembran ab. Wahrscheinlich fuhren sie so einen Netto-
transfer der Lipide von einer Donor- zu einer Akzeptormembran durch. Im Ge-
gensatz zu bei unspezifischen LTP (ns-LTP) diskutierten Donormembran-LTP-
Akzeptormembran-Komplexen, bei denen ein Austausch von ,Donorlipiden®
gegen ,Akzeptorlipiden“ diskutiert wird [126]. Kamp et al. beschreiben, wie
Phosphatidylcholinspezifisches LTP sein Substrat in Form eines Komplexes
bindet und das gebundene PC-Molekul mit einem anderen PC eines Mono-
layers austauschen kann [141, 72]. Oligospezifisches Phosphatidylinositol-
Transportprotein, das als I6slicher Lipidcarrier auch PC tragen kann, tauscht in
Membranen mit geringem PI-Gehalt das mitgebrachte Pl gegen PC der Mem-
bran aus [73]. Nichtspezifisches ns-LTP bindet Lipide nicht direkt [29, 147],
sondern formt mit der Donor- und Akzeptormembran einen Komplex. Es
ermdglicht und beschleunigt auf diese Weise den Austausch der Lipide von
Membran zu Membran [147, 4, 96]. Nichols vermutet in Bezug auf den
Lipidaustausch durch die ns-LTP einerseits einen monomerischen als auch
einen durch Kollision herbeigefuhrten Austausch [104].

Die physiologische Funktion der LTP wird im Membranaufbau und -erneuerung,
als Carriersystem fur nicht wasserldsliche Substanzen, die Substrate oder Pro-
dukte enzymatischer Reaktionen sind, und als Regulationsglied in der Biosyn-
these der Lipide vermutet.

Die LTP gestatten durch ihre vielfaltigen Anwendungsmaglichkeiten Einblick in
die Verteilung der Lipide innerhalb biologischer Membranen zu nehmen, mit
Hilfe des Einbaus radioaktiver Lipide Auskunfte ber Asymmetrien und den Flip-
Flop Mechanismus [47] zu erhalten und Vesikel/Zell — oder Zell/Zellwechsel-
wirkungen zu beobachten. Sie geben Aufschluss Uber den Einfluss der

Membranlipidzusammensetzung auf die Aktivitat mikrosomaler Enzyme. Mittels
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LTP-katalysiertem Einbau von Lysophosphatidylcholin in Rattenleber Mikro-
somen beobachten Dyatlovitskaya et al. [39] Aktivitatssteigerung der Glucose-
6-phosphat-Phosphohydrolase und Verringerung der Cytochrom P-450 Akti-
vitat. Die Modifikation der Lipidzusammensetzung durch Einbringen von Phos-
phatidylinositol durch unspezifisches LTP in Plasmamembranen der Rinder-
schilddrise fuhrt zur Inhibition der TSH-stimulierten Adenylatcyclase [35]. Der
Vorteil der Verwendung von LTP zur Herstellung zum Studium geeigneter
Membransysteme besteht in der schonenden Modifikation, wobei keine mem-
branzerstorenden Amphiphile wie das Lysophosphatidylcholin bei der Phos-
pholipasebehandlung entstehen. Das Phospholipid-Protein-Verhaltnis wird
nicht, wie moglicherweise beim Einsatz von Phospholipidvesikeln, gestort und
die Verwendung von LTP gestattet Inkubationsbedingungen, unter denen keine
Veranderungen im Phospholipid-Cholesterol-Verhaltnis entstehen. Anderungen
im Cholesterolgehalt der Membran haben Effekte auf die Adenylatcyclase-
aktivitat gezeigt [35], deren physikochemischer Status die Komposition der

Lipidumgebung beeinflusst [121].

1.5. Resonanz-Energie-Transfer (RET)

Der Austausch von Lipiden zwischen naturlichen und kunstlichen Membranen
unterschiedlichen Aufbaus mit Hilfe eines Lipidtransferproteins, kann durch
unterschiedliche Testverfahren, NMR, ESR und Fluoreszenzspektroskopie [12],
Antigeneinschluss in Liposomen und anschlieRende Trennung mittels Immuno-
prazipitation [41] und dem in vorliegender Studie verwendeten Energietrans-
fersystem zwischen Nitrobenzoxadiazol (NBD) markierten Lipidanaloga und
RhodaminB (RhB) markierten Lipiden [106] am Anstieg der Fluoreszenzemis-
sion dargestellt werden. Auch der Einbau pyrenmarkierter Lipide mit Quench-
Molekulen wird im Fluoreszenztest gemessen [140]. Des weiteren kann die
Aktivitat des Lipidtransferproteins mittels radioaktiver Markierung der zum
Austausch anstehenden Lipide [35, 16] ermittelt werden.

Die Kinetik und Aktivitat des Lipidtransfers zwischen Vesikeln messen Nichols
und Pagano 1982 mit Hilfe einer Fluoreszenztechnik, die auf dem Resonanz-

Energie-Transfer (RET) zwischen Nitrobenzoxadiazol (NBD) Acylkettenmar-



Einleitung Seite 21

kierter Lipide und RhodaminB (RhB)-markierter Phospholipide beruht [105]. Die
Auswertung des Assay bedarf im Gegensatz zu anderen Verfahren, die z.B. auf
Radiomarkierung der Lipide beruhen, nicht der Separation der Donor- und
Akzeptorvesikel.

Das Messprinzip beruht auf der raumlichen Nahe zweier Fluorophore, deren
Emissions- und Anregungsspektren sich Uberlagern [106]. Fluorophore werden
durch Licht einer bestimmten Wellenlange (Exzitationsbande) angeregt, d.h. mit
Energie ,aufgeladen®. Diese Energie strahlen sie als Licht bei einer anderen
Wellenlange (Emissionsbande) wieder ab. Dabei hat jede Fluorophorspezies fur
sie typische Exzitations- und Emissionsbande. Beim RET hat die Emis-
sionsbande des von auf’en angeregten Fluorophors (Energiedonor) dieselbe
Wellenlange wie die Exzitationsbande des zweiten Fluorophors (Energieak-
zeptor). Die raumliche Nahe beider Fluorophore vorausgesetzt, absorbiert das
zweite Fluorophor die vom ersten Fluorophor emittierten Energie komplett.
Somit wird keine Emissionsbande im Abgabespektrum des ersten, sondern
lediglich im Abgabespektrum des zweiten, erregten Fluorophors detektierbar.
Nichols et al. geben einen Abstand von 5,58 nm fur eine Energietransferrate
von 50 % an [106], wogegen andere Autoren mogliche Abstande von 10 nm
diskutieren [53]. Die Wechselwirkungsenergie zwischen angeregtem Donor und
Akzeptor entspricht der zweier Dipole und nimmt mit der dritten Potenz des
Molekulabstandes ab. Die Wahrscheinlichkeit fur den Energietbertrag ist pro-
portional zum Quadrat der Wechselwirkungsenergie und fiihrt zu einer R®-Ab-
hangigkeit. Somit dient der RET als empfindlicher Parameter fur die raumliche
Distanz zweier Fluorophore. Da die Dicke der Lipiddoppelschicht unilamellarer
Liposomen 4,8 nm [123] betragt, gibt es zwei Moglichkeiten der Anordnung
von im RET stehender Fluorophore. Beide Fluorophore befinden sich in der-
selben Schicht oder eines ist im Aulienlayer, das andere direkt gegenlber im
Innenlayer lokalisiert. Durch den Einbau der Fluorophore NBD und RhB in
Liposomen wird ihre bendtigte Nahe erreicht. Stehen alle Fluorophore im RET
wird lediglich Energie der hoheren Emissionswellenlange (bei 590 nm) frei.
Durch VergroRerung des Abstandes zwischen den Fluorophoren, wird auch

Energie der Emissionswellenlange des ursprunglich angeregten Fluorophors
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(bei 520 nm) abgegeben. In Abhangigkeit von Vesikelgrolle, Lipidzusammen-
setzung und Konzentration der Fluorophore wird der Abstand und die Orien-

tierung zueinander und damit die GroRe des Energietransfers beeinflusst [106].

RET- System

470 nm 1 520 nm 2 590 nm

" rel. Fluoreszenz

Abbildung 3: Resonanz-Energie-Transfer
Abbildung nach Ruckert [43]
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1.6. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Lipidzusammensetzungen in biologischen Membranen variieren. Dies flihrt
unter anderem zu verschiedenen Ladungszustanden der Membrane. Ein be-
sonderes Augenmerk wird auf die Funktion des Phosphatidylseringehaltes und
des Glycolipidgehaltes in biologischen Membranen, vor allem in Nervenzell-
membranen gelegt. Mehrere Studien zeigten einen Einfluss von PS auf das
Fusionsverhalten und den Lipidaustausch zwischen Membranen.

Liposomen sind seit 1964 bekannt. Seither dienen sie als Membranmodell und
werden in den letzten Jahren zunehmend als Drug carrier eingesetzt. Liposo-
men besitzen die Eigenschaft mit anderen Liposomen, respektive Membranen
Lipide austauschen zu kdonnen. Es konnte festgestellt werden, dass es mehrere
EinflussgroRen auf die Lipidtransferfahigkeit der Liposomen gibt, wie z.B. Lipid-
zusammensetzung und Grolle der Liposomen, Temperatur und pH im Medium
und Ladungseigenschaften der Lipide.

Da sich hydrophobe Lipide im wassrigen Zellsoma nicht frei aufhalten konnen,
ubernehmen Lipidtransferproteine den Transport der Lipide durch das wassrige
Milieu, z.B. von ihrem Entstehungsort (endoplasmatische Retikulum) zu den
Zielmembranen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es den Einfluss von Krimmung und Ladung
biologischer Membrane auf den Lipidtransferprotein gestitzten Lipidtransfer
zwischen Membranen zu untersuchen.

Hierzu wird als in vitro Model der Transfer von Glycolipiden von Donorlipo-
somen auf Akzeptorliposomen untersucht. Der Transfer wird durch die Zugabe
von Glycolipidtransferprotein katalysiert. Die Zusammensetzung der Donorlipo-
somen variiert ausschlieBlich bezlglich der verwendeten Glycolipide (Galacto-
respektive Glucocerebroside). Die verwendeten Akzeptorliposomen variieren
sowohl in ihrer GroRRe als auch in ihrer Ladung. Die Transferaktivitat wird mittels

Resonanz-Energie-Transfer gemessen.
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1.6.1. Ziele und Aufgabenstellung im Einzelnen sind

. Herstellung und Charakterisierung zweier Donorliposomenspezies die

das RET-System enthalten (NBD-Cerebroside und RhodaminB-PE),
Herstellung und Charakterisierung von insgesamt 45 verschiedenen
Akzeptorliposomenspezies, die durch unterschiedlicher Lipidzusammen-
setzung in GroRe (damit in ihrer Membrankrimmung) und Ladung
variieren

0 Zur Variation im Ladungsverhalten werden 15 Lipidzusammenset-
zungen gewahilt:

= reine PC-Liposomen
» PC/PS-Liposomen ( Verhaltnis 9/1 bis 1/9) und
» PC/PE-Liposomen (Verhaltnis 9/1 bis 5/5)

0 Zur Variation der Liposomendurchmesser werden die drei De-
tergentien OG, Na-Cholat und POE4 verwendet. Die Lipidzu-
sammensetzung hat ebenfalls Einfluss auf die Liposomengrolle

Gewinnung und Aufreinigung von Glycolipidtransferprotein aus Rinder-
hirn

Lipidtransferaktivitatsbestimmung des Systems Donorliposom-Akzeptor-
liposom-GLTP

des weiteren wird in der vorliegenden Arbeit, die Methode des
Resonanz-Energie-Transfer als Testsystem fur die Quantifizierung des

Lipidtransfer Uberpruft.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Name Abklrzungen Herkunft
Salzsaure 1 N HCI Merck, Darmstadt
Natronlauge 1 N NaOH Merck, Darmstadt
Chloroform CHCl,4 Merck, Darmstadt
Natriumcholat Na-Cholat Merck, Darmstadt
Tetraoxyethylenglykolmonoethylester POE, Merck, Darmstadt
L-a-Phosphatidyl-L-Cholin PC Sigma, St. Lois, USA
L-a-Phosphatidyl-L-Serin PS Sigma, St. Lois, USA
Methanol MeOH Merck, Darmstadt
N- Octyl- - D- Glucopyranosid oG Sigma, St. Lois, USA
Natriumchlorid Na ClI Merck, Darmstadt
3-[ N-Morpholino ] propansulfon Saure MOPS Sigma, St. Lois, USA
Aqua-dest Fresenius AG
NBD-Glucocerebroside NBD-Glu Sigma, St. Lois, USA
NBD-Galactocerebroside NBD-Gal Sigma, St. Lois, USA
L-a-Phosphatidylethanolamin PE Sigma, St. Lois, USA
N.—(Lissamin-Rthamin—B—squgnyI)- RhB-PE Avanti Polar Lipids,
diacyl Phosphatidylethanolamin Alabaster, USA
Natriumdithionit Na,S,0, Sigma, St. Lois, USA
Triton-X-100 Triton Merck, Darmstadt
N (@ hydioxyothyl) piperazin-h-2- HEPES | Sigma, St. Lois, USA
Sucrose Sigma, St. Lois, USA
Ethylendiniirolotetraessigszure EDTA | Serva, Heidelberg
3,6-Dioxaoctamethylendinitrolotetra- EGTA Merck, Darmstadt

essigsaure
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Di-Dithiotreitol DTT Merck, Darmstadt
Phenylmethylsulfonylfluanid PMSF Merck, Darmstadt
Amoniumsulfat (NH,),SO, Merck, Darmstadt
Phenol-Reagenz nach Folin-Ciolcateu Merck, Darmstadt
Natrium-Carbonat Na,CO, Merck, Darmstadt
Kupfersulfat Cu,SO, Merck, Darmstadt
Kalium-Natrium-Tartrat K-Na-Tartrat Merck, Darmstadt

2.1.2. Filter und Dialysematerial

Name

Herkunft

Millex-OR 0,22 pm Filter

Millipore S.A. (Molsheim/ France)

Millex-HA 0,45 um Filter

Millipore S.A. (Molsheim/ France)

Dialysemembran, cutoff MG 10000
Dalton

Diachema (Appenzell/ Schweiz)

Dialyseschlauch, cutoff MG 10000
Dalton

Reichelt (Heidelberg)

2.1.3. LOosungen

MOPS-Puffer:
10 mM MOPS Na-Salz
150 mM NaCl
mit HCI auf pH 7,35-7,40 eingestellt
Gewebeaufschlusspuffer:
10 mM HEPES
250 mM Suchrose
10 mM EDTA-Na-Salz
5mM EGTA
0,2 mM DTT
1 mM PMSF
mit HCI auf pH 7,35-7,40 eingestellt
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2.1.4. Gerate
Name Herkunft
Rotationsverdampfer Blchi, Schweiz

Lyophilisator Typ 1052

Christ®, Osterode, Deutschland

Lipoprep® - Dianorm

Diachem AG, Langenau, Schweiz

Nano-Sizer ™ Coulter®

Coulter® Elektronics LTD.
Harpenden, England

Liposomat Typ GD1

Diachem AG, Langenau, Schweiz

Fluorimeter SFM 25

Kontron Instruments, Rotkreuz,
Schweiz

Messerhomogenisator

Edmunt Buhler, Tubingen

Downshomogenisator

Edmunt Buhler, Tubingen

Ultrazentrifuge Typ L 5-75

Beckmann, Miinchen

Zentrifuge Typ CEN-GPR

Beckmann, Miinchen

Rotor T 647.,5

Sorvall Instruments, Wilmington, USA

Maxicoldlab 2021

Pharacia-LKB, Uppsala, Schweden

Easy Reader

SLT, Crailsheim

2.1.5. Tiermaterial

Rinderhirn (schlachtfrisch)

Schlachthof, Tubingen
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2.2. Methoden

2.2.1. Liposomenpraperation und -charakterisierung
2.2.1.1. Theorie zur Liposomenpraperation

Alle in den Versuchen verwendeten Liposomen werden mit der Methode der
schnellen, kontrollierten Detergenzdialyse nach Milsman und Schwendener
hergestellt [123]. Die Methode beruht auf folgendem Prinzip:

Eine Phospholipid-Detergenz-Mischung wird in ein wenig Losungsmittel
(Methanol) gelost und in einen Rundkolben gegeben. Am Rotationsverdampfer
wird durch Unterdruck, mittels Wasserstrahlpumpe, das Lésungsmittel weit-
gehend entfernt. AnschlieRend wird der entstandene Phospholipid-Detergenz-
Film Uber Nacht bei Unterdruck (< 0,2 mbar) lyophilisiert, um die letzen Reste
des Losungsmittels zu entfernen. Der Phospholipid-Detergenz-Film wird in
MOPS-Puffer aufgenommen. In diesem wassrigen Milieu entstehen gemischte
Mizellen. Diese Mizellenlésung wird sterilfiltriert und in die Dialysekammer des
jeweiligen Liposomaten gegeben. Zur Herstellung der Akzeptorliposomen wird
der Liposomat Typ GD1 mit 5 Dialysekammern a 1 ml Volumen verwendet. Bis
zur Liposomen Bildung nach ca. 3 bis 4 Stunden wird gegen 5 | MOPS-Puffer
dialysiert, dann wird der Puffer erneuert und fur weitere 20 Stunden dialysiert.
Zur Herstellung der Donorliposomen wird die Mizellenlosung in die 8 ml
fassende Kammer des Lipoprep® gegeben. Gegen MOPS-Puffer wird daraufhin
fur 6 Stunden dialysiert um das Detergenz zu entfernen. Die Pufferdurch-
flussrate betragt wahrend der ersten Stunde 250 ml/h und spater 100 ml/h.
Bei beiden Liposomaten hat die verwendete Dialysemembran eine Ausschluss-
grenze von 10 kDa. In den Kammern befinden sich nun in Puffer geloste
unilamellare Bilayer Liposomen homogener GrofRe. Die hergestellten Lipo-
somen werden bei Raumtemperatur aufbewahrt, die Fluoreszenzliposomen

werden vor Lichteinfall geschitzt.
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2.2.1.2. Bestimmung der Liposomengrdf3e und Polydispersitat

Die Grofle und Polydispersitat der Liposomen werden mittels Photonenkor-rela-
tionsspektroskopie am Nanosizer® bestimmt [32]. FUr die Messungen werden
10 pl Liposomen 1:100 mit MOPS-Puffer verdinnt und in ein Glasréhrchen
gegeben. Das Gerat misst die durch die Brown'sche Bewegung verursachte
Schwankung der Partikelstreuung. Aus der quantitativen Erfassung der
Schwankungen der Streulichtintensitat berechnet der Apparat den Vesikel-
durchmesser. Dies geschieht Uber eine Autokorrelationsfunktion.

Mit diesem Verfahren konnen PartikelgroRen von 1 nm bis 5§ ym bestimmt
werden. Aulerdem wird die Polydispersitat von 0 bis 9 angegeben. Die Poly-
dispersitat ist ein Mal} fur die Schwankungsbreite der Streulichtintensitat und
damit fur die GréRenhomogenitat der Partikelsuspension. Je kleiner die Poly-
dispersitat, desto einheitlicher sind die Liposomen. Aus jeweils 10 Messungen

wird der Mittelwert errechnet.

2.2.2. Akzeptorliposomen

Um den Einfluss von GroRe und Ladung der Akzeptorliposomen auf den
Lipidtransfer zu ermitteln, werden einerseits verschiedene Lipidzusammen-
setzungen und andererseits verschiedene Detergentien zur Herstellung der
Akzeptorliposomen gewahlt. Alle Akzeptorliposomen habe eine Gesamtlipidkon-
zentration von 17 mmol/l (= 13 mg). Pro Akzeptorliposomencharge wird ein 1 ml

Ansatz gewahlt.
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2.2.2.1. Verschiedene Lipidzusammensetzungen

In dieser Arbeit werden die folgenden drei Lipide verwendet.
1. L-a-Phosphatidyl-L-Cholin (PC):

1l
H2C_O_C_ R1

1
R2_C_O_CH2 .
| 9 Gt
H,C-O-P-O-CH,-CH,-N "-CH,
o} CH,
2. L-a-Phosphatidyl-L-Serin (PS):
]
H,C-O-C-R,
1
R,-C-O-CH
Ty N
H,C-0-P-0-CH,C-C=0
H O
3. L-a-Phosphatidylethanolamin (PE):
D
HzC_O_C_R1
1l
RZ_C_O_CHZ
| o |H+
H2C_O_E_O_CH2_CH2_|N _H
@) H

Die raumliche Struktur der Lipide zeigt Unterschiede. PC hat eine zylindrische,
PE eine konische Struktur. Dies fuhrt dazu das PE sich hauptsachlich im
Innenlayer anreichert und zur Entstehung groRerer Liposomen beitragt. Je
hoher der Anteil an PS, mit einer eher antikonischen Struktur, desto kleiner die
Liposomen [80]. Bei einem pH von 7 bis 8 ist PS negativ geladen wahrend PC

und PE keine elektrische Ladung aufweisen.
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PE PC PS

Abbildung 4: Schematisierte Darstellung der Lipide

Die Lipidzusammensetzung der Akzeptorliposomen wird, wie in Tabelle 1, auf

Seite 31 aufgelistet, gewahit.

Tabelle 1: Lipidzusammensetzung der Akzeptorliposomen

Lipide Prozentuales Verhaltnis
PC 100
PC/PS 90/10
PC/PS 80/20
PC/PS 70/30
PC/PS 60/40
PC/PS 50/50
PC/PS 40/60
PC/PS 30/70
PC/PS 20/80
PC/PS 10/90
PC/PE 90/10
PC/PE 80/20
PC/PE 70/30
PC/PE 60/40
PC/PE 50/50
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2.2.2.2.Verschiedene Detergentien

Bei der kontrollierten Detergenzdialyse hat die Wahl des Detergenz einen
wesentlichen Einfluss auf die Grolze der generierten Liposomen. Je groRer das
verwendete Detergenz, desto groRRer die gebildeten Liposomen. In dieser Arbeit
finden Natriumcholat, N-Octyl-B-D-Glucopyranosid (OG) und Tetraoxyethylen-
glykolmonoethylenester (POE4) als Detergentien Verwendung.

Dabei wird pro Detergenz jede obengenannte Lipidzusammensetzung zur
Herstellung von Akzeptorliposomen eingesetzt. So dass insgesamt 45 verschie-
dene Akzeptorliposomenarten zur Verfligung stehen.

Pro 1 ml Ansatz werden 12,5 mg Natriumcholat oder 25 mg OG bzw. 35 mg
POE4 zu den 13 mg Lipid gegeben.

Natriumcholat wird aus Reinheitsgrinden vorher 2fach umkristallisiert. Hierzu
wird eine fast gesattigte Losung von Natriumcholat in Methanol hergestelit.
Diese wird auf -20°C abgekuhlt und dann gesattigt. Nach Filtration durch einen
Faltenfilter, wird das Filtrat am Rotationsverdampfer eingemengt bis erste Kris-
talle ausfallen. Es wird wenig Methanol hinzu gegeben und die Lésung wird in
den Kuihlschrank gestellt um auskristallisieren zu kénnen. Nach erfolgter Aus-
kristallisation wird per Nutsche und Wasserstrahlpumpe Methanol abgezogen.
Uber Nacht wird in einem Exicator, mittels Polyethylenglykol das restliche Me-

thanol entfernt. Das so gewonnene Natriumcholat wird erneut umkristallisiert.
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2.2.3. Donorliposomen

Zur Bestimmung des Lipidtransfers wird ein von Miller et al. entwickeltes Test-
verfahren verwendet [99]. Es beruht auf dem Resonanz-Energie-Transfer (RET)
zweier Fluorophore. In der vorliegenden Arbeit werden fluoreszenz-markierte
Lipide in Donorliposomen eingebaut. Die Donorliposomen werden mittels
Detergenzdialyseverfahren hergestellt. Ruckert [123] zeigte, dass ein Optimum
des Lipidtransfers unter folgenden Bedingungen zu erreichen ist: Verhaltnis PC
zu PS von 7/3, Verhaltnis NBD zu RhodaminB markiertem PE (RhB-PE) von
1/1 und einer DonorliposomengrofRe von 200 nm. Chattopadhyay empfiehlt [28]
eine niedrige NBD Konzentration um 1 mol%, da NBD bei hoheren
Konzentrationen eine ,Selbstausléschung” (self quenching) der Fluoreszenz
zeigt.

Bei einer Gesamtlipidkonzentration von 17 mmol/l wird deshalb folgende
Lipidzusammensetzung gewahlt: 68,95 % PC, 29,55 % PS, 1,75 % NBD-Gal
(bzw. NBD-Glu-) und 1,75 % RhB-PE.

2.2.3.1. Prinzip des Resonanz-Energie-Transfers

Zwei raumlich eng benachbarte Fluorophore Uberlagern sich in ihrem Anre-
gungs- und Emissionsspektrum. Wird Fluorophor 1 bei A = x angeregt, emittiert
es Licht bei A =y. Fluorophor 2 wird hierdurch bei A =y angeregt wobei es das
von Fluorophor 1 ausgestrahlte Licht komplett absorbiert. Seinerseits emittiert
Fluorophor 2 Licht bei A = z. Bei raumlicher Nahe und aquivalentem Verhaltnis
der Fluorophore 1 und 2 wird also nach Anregung bei A = x Licht nur bei A = z
emittiert und nicht bei A =y.

In dieser Arbeit wird als Fluorophor 1 Nitrobenzoxadiazol markierte Acylketten
von einerseits Galactopyranosylceramiden (NBD-Gal) und andererseits von
Glucopyranosylceramiden (NBD-Glu) verwendet. Diese beiden werden optimal
bei A = 472 nm angeregt und emittieren ihrerseits dann Licht bei A = 520 nm.
Als Fluorophor 2 dient N-(Lissamin-Rhodamin-B-sulfonyl) diacyl Phosphatidyl-
ethanolamine (RhB-PE). Wird RhB-PE bei L = 510 bis 530 nm angeregt,
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emittiert es Licht bei 592 nm. Diese Fluorophore werden in Donorliposomen
eingebaut, um die fur den RET entscheidende Nahe der Fluorophore zu
gewabhrleisten. Nichols et al. gibt einen Abstand von 5,58 nm fur einen 50 %
Energietransfer an. Laut Galler [53] ist ein RET Uber Abstande bis zu einem
Bereich von 10 nm maglich. Die Wechselwirkungsenergie zwischen angereg-
tem Donor und Akzeptor entspricht der zweier Dipole und nimmt demzufolge
mit der dritten Potenz des Molekulabstandes ab. Die Wahrscheinlichkeit fur den
Energielbergang ist proportional zum Quadrat der Wechselwirkungsenergie
und fuhrt zu einer R'G-Abhéngigkeit. Somit dient der RET als sehr empfindlicher
Parameter fur das ,sich in der Nahe Befinden“ zweier Fluorophore. Da die
Dicke der Lipiddoppelschicht unilamellarer Liposomen 4,8 nm [123] betragt, gibt
es zwei grundsatzlich verschiedene Mdoglichkeiten der Anordnung von im RET
stehenden Fluorophoren. Entweder befinden sich beide Fluorophore
nebeneinander in einer der zwei Lipidschichten oder ein Fluorophor befindet
sich im AulRenlayer, das andere sich direkt gegenlber im Innenlayer.

Erflllen NBD-Glu (bzw. NBD-Gal) und RhB-PE zu 100 % die Bedingungen des
RET-Systems, so wird bei einer Anregung A = 472 nm Licht im Maximum bei
595 nm emittiert, wahrend bei 520 nm kein Licht detektiert werden kann.
Werden die Fluorophore von einander getrennt, z.B. durch Lipidtransfer, so
kann bei 520 nm Licht gemessen werden. Da RhB-PE unter diesen
Bedingungen nicht transferiert wird, nimmt nur NBD-Glu (bzw. NBD-Gal) am
Lipidaustausch der Donor- und Akzeptorliposomen teil. Die Zunahme der
Emission bei 520 nm ist somit proportional zum NBD-Glu (bzw. NBD-Gal)

Transfer.

2.2.3.2. Bestimmung des in Resonanzenergie stehenden Anteils

der Fluorophore

Der Anteil der in Resonanzenergie stehenden NBD-Fluorophore wird bestimmt,
in dem Emissionsspektren vor und nach Zugabe von Triton X-100 aufgezeich-
net wurden. Triton X-100 zerstort die liposomale Struktur der Donorliposomen.

Die fluoreszenz-markierten Lipide gehen als Monomere in Losung und befinden
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sich dadurch nicht mehr in der nétigen Nahe. Ein RET findet nicht mehr statt.
Als Monitor fur den Energietransfer dient die Zunahme der relativen Fluores-
zenz bei A = 520 nm, bei einer Anregungswellenlange Aex = 472 nm. Da Triton
das emittierte Licht teilweise ausloscht (,quenching“) muss der Triton-Quench-
Faktor (siehe Abschnitt 2.2.6. auf Seite 42) miteingerechnet werden.
Versuchsaufbau:

Anregungswellenlange Aex =472 nm

Emissionswellenlange Lex = 520 nm

Donorliposomen 20 pl

1. in Puffer 2000 pl

2. bzw. in Triton X-100 2 % 2000 pl

Der in Resonanzenergie stehende Anteil NBD lasst sich wie folgt berechnen:

F
E,, :(1— P J-lOO
Ft'Q

Mit E4, = Anteil NBD in RET, F, = relative Fluoreszenz bei 520 nm in
Pufferlosung, F; = relative Fluoreszenz bei 520 nm in 2 % Triton X-100 und
Q = Triton-Quench-Faktor.

2.2.3.3. Bestimmung der Sensitivitat der Donorliposomen

Die Sensitivitat der Donorliposomen und damit des gesamten Testprinzips wird
durch den Anteil der NBD-Cerebroside bestimmt, die sowohl im RET stehen als
auch am Lipidtransfer teilnehmen kénnen. Dies sind nur diejenigen, die sich im
AuBBenlayer der Donorliposomen befinden. Zur Berechnung dieses Anteils
verfolgt man die Reduktion der NBD-Nitrogruppe mit Na-Dithionit zur Amino-
gruppe. Der reduzierte Fluoreszenzfarbstoff Aminobenzdiazol (ABD) zeigt
im Gegensatz zu NBD keine Fluoreszenz im untersuchten Spektrumsbereich.
100 pl Donorliposomen werden in 2 ml Puffer gegeben und im Fluorimeter SFM
25 bei hex = 472 nm angeregt. Die Zugabe von bis zu 100 pl 1 %iger Na-

Dithionit-Losung fuhrt nun zu einer Reduktion der sich im AufRenlayer
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befindenden NBD-Cerebroside. Dadurch stehen diese Fluorophore dem RET
nicht mehr zur Verfugung. Es resultiert eine Abnahme der relativen Fluoreszenz
bei Aem = 595 nm, die proportional zum im AufRenlayer lokalisiertem Anteil des
im RET stehenden NBD ist. Analog ist bei Aem = 520 nm die Abnahme der
Fluoreszenz proportional zum AuRenlayeranteil des freien, d.h. nicht im RET
stehenden NBD.

2.2.4. Lipidtransferproteinisolierung und Proteinbestimmung
2.2.4.1. Gewebeaufschluss

Ein Rinderhirn wird schlachtfrisch sofort auf Eis gekuihlt, die Hirnhaute werden
entfernt. Das Rinderhirn wird zum Transport in flissigem Stickstoff bei -80°C
schockgefroren. Alle weiteren Arbeitsschritte werden fortan bei 0 bis 4°C
Eiskuhlung durchgefuhrt. 65 g Rinderhirn werden mit 260 ml Aufschlusspuffer
(1/5 wiv) zuerst im Messerhomogenisator (15 s bei 20.000 U/min) und dann im
Douncehomogenisator homogenisiert. Zur Entfernung der groReren Partikel wie
Zelltrtimmer, Zellkerne und nicht zerkleinerter Gewebestlicke wird das
Homogenisat bei 5.000 g 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantiert
und in der Ultrazentrifuge bei 105.000 g 2 Stunden zentrifugiert. Hierbei werden
RES, Mikrosomen und Mitochondrien sedimentiert. Im Uberstand befinden sich

jetzt die zytosolischen Komponenten.

2.2.4.2. Proteinisolierung mittels Amoniumsulfatfallung

Der durch Gewebeaufschluss gewonnene Uberstand wird dekantiert und einer
zweistufigen Amoniumsulfatfallung unterzogen. Dazu wird zuerst Amonium-
sulfat mittels Morser fein zermahlen. Um die notwendigen 0 bis 4°C Versuchs-
temperatur zu garantieren erfolgen samtliche Schritte der Amoniumsulfatfallung

im Maxicoldlab.
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40 % Amoniumsulfatfallung:

22,60 g Amoniumsulfat werden pro 100 ml Uberstand unter standigem Riihren
hinzugegeben. Um lokale Uberkonzentrationen zu vermeiden muss die Zugabe
sehr langsam erfolgen. Die Losung wird 2 Stunden geruhrt. Der entstandene
Niederschlag wird bei 15000 g fiir 15 min pelletiert und verworfen. Der Uber-
stand hingegen wird dem zweiten Schritt der Amoniumsulfatfallung unterzogen.
90 % Amoniumsulfatfallung:

33,5 g Amoniumsulfat werden pro 100 ml Uberstand wiederum unter standigem
Ruhren, diesmal jedoch zlgig, hinzugegeben. Die Lésung wird Uber Nacht
geruhrt und zentrifugiert (15.000 g, 15 min). Das entstandene Pellet wird in
etwas MOPS-Puffer aufgenommen und 24 Stunden gegen MOPS-Puffer dia-
lysiert. Die dazu verwendeten Dialyseschlauche werden vorher in EDTA-Na,
ausgekocht:

Die so gewonnene Proteinldsung wird umgehend zur Versuchsdurchflihrung
eingesetzt. Fur die Versuche, die nicht umgehend durchgefihrt werden, und far

die Proteinbestimmung werden Alliquots bei -18°C eingefroren.

2.2.4.3. Proteinbestimmung nach Lowry et al.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration im Dialysat wird eine modifizierte
Methode von Lowry angewendet [86]. Diese Methode kombiniert die Biuret-
Reaktion von Proteinen mit der durch Tyrosin- und Tryptophanreste hervor-

gerufenen Reduktion des Phenol-Reagenz nach Folin-Ciolcateu.

Losungen:
A) Phenol-Reagenz nach Folin-Ciolcateu

Das Reagenz wird mit Aqua dest. 1:2 (V/V) verdinnt und in brauner
Flasche bei 4°C aufbewahrt.

B) Natrium-Carbonat-Lésung (2 %, 0,04 M)
2gNa,CO; werden mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefullt; bei

Raumtemperatur unbeschrankt haltbar.
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C) Kupfersulfat-Losung (1 %, 0,04 M)
1g Cu,SO,x 5 H,O werden mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefullt; bei
Raumtemperatur unbeschrankt haltbar.
D) Kalium-Natrium-Tartat-Lésung (2 %, 0,071 M)
2 g K-Na-Tartrat x 4 H,O werden mit Aqua dest. auf 100 ml aufgefullt; bei
Raumtemperatur unbeschrankt haltbar.
E) Folin-Gebrauchslésung
0,5 ml Lésung C + 0,5 ml Lésung D werden gut gemischt und auf 50 ml
aufgefullt. Diese Losung muss vor jedem Gebrauch frisch angesetzt
werden.
Zu 2 ml Folin-Gebrauchslésung werden 0,1 ml der Probe pipettiert (beim
Leerwert 0,1 ml Aqua dest.), gut durchgemischt und nach 10 Minuten 0,2 ml
des Phenol-Reagenz hinzugefugt.
Nach 30 Minuten wird die Extinktion gegen Aqua dest. bei 550 nm im Easy
Reader gemessen. Da das Lambert-Beersche Gesetz nur im linearen [123]
Messbereich gultig ist, mussen zu hohe Proteinkonzentrationen vor einer

genauen Bestimmung entsprechend verdunnt werden.
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2.2.4.4. Proteineichkurve

Proteineichkurve
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Abbildung 5: Standardeichkurve der Lowry Proteinbestimmung

Eichlésung: 1,51 mg/ml Rinder Serum Albumin
Mittelwerte jeweils aus n = 3 Bestimmungen

Zur Erstellung der Proteineichkurve dient Rinder Serum Albumin von Bio Rad
mit einer Stammkonzentration von 1,51 mg/ml als Standard. Dreifachbestim-
mungen werden fur die Verdinnungen 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 und 1:10 der Stamm-
|I6sung durchgefuhrt. Aus diesen Werten kann dann eine Eichgerade berechnet
werden. In der vorliegenden Arbeit ergibt sich die Proteineichgerade
y = 0,1285x + 0,0067 mit dem Regressionskoeffizienten R? = 0,9994.

2.2.4.5. Proteinbestimmung der GLTP-L6sung

Gleichzeitig mit der Eichkurven Erstellung werden Verdinnungen der GLTP-
Losung von 1:2, 1:10, 1:20, 1:40 und 1:160 bearbeitet und im Easy Reader
gemessen. Die gemessen Extinktionen werden mit der Proteineichgeradenglei-
chung in die Proteinkonzentration der Verdlinnung umgerechnet. Teilt man

diesen Wert durch das Verdunnungsverhaltnis so erhalt man die Protein-
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konzentration der GLTP-Losung. Da der Easy Reader verlasslich Werte nur fur
Extinktionen im Bereich 0,050 bis 0,300 liefert, werden nur Verdinnungen

bertcksichtigt, deren gemessene Extinktion zwischen 0,050 und 0,300 liegen.

2.2.5. Messung der GLTP-Aktivitat mittels RET

2.2.5.1. Prinzip der fluormetrischen Messung

Donor- und Akzeptorliposomen definierter Mengen werden mit 2 ml Puffer in die
Messkammer des Fluorimeter SFM 25 gegeben. Bei Aex = 427 nm angeregt,
entspricht eine Zunahme der Fluoreszenz bei Aem = 520 nm dem Anteil der mit-
tels Lipidtransfer aus dem RET Verbund herausgelosten NBD-Cerebroside.
Gemessen werden kann jedoch nur die Anderung der relativen Fluoreszenz
in %. Um die gewlnschte MalReinheit von x ng NBD zu erlangen, muss der
Fluorimeter in seiner Empfindlichkeit (High Voltage) geeicht werden. Der
Fluorimeter SFM 25 reagiert bzgl. seiner Messempfindlichkeit auf die Raum-

temperatur. Deshalb muss er vor und wahrend jeder Messreihe geeicht werden.

2.2.5.2. NBD Eichkurven

Da NBD-Cerebroside nicht wasserldslich sind, wird zur Eichung des Fluorimeter
folgende Eichlosung hergestellt:

500 pug NBD-Glu (bzw. NBD-Gal)

in 1 ml Methanol

in 99 ml 2 % Triton X-100 Lésung.
Dies entspricht einer Konzentration von ¢ = 5000 ng NBD-Cerebroside/ml.
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Eichkurve NBD-Galactocerebroside
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Abbildung 6: Standardeichkurve fur NBD-Galactocerebroside

Eichlésung: in Methanol und Triton X-100 geloste NBD Galactocerebroside
mit einer Konzentration von ¢ = 5.000 ng/ml; Empfindlichkeit des Fluorimeters:
High Voltage = 622 V; mit einem Bestimmtheitsmal von 0,9985 Iasst sich die
Regressionsgerade y = 0,192x + 1,61 darstellen.

Eichkurve NBD-Glucocerebroside

250 +

y =0,2212x - 4,0064

200 :
R? = 0,9957

150 +

100 —+

50 +

relative Fluoreszenz bei 520 nm
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NBD-Glucocerebroside in ng

Abbildung 7: Standardeichkurve NBD-Glucocerebroside

Eichlésung: in Methanol und Triton X-100 geldste NBD Glucocerebroside mit
einer Konzentration von ¢ = 5.000 ng/ml; Empfindlichkeit des Fluorimeters:
High Voltage = 668 V; mit einem Bestimmtheitsmal} von 0,996 lasst sich die
Regressionsgerade y = 0,221x — 4,01 darstellen.
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2.2.6. Triton-Quench-Faktor

NBD-Cerebroside zeigen je nach Milieu unterschiedliche Fluoreszenzwerte.
Das Detergenz Triton X-100 flhrt durch seine Anwesenheit zu einer Verminde-
rung der Lichtemission (bei Aem = 520) nm von (bei Aex = 472 nm) angeregten
NBD-Cerebrosiden. Dies bezeichnet man als Triton-Quench. Zur Berechnung
des Triton-Quench-Faktors werden 0,1 % NBD-Cerebroside enthaltende Eich-
liposomen hergestellt (Detergenzdialyseverfahren) und damit ebenfalls Eichkur-
ven erstellt.

Eichliposomen 5 ml Ansatz: 125 mg OG, 64,94 mg PC, 0,071 mg NBD-Glu

(bzw. NBD-Gal) in 5 ml Puffer aufgenommen

Triton-Quench NBD-Gluocerebroside
120 +
y = 0,1597x + 3,4004
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Abbildung 8: Triton-Quench NBD-Glucocerebroside

Standardeichkurven 0,1 % NBD-Glucocerebrosidliposomen vor und nach
Zugabe von Triton X-100. Durch Division der Steigung der Naherungskurven
vor (Steigung = 0,1597) und nach (Steigung = 0,0967) Zugabe von Triton
X-100 Iasst sich der Triton-Quench-Faktor bestimmen.

Ergebnis: Quench-Faktor = 1,65
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Triton-Quench NBD-Galactocerebroside
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Abbildung 9: Triton-Quench NBD-Galactocerebroside

Standardeichkurven 0,1 % NBD-Galactocerebrosidliposomen vor und nach
Zugabe von Triton X-100. Durch Division der Steigung der Naherungskurven
vor (Steigung = 0,1715) und nach (Steigung = 0,0776) Zugabe von Triton
X-100 lasst sich der Triton-Quench-Faktor bestimmen.

Ergebnis: Quench-Faktor = 2,21

Durch Division der Steigung der Eichkurve 2 (NBD-Eichliposomen in Puffer)

durch die Steigung der Eichkurve 1 (NBD-Eichliposomen in Triton) erhalt man

den Triton-Quench-Faktor. Da die jeweiligen x-Achsenabstande nur geringfugig

voneinander abweichen (< 0,7 % relative Fluoreszenz) kdnnen sie bei der

Berechnung vernachlassigt werden.
Somit ergibt sich fur NBD-Glu ein Quench-Faktor von 1,65 und fur NBD-Gal
von 2,21.
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2.2.6.1. GLTP-Aktivitatsmessung

Zur Messung der Lipidtransferproteinaktivitat wird das oben geschilderte RET-
Testsystem verwendet. Als Versuchskomponenten dienen zwei Liposomen-
spezies:

1. Donorliposomen, die das RET-System enthalten, und sich lediglich in
der Art der NBD-Cerebroside (NBD-Glu bzw. NBD-Gal) unterscheiden
und

2. Akzeptorliposomen, die in der Lipidzusammensetzung und verwen-
detem Detergenz variieren, und somit unterschiedliche GroéRe und
elektrische Ladung aufweisen.

Werden Donor- und Akzeptorliposomen in die Kammer des Fluorimeters gege-
ben und bei Aex = 472 nm angeregt, zeigt sich eine geringflugige Steigerung der
Emission bei Aem = 520 nm, dies entspricht dem Basalaustausch. Dies
entspricht dem nicht GLTP katalysierten Austausch von NBD-Cerebrosiden. Er
kommt zu Stande durch Fusionsprozesse, Verdiunnungseffekte und Ldsung
monomerer Lipideinheiten.

Durch Zugabe von GLTP in obige Losung wird der eigentliche katalysierte
Lipidtransfer induziert. Hierbei werden einerseits Lipidmolekule (vornehmlich bei
den hier verwendeten GLTP, NBD-Cerebroside) aus dem Membranverbund
entfernt und andererseits Lipidmolekile inseriert. Beide Aktionen fihren dazu,
dass die im RET stehenden Fluorophore von einander raumlich getrennt
werden. Man kann nun einen steilen Anstieg der Emission bei Aem = 520 nm
beobachten, der proportional zur transferierten NBD-Cerebriosidmenge ist. Wie
oben geschildert, wird vor und wahrend jeder Versuchsreihe der Fluorimeter je
nach zu erwartender Lipidtransferrate auf 100 % relative Fluoreszenz = 250,
500 bzw. 1.000 ng NBD-Cerebroside geeicht.

Bestimmungsansatz:

Gerateeinstellung: Aex = 520 nm, Aem = 520 nm, High Voltage z.B. 599 V;
Klvettenvolumen: 2170 ul; Donorliposomen: 20 ul; Akzeptorliposomen: 100 pl;
GLTP: 50 pl (bei niedriger Transferrate 100 pl); MOPS-Puffer: 2000 ul
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[ Lipid-Transfer-Aktivitdtsmessung |
NBD-Glucocerebraside (Donorliposamen); PCIPS 90/10 (Akzeptotliposomen, Detergenz: OG)
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Abbildung 10: Beispiel der Lipid-Transfer-Aktivitditsmessungen

Obige Abbildung zeigt beispielhaft den Scan der Messung der Transfer-
aktivitat. time drive = Dauer des Scans (ty bis tenq), time scale = Papierge-
schwindigkeit, Excitationswellenldange = 472 nm, Emissionswellenlange =
526 nm, Kalibrierung 100 % = 500 ng NBD-Glucocerebroside/ml, Gerateem-
pfindlichkeit = High Voltage = 618 V. {; = 0 min: Beginn der Messung mit 20 pl
NBD-Glu-Donorliposomen und 100 ul Akzeptorliposomen (PC/PS 90/10;
Detergenz OG) in 2 ml Puffer; t; = 2,5 min: Zugabe von 50 yl GLTP. Bei der
Zugabe des GLTP wird die Kammer des Fluorimeters geoffnet, das einfallen-
de Umgebungslicht verursacht auf dem Scan eine ,scheinbare® Emissions-
spitze (= systematischer Fehler). Basalrate von ty bis ti; proteinkatalysierter
Transfer von t; bis teng = 5,49 min.

Aus dem Delta der Steigungen proteinkatalysierter Transfer zu Basalrate lasst
sich die GLTP induzierte Transferaktivitat berechnen. Da der Proteinkataly-
sierte Transfer eine Sattigungskurve zeigt, wird zur Bestimmung der maxima-
len Transferrate per Hand eine Gerade an die Anfangssteigung gelegt.

In obigem Beispiel ergibt sich ein proteinkatalysierter Transfer von 84,31 ng
NBD-Glucocerebrosiden pro ml Lésung in 1 min. 2,170 ml Losung enthalten
50 yl GLTP, somit enthalt 1 ml 23 pl, dies entspricht 0,52 mg GLTP. Bei einem
Triton-Quench-Faktor von 1,65 errechnet sich die Transferrate
folgendermallen: X = (84,31 ng NBD/(mI*min)/0,52 mg GLTP/ml)*1,65 =
267 ng NBD/(mg GLTP*min).
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3. Ergebnisse

3.1. GroRRe der Akzeptorliposomen in Abh&ngigkeit Lipidzusammen-

setzung und des verwendeten Detergenz

3.1.1. Mit Na-Cholat hergestellte Liposomen

Alle mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorliposomen weisen eine Polydispersitat
von null auf, d.h. jede Charge ist in sich optimal Grollienhomogen.

Tabelle 2 auf Seite 47 und die dazugehorende Abbildung 11 auf Seite 47 zeigen
die Groflenverhaltnisse der mit Na-Cholat hergestellten PC/PS Akzeptor-
liposomen. Bis auf die zwei ,Ausreil3er® PC/PS 40/60 mit 40 nm und 30/70 mit
88 nm, schwanken die GroRen zwischen 53 nm und 70 nm mit einer Standard-
abweichung von 12,3 nm um den Mittelwert von 63,1 nm. Eine Korrelation
zwischen GréRRen und Lipidzusammensetzung ist nicht zu erkennen.

Wie aus Tabelle 3 auf Seite 48 und Abbildung 12 auf Seite 48 ersichtlich ist,
schwankt die Grolie der PC/PE Liposomen zwischen 66 nm und 92 nm um den
Mittelwert von 76,2 nm mit einer Standardabweichung 10,6 nm. Eine Korrelation
zwischen Grofle und Lipidzusammensetzung ist hier ebenfalls nicht zu
erkennen. PC/PE 50/50 weicht mit 195 nm stark von den anderen Liposomen

dieser Klasse ab.
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Tabelle 2: Grof3e der Na-Cholat Liposomen in Abhéangigkeit
des PS-Anteils
Anteil PC in % Anteil PS in % Grofde in nm Polydispersitat
100 0 70 0
90 10 66 0
80 20 61 0
70 30 62 0
60 40 59 0
50 50 69 0
40 60 40 0
30 70 88 0
20 80 63 0
10 90 53 0

100 -
90 -
80 -
70
60
50 -
40
30
20
10 4
0

Durchmesser in nm

0

10

GrofRe der mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorliposomen

20 30 40 50 60 70 80 90
Anteil an PSin %

Abbildung 11: Gr6RRe der Na-Cholat Liposomen in Abhangigkeit
des PS-Anteils

GroRe der Akzeptorliposomen = Durchmesser der Liposomen;
Mittelwerte aus je n = 10 Messungen; Detergenz: Na-Cholat
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Tabelle 3: Grof3e der Na-Cholat Liposomen in Abhéangigkeit
des PE-Anteils

Anteil PC in % Anteil PE in % Grofde in nm Polydispersitat
100 0 70 0
90 10 82 0
80 20 92 0
70 30 66 0
60 40 71 0
50 50 195 0

250 -
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150 -
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GroRe der mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorliposomen

Anteil an PE in %
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Abbildung 12: GroRe der Na-Cholat Liposomen in Abhangigkeit
des PE-Anteils

Grolie der Akzeptorliposomen = Durchmesser der Liposomen;
Mittelwerte aus je n = 10 Messungen; Detergenz: Na-Cholat
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3.1.2. Mit OG hergestellte Liposomen

Alle mit OG hergestellten Akzeptorliposomen weisen ebenfalls eine Polydisper-
sitat von null auf. Sie sind im Durchschnitt etwas grof3er als die mit Na-Cholat
hergestellten Liposomen.

Die Groflen der PC/PS Liposomen sind in Tabelle 4 auf Seite 49 und der zuge-
hoérigen Abbildung 13 auf Seite 50 dargestellt. Die Grolle dieser Liposomen
nimmt von PC 100 mit 201 nm bis PC/PS 10/90 mit 62 nm ab. Fur den Bereich
PC 100 bis PC/PS 10/90 kann die Korrelation zwischen GroflRe der Liposomen
(y in nm) und prozentualem Anteil an PS (x) mit folgender Regressionsgeraden
y = 191,67x? - 324,2x + 200,36 dargestellt werden. Das Quadrat des
Pearsonschen Korrelationskoeffizienten R®> = 0,996 gibt ein sehr hohes
Bestimmtheitsmal an. Fur den Bereich von 0 bis 90 % PS-Anteil gilt je groRer
der Anteil an PS desto kleiner die Liposomen.

Tabelle 5 auf Seite 50 und Abbildung 14 auf Seite 51 =zeigen die
GrolRenverhaltnisse der mit OG hergestellten PC/PE Liposomen. Die GrofRen
reichen von PC/PE 80/20 mit 184 nm bis PC/PE 70/30 mit 239 nm, mit einer
Standardabweichung von 25,7 nm um den Mittelwert von 81,9 nm. Eine

Korrelation Grofe zum Anteil PE findet sich nicht.

Tabelle 4: Grol3e der OG Liposomen in Abhangigkeit des PS-Anteils
Anteil PC in % Anteil PS in % Grolde in nm Polydispersitat
100 0 201 0
90 10 166 0
80 20 146 0
70 30 124 0
60 40 102 0
50 50 81 0
40 60 73 0
30 70 69 0
20 80 67 0
10 90 62 0
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Abbildung 13: GrofRe der OG Liposomen in Abhangigkeit des PS-Anteils

Grolde der Akzeptorliposomen = Durchmesser der Liposomen;
Mittelwerte aus je n = 10 Messungen; Detergenz: OG.
Die Regressionsgerade hat mit 0,996 einen sehr hohen Korrelations-
koeffizienten, sie wurde mit Microsoft Excel® errechnet.

Tabelle 5: GrofRe der OG Liposomen in Abhangigkeit des PE-Anteils

Anteil PC in % Anteil PE in % Grofde in nm Polydispersitat
100 0 201 0
90 10 198 0
80 20 184 0
70 30 239 0
60 40 236 0
50 50 194 0
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GroRRe der mit OG hergestellten Akzeptorliposomen
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Abbildung 14: GroRe der OG Liposomen in Abhangigkeit des PE-Anteils

Grolde der Akzeptorliposomen = Durchmesser der Liposomen;
Mittelwerte aus je n = 10 Messungen; Detergenz: OG.

Eine Korrelation Durchmesser zum Anteil an PE konnte nicht gefunden
werden.

3.1.3. Mit POE4 hergestellte Liposomen

Auch alle mit POE4 als Detergenz hergestellten Akzeptorliposomen haben eine
Polydispersitat von null. Sie sind deutlich grofier (bis 2360 nm) als die mit Na-
Cholat oder OG hergestellten Liposomen.

Aus Tabelle 6 auf Seite 52 und Abbildung 15 auf Seite 53 kénnen die GréRen-
werte der PC/PS Liposomen entnommen werden. Die Gro3e dieser Liposomen
nimmt von PC 100 mit 1740 nm bis PC/PS 10/90 mit 168 nm kontinuierlich ab.
D.h. je groRer der Anteil an PS desto kleiner die Liposomen. Flr den Bereich
PC 100 bis PC/PS 10/90 kann die Korrelation zwischen GrofRe der Liposomen
(y in nm) und prozentualem Anteil an PS (x) mit folgender Regressionsgeraden
y = 862,34x? - 2318x + 1559,4 dargestellt werden. Das Quadrat des Pearson-
schen Korrelationskoeffizienten R? = 0,934 gibt ein hohes Bestimmtheitsmal

an.
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Bei den PC/PE Liposomen findet sich im Gegensatz dazu, ebenso wie bei den
mit Na-Cholat oder OG hergestellten PC/PE Liposomen, keine klare Korrelation
zwischen GroéfRen und PE-Anteil. Tabelle 7 auf Seite 53 und Abbildung 16 auf
Seite 54 zeigen jedoch die Tendenz, dass mit Ausnahme von PC/PE 80/20 die
Durchmesser der Akzeptorliposomen mit zunehmenden PE-Anteil von PC/PE
90/10 mit 2360 nm bis PC/PE 50/50 mit 1070 nm abnehmen.

Tabelle 6: GrofRe der POE4 Liposomen in Abhangigkeit des PS-Anteils

Anteil PC in % Anteil PS in % Grofde in nm Polydispersitat
100 0 1740 0
90 10 1120 0
80 20 1040 0
70 30 1020 0
60 40 767 0
50 50 572 0
40 60 680 0
30 70 314 0
20 80 199 0
10 90 168 0
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GroRRe der mit POE4 hergestellten Akzeptorliposomen
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Abbildung 15: Gr63e der POE4 Liposomen in Abhéngigkeit
des PS-Anteils

Grolie der Akzeptorliposomen = Durchmesser der Liposomen;

Mittelwerte aus je n = 10 Messungen; Detergenz: POE4.

Die Regressionsgerade hat mit 0,934 einen hohen Korrelationskoeffizienten,
sie wurde mit Microsoft Excel® errechnet.

Tabelle 7.  Gro6l3e der POE4 Liposomen in Abh&ngigkeit des PE-Anteils

Anteil PC in % Anteil PE in % Grofde in nm Polydispersitat
100 0 1740 0
90 10 2360 0
80 20 1820 0
70 30 2110 0
60 40 1520 0
50 50 1070 0
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GrofRRe der mit POE4 hergestellten Akzeptorliposomen
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Abbildung 16: Gr6RRe der POE4 Liposomen in Abhéangigkeit
des PE-Anteils

GroRRe der Akzeptorliposomen = Durchmesser der Liposomen;
Mittelwerte aus je n = 10 Messungen; Detergenz: POE4. Eine Korrelation
Durchmesser zum Anteil an PE konnte nicht gefunden werden.
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3.2. Charakterisierung der Donorliposomen

Tabelle 8: Charakterisierung der Donorliposomen

Charakterisierung der Donorliposomen mit

NBD-Glucocerebrosiden NBD-Galactocerebrosiden

Grolke 193 nm 195 nm
Polydispersitat 0 0

NBD-Emissionsmax. 520 nm 520 nm
RhodaminB- 592 nm 595 nm

Emissionsmax.

Sensitivitat 93,4 % 95 %

Die Sensitivitat entspricht dem Verhaltnis Anteil an NBD-Cerebrosiden des
Aulenlayers, die in Resonanzenergie — d.h. nah genug zu den Rhodamin PE
Lipiden — stehen zu dem Anteil an freien NBD-Cerebrosiden im Aulienlayer
die nicht in Resonanzenergie stehen.

Tabelle 9: Verteilung der NBD-Cerebroside in den Donorliposomen

Verteilung der NBD-Cerebroside in %
des Gesamt-NBD-Cerebrosidgehalts

NBD- NBD-
Glucocerebroside | Galactocerebroside

in Resonanzenergie 62 % 58 %

Aullenlayer
frei 4 % 3 %
in Resonanzenergie 32 % 37 %

Innenlayer

frei 2% 2%

gesamt 100 % 100 %
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3.2.1. Donorliposomen mit NBD-Glucocerebrosiden

Donorliposomen
prozentuale Verteilung der NBD-Glucucerebroside

frei

4% in Resonanzenergie
stehend
32 %
AulRenlayer
Innenlayer
in Resonanzenergie
stehend frei
62 % 2%

Abbildung 17: Verteilung der NBD-Glucocerebroside

Fur den Lipidtransfer stehen 66 % der gesamten NBD-Glucocerebroside, da
sie sich im Aulenlayer der Donorliposomen befinden, zur Verfligung. Insge-
samt 62 % der gesamten oder 93,4 % der NBD-Glucocerebroside des Aulen-
layers befinden sich im Aulenlayer und nah genug den RhodaminB-PE-Lipi-
den, diese stehen also dem RET-Testsystem zur Verfigung.

3.2.1.1. Gr6Re und Polydispersitat

Die Grolke und Polydispersitat der Donorliposomen wurde im Nanosizer be-
stimmt. Eine Polydispersitat von null bedeutet hochstmdgliche Groldenhomo-
genitat einer Liposomencharge.

Die NBD-Glucocerebroside und als Fluorophorpartner RhodaminB enthaltenden

Donorliposomen waren bei einer Polydispersitat von null 193 nm grol}.
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3.2.1.2. Emissionsmaxima

Mittels Fluoreszenzscans konnten bei diesen Liposomen folgende Emissions-
maxima gefunden werden. NBD-Glucocerebroside hat sein Emissionsmaximum
bei 520 nm und RhodaminB bei 592 nm.

3.2.1.3. Anteil der im RET stehenden NBD-Glucocerebroside

Wie viel der NBD-Cerebroside sich in Resonanzenergie befinden, lasst sich an-

hand folgender Gleichung berechnen. Es gilt:

F
E,, :[1— P j-lOO
Ft'Q

Relative Fluoreszenz Donorliposomen in 2 ml Puffer: F, = 10,1 %

Relative Fluoreszenz Donorliposomen in 2 ml Triton: F; = 159 %
Triton-Quench-Faktor NBD-Glucocerebroside: Q = 1,65
Daraus folgt: 94 % der NBD-Glucocerebroside stehen in Resonanzenergie

nur 6 % liegen als ,freie“ NBD-Glucocerebroside vor.

3.2.1.4. Sensitivitat der Donorliposomen mit NBD-Glucocerebroside

Die Sensitivitat der Donorliposomen wird durch den Anteil der NBD-Cerebroside

bestimmt, die sich im Aullenlayer der Donorliposomen befinden und in

Resonanzenergie zu RhodaminB stehen (siehe 2.2.3.3.).

Durch Zugabe von Na-Dithionit zeigte sich eine Abnahme der relativen Fluores-

zenz:

e bei A =592 nm von 97 % auf 23 %, d.h. 66 % des NBD-Glucocerebroside-
RhodaminB-RET-System befindet sich im Aul3enlayer, 34 % im Innenlayer.

e bei A =520 nm von 100 % auf 31 %, d.h. 69 % des freien NBD's sind im
AulRen- und 31 % im Innenlayer.

Die Kombination obiger Ergebnisse mit den Ergebnissen in 3.2.1.3. ergibt die in

Tabelle 9 auf Seite 55 aufgefuhrte raumliche Verteilung der NBD-Glucocere-

broside in den Donorliposomen. Hieraus lasst sich die Sensitivitat berechnen.
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93,4 % der NBD-Glucocerebroside im Aufienlayer befinden sich in Resonanz-
energie zu RhodaminB (siehe Tabelle 8 auf Seite 55). Bei einem Anteil an den

Gesamtglucocerebrosiden von 62 %.

3.2.2. Donorliposomen mit NBD-Galactocerebrosiden

Donorliposomen
prozentuale Verteilung der NBD-Galactocerebroside

frei in

3% Resonanzenergie

stehend

AuRenlayer 37 %
Innenlayer
in
Resonanzenergie
stehend
58 % frei
2%

Abbildung 18: Verteilung der NBD-Galactocerebroside

Fir den Lipidtransfer stehen 61 % der gesamten NBD-Galactocerebroside, da
sie sich im Auflenlayer der Donorliposomen befinden, zur Verfigung. Insge-
samt 95 % der NBD-Glucocerebroside des Aulenlayers oder 58 % der
gesamten befinden sich im Auflenlayer und nah genug den RhodaminB-PE-
Lipiden, diese stehen also dem RET-Testsystem zur Messung der Transferak-
tivitat zur Verfigung.
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3.2.2.1. Gr6Re und Polydispersitat
GroRe 195 nm bei einer Polydispersitat von null.
3.2.2.2. Emissionsmaxima

Emissionsmaximum NBD-Galactocerebroside: 520 nm

Emissionsmaximum RhodaminB. 595 nm

3.2.2.3. Anteil der im RET stehenden NBD-Galactocerebroside

Es gilt:

FP
E, = [1— J-lOO
F-Q

Relative Fluoreszenz Donorliposomen in 2 ml Puffer: F, = 10,7 %

Relative Fluoreszenz Donorliposomen in 2 ml Triton: F; = 104,3 %
Triton-Quench-Faktor NBD-Galactocerebroside: Q = 2,21
Daraus ergibt sich: 95 % der NBD-Galactocerebroside sind im RET-System

5 % liegen als freie NBD-Galactocerebroside vor.

3.2.2.4. Sensitivitat der Donorliposomen mit NBD-Galactocerebroside

Durch Zugabe von Na-Dithionit erfolgt die Abnahme der relativen Fluoreszenz:
e beil =595 nm von 100 % auf 39 %, d.h. 61 % des RET-Systems befinden
sich im AuRenlayer und 39 % im Innenlayer,
e Dbei i =520 nm von 100 % auf 34 %, d.h. 66 % der freien NBD-Galactocere-
broside sind im AulRenlayer und 34 % im Innenlayer.
Tabelle 9 auf Seite 55 gibt die raumliche Verteilung der NBD-Glucocerebroside
in den verschiedenen Schichten der Donorliposomen wieder. Hieraus lasst sich
die Sensitivitat berechnen. 95 % der NBD-Glucocerebroside im Auldenlayer be-
finden sich in Resonanzenergie zu RhodaminB (s. S. 55 Tabelle 8), bei einem

Anteil von 58 % vom gesamt NBD-Galactocerebrosidgehalt.
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3.3. Lipidtransferprotein

) L Proteingehalt in mg/ml
Verdlinnung| Extinktion | STABW ” ”
der Verdunnung [der Ausgangslosung
1:2 0,914 0,082 7,06 14,12
1:10 0,314 0,053 2,39 23,91
1:20 0,151 0,01 1,12 22,46
1:40 0,079 0,006 0,56 22,51
1:160 0,017 0,002 0,08 12,82

Extinktion: Mittelwerte aus jeweils n = 10 Messungen.
STABW = Standardabweichung. Aufgrund der Geratesensibilitat kdnnen
nur Werte bei Extinktionen zwischen 0,050 bis 0,300 herangezogen werden.

Das aus Rinderhirn mittels Gewebeaufschluss, Ultrazentrifugation und Amo-
niumsulfatfallung isolierte GLTP wies einen Proteingehalt von 22,5 mg/ml auf.
Aus einem schlachtfrischen Rinderhirn konnte ca. 21 ml GLTP-L6ésung, d.h. ca.
470 mg GLTP gewonnen werden. Die GLTP-Losung wurde um einen Aktivitats-

verlust zu vermeiden, in Portionen zu je 1 ml bei -18°C aufbewahrt.
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3.4. Lipidtransferproteinaktivitéat in Abhangigkeit der verwendeten

Akzeptorliposomen und Donorliposomen

3.4.1. Lipidtransferraten bei mit Na-Cholat hergestellte Akzeptorliposomen
der Lipidzusammensetzung PC/PS, 100/0 bis 10/90

Tabelle 10: Lipidtransfer Na-Cholat Akzeptorliposomen PC/PS

Lipidzusammensetzung und Grof3e Lipidtransfer in ng NBD/(mg
der Akzeptorliposomen GLTP*min) bei Donorliposomen mit
PCin % PSin % |Gr6Rein nm NBD-Gal NBD-Glu
100 0 70 0 1,8
90 10 66 129,3 194,3
80 20 61 176,4 204,2
70 30 62 170,3 198,3
60 40 59 57,8 79,8
50 50 69 80,0 85,7
40 60 40 47,3 55,8
30 70 88 35,9 47,0
20 80 63 30,2 29,5
10 90 53 27,6 35,6

Ubersicht Uiber die proteinkatalysierten Lipidtransferraten, bei dem Einsatz von
mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorliposomen, bezogen auf deren PS-Anteil
und den Einsatz von NBD-Glu oder NBD-Gal Donorliposomen. Fir die Be-
stimmung des proteinkatalysierten Lipidtransfers wurden Mittelwerte aus je
n = 3 Messungen herangezogen. Die Transferraten fir NBD-Glu liegen durch-
schnittlich 22 % Uber den Transferraten fir NBD-Gal Donorliposomen.



Ergebnisse Seite 62

Lipidtransfer
Na-Cholat PC/PS Akzeptorliposomen
250 100
200 +
=
= ]
. %
H 150 + N E
O] 1 o
(@] 1} (%]
(5}
£ . £
8 100 + . §
z ! >
a
g : ."-...
50 f !
|
0 - 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60
Anteil PSin %
I \BD-Gal —//INBD-Glu
—A— Grole der Akzeptorliposomen Naherungskurve NBD-Gal
= = = Naherungskurve-NBD-Glu

Abbildung 19: Lipidtransfer Na-Cholat Akzeptorliposomen PC/PS

Darstellung des Lipidtransfers in Abhangigkeit von der Lipidzusammensetzung
der mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorliposomen. Lipidtransferraten:
Mittelwerte aus je n=3 Messungen. Fiur den Lipidtransfer bei NBD-Glu
Donorliposomen konnte mit Microsoft Excel® eine Naherungskurve

y = 25197x° - 57500x° + 38177x* + 1713,5x° - 10190x? + 2836,4x + 2,4867 mit
dem BestimmtheitsmaR von R?= 0,96 basierend auf der RKP (polynomische
Regression) Statistikfunktion errechnet werden. Das rechnerische Maximum
des Lipidtransfers ergibt sich fur einen PS-Anteil von 17,5 % mit 223 ng
NBD/(mg GLTP*min). Fir NBD-Gal Donorliposomen gilt die Naherungskurve
y = 45448x° - 120257x° + 113555x" - 42203x> + 2338,4x*> + 1394,7x - 0,4706
mit einem Bestimmtheitsma® von R? = 0,93 mit dem Maximum 180,5 ng
NBD/(mg GLTP*min) bei Akzeptorliposomen mit einem PS-Anteil von 20 %.
Die Grdle der Akzeptorliposomen ist zur Veranschaulichung ihres Einflusses
auf den Lipidtransfer aufgefihrt. Die mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorlipo-
somen weisen keinen klaren Zusammenhang GrofRe zu PS-Anteil auf.
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3.4.1.1. Lipidtransferraten bei Einsatz von NBD-Glucocerebrosid

Donorliposomen

Wie aus Tabelle 10 und Abbildung 19 (s.0.) ersichtlich, sind die Lipidtransfer-
raten flir die mit NBD-Glucocerebrosiden markierte Donorliposomen durch-
schnittlich ca. 22 % hoher als bei mit NBD-Galactocerebrosiden markierten
Donorliposomen.

Die hochste Transferrate findet sich bei Akzeptorliposomen der Zusammenset-
zung PC/PS 80/20 mit 204,2 ng NBD-Glucocerebroside pro mg GLTP*min,
dicht gefolgt von PC/PS 70/30 (198,3 ng NBD) und PC/PS 90/10 (194,3). Es
besteht eine Korrelation PC/PS-Anteil und Lipidtransfer mit

y = 25197x® - 57500x° + 38177x* + 1713,5x> - 10190x* + 2836,4x + 2,4867
und einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,9603.

Der mittels Naherungsverfahren basierend auf der RKP (polynomische Reg-
ression) Statistikfunktion im Microsoft Excel® errechnete Hochpunkt liegt bei
x=17,5% PS und y = 223 ng NBD-Galactocerebroside pro mg GLTP*min.
Eine Korrelation GroRe der Akzeptorliposomen zu Lipidtransfer ist nicht ersicht-
lich. Fir PC 100 Akzeptorliposomen finden sich kaum messbare Lipidtransfer-
raten von 1,8 ng NBD/(mg GLTP*min).

3.4.1.2. Lipidtransferraten bei NBD-Galactocerebrosid Donorliposomen

Die hochste Transferrate findet mit Akzeptorliposomen der Zusammensetzung
PC/PS 80/20 sich mit 176,4 ng NBD-Galactocerebroside pro mg GLTP*min
dicht gefolgt von PC/PS 70/30 (170,3 ng NBD) und mit etwas Abstand PC/PS
90/10 (129,3 ng NBD). Es besteht eine Korrelation PC/PS-Anteil und Lipid-
transfer mit

y = 45448x° - 120257x° + 113555x* - 42203x° + 2338,4x? + 1394,7x - 0,4706
und einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,9315.

Der mittels Naherungsverfahren errechnete Hochpunkt liegt bei x = 20 % PS

und y = 180,5 ng NBD-Galactocerebroside pro mg GLTP*min.
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Eine Korrelation GroRe der Akzeptorliposomen zu Lipidtransfer ist nicht ersicht-
lich (siehe Abbildung 19, Seite 62).

FUr ausschliellich aus PC bestehende Akzeptorliposomen (PC 100) konnten
keine Uber der Basalrate liegende Lipidtransferraten gefunden werden, dies

entspricht einer bereinigten Transferrate von null.

3.4.2. Lipidtransferraten bei mit Na-Cholat hergestellte Akzeptorliposomen
der Lipidzusammensetzung PC/PE, 90/10 bis 50/50

Tabelle 11: Lipidtransfer Na-Cholat Akzeptorliposomen PC/PE

Lipidzusammensetzung und Gréle Lipidtransfer in ng NBD/(mg
der Akzeptorliposomen GLTP*min) bei Donorliposomen mit
PCin% | PEin % |GrofRein nm NBD-Gal NBD-Glu
100 0 70 0 1,8
90 10 82 117,6 143,9
80 20 82 98,2 147,5
70 30 66 86,0 145,4
60 40 71 46,4 84,7
50 50 195 86,9 117,9

Ubersicht Uber die proteinkatalysierten Lipidtransferraten, bei dem Einsatz von
mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorliposomen, bezogen auf deren PE-Anteil
und den Einsatz von NBD-Glu oder NBD-Gal Donorliposomen. Fir die Be-
stimmung des proteinkatalysierten Lipidtransfers, wurden Mittelwerte aus je
n = 3 Messungen herangezogen. Die Transferraten fir NBD-Glu liegen durch-
schnittlich 51 % Uber den Transferraten fur NBD-Gal Donorliposomen.
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Abbildung 20: Lipidtransfer Na-Cholat Akzeptorliposomen PC/PE

Darstellung des Lipidtransfers in Abhangigkeit von der Lipidzusammensetzung
der mit Na-Cholat hergestellten Akzeptorliposomen. Lipidtransferraten:
Mittelwerte aus je n=3 Messungen. Fur die Korrelation PE-Anteil der
Akzeptorliposomen zu Lipidtransfer bei NBD-Glu Donorliposomen sowie bei
NBD-Gal Donorliposomen fand sich keine Naherungskurve mit ausreichen-
dem Bestimmtheitsmall. Die GroRe der Akzeptorliposomen ist zur Veran-
schaulichung ihres Einflusses auf den Lipidtransfer aufgefihrt. Die mit Na-
Cholat hergestellten Akzeptorliposomen weisen keinen klaren Zusammen-
hang zwischen Gro3e und PE-Anteil auf.

3.4.2.1. Lipidtransferraten bei NBD-Glucocerebrosid Donorliposomen

Die Lipidtransferraten fir NBD-Glucocerebrosid markierte Donorliposomen lie-
gen im Durchschnitt 51 % Uber den Transferraten bei dem Einsatz von NBD-
Galactocerebrosid Donorliposomen.

Die Lipidtransferraten reichen von 84,7 bis 147,5 ng NBD-Galactocerebroside
pro mg GLTP*min um den Mittelwert von 127,9 ng NBD pro mg GLTP*min ohne

ersichtliche Korrelation zu dem PE-Anteil der Akzeptorliposomen.
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3.4.2.2. Lipidtransferraten bei NBD-Galactocerebrosid Donorliposomen

Die Lipidtransferraten reichen von 46,4 bis 117,6 ng NBD-Galactocerebroside
pro mg GLTP*min um den Mittelwert von 87 ng NBD mit einer Standard-
abweichung von 26 ohne ersichtliche Korrelation zu dem PE-Anteil der

Akzeptorliposomen.

3.4.3. Lipidtransferraten bei mit OG hergestellte Akzeptorliposomen der
Lipidzusammensetzung PC/PS, 100/0 bis 10/90

Tabelle 12: Lipidtransfer OG Akzeptorliposomen PC/PS

Lipidzusammensetzung und Grél3e Lipidtransfer in ng NBD/(mg
der Akzeptorliposomen GLTP*min) bei Donorliposomen mit
PCin% | PSin% |[Gro3ein nm NBD-Gal NBD-Glu
100 0 201 70,8 100,0
90 10 166 245,3 274,6
80 20 146 284,6 453,0
70 30 124 260,5 434,9
60 40 102 127,7 271,7
50 50 81 39,7 133,0
40 60 73 6,9 51,6
30 70 69 12,3 23,9
20 80 67 7,3 4,1
10 90 62 24,4 10,0

Ubersicht Uiber die proteinkatalysierten Lipidtransferraten, bei dem Einsatz von
mit OG hergestellten Akzeptorliposomen, bezogen auf deren PS-Anteil und
den Einsatz von NBD-Glu oder NBD-Gal Donorliposomen. Fir die Be-
stimmung des proteinkatalysierten Lipidtransfers wurden Mittelwerte aus je
n = 3 Messungen herangezogen. Die Transferraten fir NBD-Glu liegen durch-
schnittlich 19 % Uber den Transferraten fir NBD-Gal Donorliposomen.
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Abbildung 21: Lipidtransfer OG Akzeptorliposomen PC/PS

Darstellung des Lipidtransfers in Abhangigkeit von der Lipidzusammensetzung
der mit OG hergestellten Akzeptorliposomen. Lipidtransferraten: Mittelwerte
aus je n = 3 Messungen. Fir den Lipidtransfer bei NBD-Glu Donorliposomen
konnte mit Microsoft Excel® eine Naherungskurve

y = 119101x° - 350179x° + 384605x" - 187299x° + 34226x* - 143,53x + 99,794
mit dem BestimmtheitsmaR von R? = 1,0 basierend auf der RKP (polyno-
mische Regression) Statistikfunktion errechnet werden. Das rechnerische
Maximum des Lipidtransfers ergibt sich fur einen PS-Anteil von 24 % mit
467,5 ng NBD/(mg GLTP*min). Fir NBD-Gal Donorliposomen gilt die
Naherungskurve

y = 22090x° - 75309x° + 89423x"* - 40455x> + 2143x% + 1937,9x + 78,948 mit
einem BestimmtheitsmaR von R? = 1,0 mit dem Maximum 351,4 ng NBD/(mg
GLTP*min) bei Akzeptorliposomen mit einem PS-Anteil von 22 %. Die GroRe
der Akzeptorliposomen ist zur Veranschaulichung ihres Einflusses auf den
Lipidtransfer aufgefiihrt. Die mit OG hergestellten Akzeptorliposomen zeigen
einen antiproportionalen Zusammenhang Gréflie zu PS-Anteil.
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3.4.3.1. Lipidtransferraten bei NBD-Glucocerebrosid Donorliposomen

Die Lipidtransferraten unter Einsatz von NBD-Glucocerebrosid markierten
Donorliposomen sind durchschnittlich 20 % und fur die maximalen Trans-
ferraten ca. 33 % hoher als bei den mit NBD-Galactocerebrosid markierten
Donorliposomen.

Die hochste Transferrate findet mit Akzeptorliposomen der Zusammensetzung
PC/PS 80/20 sich mit 453 ng NBD-Glucocerebroside pro mg GLTP*min dicht
gefolgt von PC/PS 70/30 (434,9 ng NBD) und ca. 40 % niedriger fur PC/PS
90/10 (274,6) und PC/PS 60/40 (271 ng NBD).

Es besteht eine Korrelation PC/PS-Anteil und Lipidtransfer mit

y = 119101x° - 350179x° + 384605x” - 187299x> + 34226x? - 143,53x + 99,794
und einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,9995.

Der mittels Naherungsverfahren errechnete Hochpunkt liegt bei x = 24 % PS
und y = 467,5 ng NBD-Galactocerebroside pro mg GLTP*min.

Eine Korrelation GroRe der Akzeptorliposomen zu Lipidtransfer ist nicht
ersichtlich.

Fur PC 100 Akzeptorliposomen finden sich hier mittlere Lipidtransferraten von
100 ng NBD/(mg GLTP*min).

3.4.3.2. Lipidtransferraten bei NBD-Galactocerebrosid Donorliposomen

Die hochste Transferrate findet mit Akzeptorliposomen der Zusammensetzung
PC/PS 80/20 sich mit 284,6ng NBD-Glucocerebroside pro mg GLTP*min
gefolgt von PC/PS 70/30 (260,5 ng NBD) und PC/PS 90/10 (245,3) und ca.
55 % niedriger fur PC/PS 60/40 (128 ng NBD).

Es besteht eine Korrelation PC/PS-Anteil zum Lipidtransfer mit

y = 22090x° - 75309x° + 89423x" - 40455x°> + 2143x? + 1937,9x + 78,948 und
einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,9995.

Der mittels Naherungsverfahren errechnete Hochpunkt liegt bei x = 22 % PS

und y = 295 ng NBD-Galactocerebroside pro mg GLTP*min.
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Eine Korrelation GroRe der Akzeptorliposomen zu Lipidtransfer ist nicht
ersichtlich.

Fur PC 100 Akzeptorliposomen finden sich hier mittlere Lipidtransferraten von
70,8 ng NBD/(mg GLTP*min).

3.4.4. Lipidtransferraten bei mit OG hergestellte Akzeptorliposomen der
Lipidzusammensetzung PC/PE, 90/10 bis 50/50

Tabelle 13: Lipidtransfer OG Akzeptorliposomen PC/PE

Lipidzusammensetzung und Grof3e Lipidtransfer in ng NBD/(mg
der Akzeptorliposomen GLTP*min) bei Donorliposomen mit

PCin% | PEin % |[GroRein nm NBD-Gal NBD-Glu

100 0 201 70,8 100,0

90 10 198 93,9 91,3

80 20 184 59,5 49,5

70 30 239 111,8 149,4

60 40 236 50,8 69,9

50 50 194 93,6 87,0

Ubersicht Uber die proteinkatalysierten Lipidtransferraten, bei dem Einsatz von
mit OG hergestellten Akzeptorliposomen, bezogen auf deren PE-Anteil und
den Einsatz von NBD-Glu oder NBD-Gal Donorliposomen. Fir die Bestim-
mung des proteinkatalysierten Lipidtransfers wurden Mittelwerte aus je n =3
Messungen herangezogen. Die Transferraten fir NBD-Glu liegen durch-
schnittlich 15 % uber den Transferraten fur NBD-Gal Donorliposomen.
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Abbildung 22: Lipidtransfer OG Akzeptorliposomen PC/PE

Darstellung des Lipidtransfers in Abhangigkeit von der Lipidzusammensetzung
der mit OG hergestellten Akzeptorliposomen.

Lipidtransferraten: Mittelwerte aus je n =3 Messungen. Fir die Korrelation
PE-Anteil der Akzeptorliposomen zu Lipidtransfer bei NBD-Glu Donor-
liposomen sowie bei NBD-Gal Donorliposomen, fand sich keine Naherungs-
kurve mit ausreichendem Bestimmtheitsmall. Die GroéRe der Akzeptor-
liposomen ist zur Veranschaulichung ihres Einflusses auf den Lipidtransfer
aufgefihrt. Die mit OG hergestellten Akzeptorliposomen weisen keinen klaren
Zusammenhang zwischen Gréf3e und PE-Anteil auf.

3.4.4.1. Lipidtransferraten bei NBD-Glucocerebrosid Donorliposomen

Wie aus Tabelle 13 und Abbildung 22 ersichtlich sind die Lipidtransferraten fur
NBD-Glucocerebrosid markierte Donorliposomen durchschnittlich 15 % hoéher
als bei NBD-Galactocerebrosid markierten Donorliposomen.

Die Lipidtransferraten reichen von 49,5 bis 149,4 ng NBD-Glucocerebroside pro
mg GLTP*min um den Mittelwert von 89,4 ng NBD pro mg GLTP*min ohne

ersichtliche Korrelation zu dem PE-Anteil der Akzeptorliposomen.
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3.4.4.2. Lipidtransferraten bei NBD-Galactocerebrosid Donorliposomen

Die Lipidtransferraten reichen von 50,8 bis 111,8 ng NBD-Galactocerebroside
pro mg GLTP*min um den Mittelwert von 81,9 ng NBD ohne ersichtliche Korre-
lation zu dem PE-Anteil der Akzeptorliposomen.

3.4.5. Lipidtransferraten bei mit POE4 hergestellte Akzeptorliposomen der
Lipidzusammensetzung PC/PS, 100/0 bis 10/90

Tabelle 14: Lipidtransfer POE4 Akzeptorliposomen PC/PS

Lipidzusammensetzung und GrofRe Lipidtransfer in ng NBD/(mg
der Akzeptorliposomen GLTP*min) bei Donorliposomen mit

PCin% | PSin% |[Gro3ein nm NBD-Gal NBD-Glu
100 0 1740 17,1 16,3
90 10 1120 84,0 107,5
80 20 1040 120,4 102,0
70 30 1020 168,5 153,2
60 40 767 210,7 217,3
50 50 572 236,2 233,9
40 60 680 272,7 284,3
30 70 314 160,3 183,1
20 80 199 215,6 260,2
10 90 168 190,8 226,2

Ubersicht Uiber die proteinkatalysierten Lipidtransferraten, bei dem Einsatz von
mit POE4 hergestellten Akzeptorliposomen, bezogen auf deren PS-Anteil und
den Einsatz von NBD-Glu oder NBD-Gal Donorliposomen. Fir die Bestim-
mung des proteinkatalysierten Lipidtransfers, wurden Mittelwerte aus je n = 3
Messungen herangezogen. Die Transferraten fir NBD-Glu liegen durch-
schnittlich 6 % Uber den Transferraten fir NBD-Gal Donorliposomen.
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Abbildung 23: Lipidtransfer POE4 Akzeptorliposomen PC/PS

Darstellung des Lipidtransfers in Abhangigkeit von der Lipidzusammensetzung
der mit POE4 hergestellten Akzeptorliposomen. Lipidtransferraten: Mittelwerte
aus je n =3 Messungen. Fir den Lipidtransfer bei NBD-Glu Donorliposomen
konnte mit Microsoft Excel® eine Naherungskurve

y = -100790x° + 281671x° - 295542x* + 142734x> - 31254x* + 2912,3x + 15,6
mit dem BestimmtheitsmaR von R?= 0,93 basierend auf der RKP (polynomi-
sche Regression) Statistikfunktion errechnet werden. Es finden sich zwei rech-
nerische Maxima des Lipidtransfers: Max, ergibt sich fir einen PS-Anteil von
51 % mit 256,3 ng NBD/(mg GLTP*min). Max; liegt bei einem PS-Anteil von
85 % mit 257,6 ng NBD/(mg GLTP*min).

Fir NBD-Gal Donorliposomen gilt die Naherungskurve

y = -55117x°® + 155718x° - 163552x* + 77834x> - 16695x* + 1787x + 15,676
mit einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,92 mit den Maxima Max = 247,7 ng
NBD/(mg GLTP*min) bei Akzeptorliposomen mit einem PS-Anteil von 50,5 %
und Max; = 202,7 ng NBD/(mg GLTP*min) bei einem PS-Anteil von 85,5 %.
Die Grofie der Akzeptorliposomen ist zur Veranschaulichung ihres Einflusses
auf den Lipidtransfer aufgefuihrt. Die mit POE4 hergestellten Akzeptor-
liposomen haben einen deutlichen antiproportionalen Zusammenhang Grofie
zu PS-Anteil.
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3.4.5.1. Lipidtransferraten bei NBD-Glucocerebrosid Donorliposomen

Die Lipidtransferraten fir NBD-Glucocerebrosid markierte Donorliposomen sind
durchschnittlich 6 % hoher als bei NBD-Galactocerebrosid markierten.

Die Lipidtransferraten steigen von PC/PS 100/0 (16,3 ng NBD pro mg GLTP pro
min) bis PC/PS 60/40 ( 284,3 ng NBD pro mg GLTP*min) kontinuierlich an.

Es findet sich folgende Korrelation der Lipidtransferraten zum Anteil PS:

y = -100790x° + 281671x° - 295542x* + 142734x> - 31254x° + 2912,3x + 15,613
mit einem BestimmtheitsmaR R? = 0,9342. Rechnerisch zeigen sich 2 Maxima
des Lipidtransfers:

e Maxy:y =256,3 ng NBD/(mg GLTP*min); x = 51 % PS.

e Maxy: y =257,6 ng NBD/(mg GLTP*min); x = 85 % PS.

Die Maxima liegen beide unterhalb des gemessenen Hochstwertes fir den Li-
pidtransfer mit 284,3 ng pro mg GLTP*min. Unter der Annahme, dass die Lipid-
transferraten fur PC/PS 30/70 Messfehler darstellen, konnte eine Naherungs-
kurve mit einem Maximum bei etwa 65 bis 75 % PS-Anteil dargestellt werden.
Man erkennt ein gegenlaufiges Verhalten von GrdélRe zu Lipidtransfer, d.h. fur
PS-Anteile von 0 bis 60 % und von 70 bis 80 % gilt je kleiner die Akzeptor-
liposomen desto hoher die Lipidtransferraten.

3.4.5.2. Lipidtransferraten bei NBD-Galactocerebrosid Donorliposomen

Die Lipidtransferraten steigen von PC/PS 100/0 (17,1 ng NBD pro mg GLTP pro
min) bis PC/PS 60/40 (272,7 ng NBD pro mg GLTP*min) kontinuierlich an.

Es findet sich folgende Korrelation Lipidtransferraten zu Anteil PS:

y = -55117x° + 155718x° - 163552x* + 77834x° - 16695x? + 1787x + 15,676
mit den BestimmtheitsmaR R? = 0,9201

Rechnerisch zeigen sich 2 Maxima des Lipidtransfers:

e Maxy:y =247,7 ng NBD/(mg GLTP*min); x = 50,5 % PS.

e Maxz: y =202,7 ng NBD/(mg GLTP*min); x = 85,5 % PS.

Die Maxima liegen beide unterhalb des gemessenen Hoéchstwertes fur den

Lipidtransfer mit 272,7 ng pro mg GLTP*min. Unter der Annahme, dass die
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Lipidtransferraten fur PC/PS 30/70 Messfehler darstellen, konnte eine Nahe-
rungskurve mit einem Maximum bei etwa 60 bis 65 % PS-Anteil dargestellt
werden.

Man erkennt ein gegenlaufiges Verhalten von Grélke zu Lipidtransfer, d.h. fur
PS-Anteile von 0 bis 60 % und von 70 bis 80 % qilt je kleiner die Akzeptorlipo-

somen desto hoher die Lipidtransferraten.

3.4.6. Lipidtransferraten bei mit POE4 hergestellte Akzeptorliposomen der
Lipidzusammensetzung PC/PE, 90/10 bis 50/50

Tabelle 15: Lipidtransfer POE4 Akzeptorliposomen PC/PE

Lipidzusammensetzung und Grof3e Lipidtransfer in ng NBD/(mg
der Akzeptorliposomen GLTP*min) bei Donorliposomen mit

PCin% | PEin % | GroRe in nm NBD-Gal NBD-Glu

100 0 1740 17,11 16,33

90 10 2360 28,57 26,75

80 20 1820 56,93 52,42

70 30 2110 80,06 64,45

60 40 1520 72,59 89,75

50 50 1070 69,92 86,3

Ubersicht Uiber die proteinkatalysierten Lipidtransferraten, bei dem Einsatz von
mit POE4 hergestellten Akzeptorliposomen, bezogen auf deren PS-Anteil und
den Einsatz von NBD-Glu oder NBD-Gal Donorliposomen. Fir die Be-
stimmung des proteinkatalysierten Lipidtransfers, wurden Mittelwerte aus je
n = 3 Messungen herangezogen. Die Transferraten fir NBD-Glu liegen durch-
schnittlich 2 % Uber den Transferraten fir NBD-Gal Donorliposomen.



Ergebnisse

Seite 75

Lipidtransfer
POE4 PC/PE Akzeptorliposomen

100

90 A

80 -

70 -

60

50 A

40 -

R? = 0,9592

2500

- 2000

- 1500

- 1000

ng NBD/(mg GLTP*min)

Durchmesser in nm

20 + 500

10 +

0 10 20 30 40 50
Anteil PE in %

CTINBD-Glu
Naherungskurve NBD-Gal

I \NBD-Gal
—&— GroRe der Akzeptorliposomen
= = = Naherungskurve NBD-Glu

Abbildung 24: Lipidtransfer POE4 Akzeptorliposomen PC/PE

Darstellung des Lipidtransfers in Abhangigkeit von der Lipidzusammensetzung
der mit POE4 hergestellten Akzeptorliposomen. Lipidtransferraten: Mittelwerte
aus je n =3 Messungen. Fir den Lipidtransfer bei NBD-Glu Donorliposomen
konnte mit Microsoft Excel® eine Naherungskurve
y = -2735,4x* + 14459x° + 0,5068x* + 122,12x + 15,835 mit dem Bestimmt-
heitsmaR von R*= 0,99 basierend auf der RKP (polynomische Regression)
Statistikfunktion errechnet werden. Das rechnerische Maximum des Lipid-
transfers ergibt sich fur einen PE-Anteil von 45 % mit 90,5 ng NBD/(mg
GLTP*min). Fir NBD-Gal Donorliposomen gilt die Naherungskurve

= -1265,2x> + 566,81x* + 137,51x + 15,307 mit einem BestimmtheitsmaR
von R? = 0,96 mit dem Maximum 80,1 ng NBD/(mg GLTP*min) bei Akzeptor-
liposomen mit einem PE-Anteil von 39 %. Die Grélie der Akzeptorliposomen
ist zur Veranschaulichung ihres Einflusses auf den Lipidtransfer aufgefiihrt.
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3.4.6.1. Lipidtransferraten bei NBD-Glucocerebrosid Donorliposomen

Wie aus Tabelle 15 und Abbildung 24 ersichtlich sind die Lipidtransferraten fur
NBD-Glucocerebrosid markierte Donorliposomen durchschnittlich 2 % hoher als
bei Verwendung von NBD-Galactocerebrosid markierten Donorliposomen.

Die Lipidtransferraten reichen von 16,3 bis 89,8 ng NBD-Glucocerebroside pro
mg GLTP*min. Mit einem Bestimmtheitsmal von R? = 0,9865 lasst sich anhand
der Regressionsanalyse die Naherungskurve

y = -2735,4x* + 1445,9x% + 0,5068x> + 122,12x + 15,835 mit einem rechne-
rischen Maximum des Lipidtransfer von 90,5 ng NBD/(mg GLTP*min) bei einem
PE-Anteil von 45 % bestimmen.

Eine antiproportionale Korrelation des Lipidtransfer zur GrofRe der Akzeptorlipo-

somen lasst sich aus den Werten erahnen.

3.4.6.2. Lipidtransferraten bei NBD-Galactocerebrosid Donorliposomen

Die Lipidtransferraten reichen von 17,1 bis 80,0 ng NBD-Glucocerebroside pro
mg GLTP*min. Mit einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,9592 Iasst sich anhand
der Regressionsanalyse die Naherungskurve

y = -1265,2x% + 566,81x* + 137,51x + 15,307 mit einem rechnerischen Maxi-
mum des Lipidtransfer von 80,1 ng NBD/(mg GLTP*min) bei einem PE-Anteil
von 39 % bestimmen.

Eine Korrelation Lipidtransfer zu Grofl3e ist aus den Werten nicht ersichtlich.
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4. Diskussion

4.1. Ergebnisdiskussion

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der Membrankrimmung und der
Lipidzusammensetzung, insbesondere des PS- und PE-Gehaltes auf die Eigen-
schaften von Akzeptormembranen und ihren daraus folgenden Einfluss auf den
Glycolipidtransfer von Donor- auf Akzeptormembrane bestimmt. Als Membran-
model dienen Liposomen. Die Membrankrimmung ergibt sich aus der Grofe,
dem Durchmesser der Liposomen.

Mehrere Studien [als Review: 123] zeigten bereits, dass eine negative Ladung
von Donorliposomen — insbesondere durch den Einschluss von negativ gelade-
nem PS — den proteingestutzten Lipidtransfer begunstigen. Als LTP wurden
hierbei nicht spezifische LTP verwendet, welche PS und PE selbst trans-
ferieren.

Bei der vorliegenden Studie werden einerseits die Eigenschaften der Donor-
membran konstant gehalten und andererseits GLTP eingesetzt, die PS oder PE
nicht transferieren [123]. So wird gewahrleistet, dass ausschliel3lich die Mem-
braneigenschaften (Grof3e und Ladung) der Akzeptormembrane untersucht
werden.

Der Untersuchungsansatz stellt also ein Modell zur Untersuchung von Mem-
braneigenschaften auf die Lipidtransferaktivitdt von GLTP dar, das weitere Ein-

flussgroRen moglichst ausschlief3t.

4.1.1. Einfluss der verwendeten Detergentien auf die Gr63e der

Akzeptorliposomen

Bei dem verwendeten Mischzelledialyseverfahren zur Herstellung der Liposo-
men hat die GroRe der verwendeten Detergentien einen entscheidenden Ein-
fluss auf den Durchmesser der Liposomen. Je groRRer das Detergenz, desto
grolier die entstehenden Liposomen.

Die Lipidzusammensetzung, v. a. der PS-Anteil, haben ebenfalls einen erheb-

lichen Einfluss auf die Liposomengrofe (siehe Abbildung 13, Seite 50 und
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Abbildung 14, Seite 51). Bei der Verwendung der Detergentien OG und POE4
findet sich eine eindeutige indirekt proportionale Korrelation von PS-Gehalt zu
Grole der Liposomen. Dies zeigt, dass PS neben seinen Ladungseigenschaf-
ten, auch aufgrund seiner antikonischen Form, auf die Krimmung der ent-
stehenden Liposomenmembran Einfluss hat. Bei sehr kleinen Liposomen, hier
bei Na-Cholat als Detergenz, findet sich keine klare Korrelation mehr zwischen
PS-Gehalt und Durchmesser (Abbildung 11, Seite 47). Wahrscheinlich stol3en
diese kleinen Liposomen aufgrund der hohen Membrankrimmung schon an die

Grenze der moglich Membranspannung PS-haltiger Liposomen.

4.1.1.1. Mit Na-Cholat als Detergenz hergestellte Liposomen

Unter Verwendung des kleinsten hier eingesetzten Detergenz, Na-Cholat, ent-
stehen SUV Liposomen deren Durchmesser von 40 bis 90 nm reichen. Es zeigt
sich keine klare Relation zwischen PS- oder PE-Gehalt zur Liposomengrolie
(Abbildung 11, Seite 47 und Abbildung 12, Seite 48). Mit 195 nm Durchmesser
weichen die Akzeptorliposomen mit einem PE-Gehalt von 50 mol% deutlich von
den anderen mit Na-Cholat hergestellten Liposomen ab. Hierfur konnte keine

Erklarung, abseits eines Versuchfehlers, gefunden werden.

4.1.1.2. Mit OG als Detergenz hergestellte Liposomen

Bei dem Einsatz von OG als Detergenz entstehen kleine LUV mit Durchmes-
sern von 62 nm bis 234 nm. Es zeigt sich eine indirekt proportionale Korrelation
zwischen PS-Gehalt und Grofe, dass heil’t je hoher der PS-Anteil desto kleiner
die Liposomen (Abbildung 13, Seite 50). Mit einem Bestimmtheitsmal} von
R? = 0,996 lasst sich folgende Gleichung fiir den Durchmesser in nm zu dem
PS-Anteil in % darstellen:

y = 191,67x% - 324,2x + 200,36
Es findet sich keine klare Korrelation zwischen PE-Gehalt und Groe der
Liposomen (Abbildung 14, Seite 51).



Diskussion Seite 79

4.1.1.3. Mit POE4 als Detergenz hergestellte Liposomen

POE4 ist ein deutlich groReres Detergenz und fuhrt zur Entstehung von LUV,
die in ihrer GroRe von 168 nm (PS-Gehalt: 10 mol%) bis zu 2360 nm (PE-Ge-
halt 10 mol%) sehr stark variieren.
Wie auch bei den mit OG hergestellten Liposomen zeigt sich eine deutliche
indirekt proportionale Korrelation bezuglich des PS-Gehaltes und keine klare
Korrelation zu dem PE-Gehalt, wohl aber eine Tendenz, je hdher der PE-Gehalt
desto kleiner die Liposomen. Bei den PC/PE Liposomen reichen die Durch-
messer von 2360 nm (PE: 10 mol%) bis zu 1070 nm (PE: 50 mol%) es kann
keine Naherungskurve mit akzeptablen Bestimmtheitsmal} angelegt werden
(Abbildung 16, Seite 54).
Bei den PS Liposomen finden sich Durchmesser von 168 nm (PS: 90 mol%) bis
zu 1120 nm (PS: 10 mol%) (Tabelle 6, Seite 52 und Abbildung 15, Seite 53). Mit
einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,934 kann sich folgende Gleichung fiir den
Durchmesser in nm zu dem PS-Anteil in % darstellt werden:

y = 862,34x°% - 2318x + 1559,4

4.1.2. Einfluss von Ladung und Gr63e der Akzeptorliposomen auf den

Glycolipidtransfer

In der vorliegenden Arbeit wird mittels zwei verschiedener Donorliposomen-
spezies sowohl der Transfer von NBD-Galactocerebrosiden, als auch von NBD-
Glucocerebrosiden untersucht. Grundsatzlich weisen die Versuche sich glei-
chende Transferraten der Glycolipide in Bezug auf die unterschiedlichen Ak-
zeptorliposomen auf. Insgesamt liegen die Transferraten der NBD-Glucocere-
broside ungefahr 17 % Uber denen der Galactocerebroside. Dabei zeigen sich,
je nach verwendetem Detergenz und damit GroRe der Akzeptorliposomen-
charge, unterschiedliche Verhaltnisse des durchschnittlichen Transfers von
NBD-Glu zu NBD-Gal.
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Tabelle 16: Verhéaltnis Transferaktivitat NBD-Glu/NBD-Gal

Verhaéltnis durchschnittliche Transferraten NBD-Glu zu NBD-Gal
in Bezug auf Akzeptorliposomencharge

Lipidzusammensetzung
[Detergenz
PC/PS PC/PE
[Na-Cholat 1,22 (+ 22 %) 1,51 (+ 51 %)
oG 1,19 (+ 19 %) 1,15 (+ 15 %)
[POE4 1,06 (+ 6%) 1,02 (+ 2%)

Je kleiner die verwendeten Akzeptorliposomen sind, desto hdher liegen die
Transferraten der NBD-Glucocerebroside Uber denen der NBD-Galactocere-
brosiden. Dieser Zusammenhang zeigt sich deutlicher bei dem Einsatz der
PC/PE-Akzeptorliposomen als beim Einsatz der PC/PS-Akzeptorliposomen.
Bei den kleinen PC/PE-Akzeptorliposomen liegt die NBD-Glu Transferrate mit
+ 51 % deutlich Uber der NBD-Gal Transferrate. Bei den groRen POE4
Akzeptorliposomen hingegen liegt der NBD-Glu Transfer mit + 2 % nur knapp
uber dem NBD-Gal Transfer.

Einen grolRen Einfluss auf die Transferraten, sowohl von NBD-Glu als auch von
NBD-Gal, hat der Anteil an PS, wohingegen der PE-Anteil keine klaren Aussa-
gen zu einem Einfluss auf den Transfer zulassen. Als Erklarungsansatz hierfur
werden die Hauptunterschiede der verwendeten Lipide PS und PE, die unter-
schiedlichen Ladungseigenschaften und die unterschiedliche raumliche Struktur
der Lipide diskutiert. Als weitere Erklarung hierflr dienen Untersuchungen die
darauf hinweisen, dass sich in Liposomen PS vornehmlich im AuRenlayer

integriert wahrend sich PE bevorzug im Innenlayer findet [123].

4.1.3. Einfluss der Ladung der Akzeptorliposomen auf den Lipidtransfer

Der Einfluss der negativen Ladung der Akzeptorliposomen auf den Lipidtransfer
lasst sich am besten darstellen, wenn alle anderen Einflussfaktoren konstant
sind. Dies ist bei Na-Cholat als Detergenz gegeben, da die entstandenen Ak-
zeptorliposomen keine relevanten GroRenunterschiede aufwiesen. Es handelt
sich um SUV's von 40 bis 92 nm ohne ersichtliche Korrelation zwischen Grolie
und PS- oder PE-Gehalt (siehe Tabelle 2, Seite 47 und Tabelle 3, Seite 48
sowie Abbildung 11, Seite 47 und Abbildung 12, Seite 48).
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Die Korrelationen des Lipidtransfers (in ng NBD-Glycolipid pro mg GLTP*min) zum
PS-Anteil (in %) lassen sich mit folgenden Gleichungen darstellen (siehe auch
Tabelle 10, Seite 61 und Abbildung 19, Seite 62):

FUr NBD-Glucocerebroside:
y = 25197x° - 57500x° + 38177x* + 1713,5x° - 10190x? + 2836,4x + 2,4867;
R?=0,96
Das errechnete Maximum findet sich bei einem PS-Anteil von 17,5 % mit
223 ng/(mg GLTP*min).

Fur NBD-Galactocerebroside:
y = 45448x° - 120257x° + 113555x* - 42203x°> + 2338x> + 1394,7x - 0,4706;
R%=0,93
Maximum bei PS-Anteil von 20 % mit 180,5 ng/min.

Setzt man den Durchschnitt der Transferraten, bei Verwendung der in etwa
gleich groRen PE-Akzeptorliposomen, als ,Baserate®, so lasst sich folgendes
postulieren:

PS-Anteile von 10 bis 40 % erhohen die Transferaktivitat, PS-Anteile von 40 bis
50 % haben keinen relevanten Einfluss darauf und PS-Anteile von 60 % und
mehr hemmen sogar den Lipidtransfer.

Insgesamt sind jedoch die Transferraten bei den kleinen Na-Cholat Liposomen
geringer, als bei den groReren OG und POE4 Liposomen bei entsprechender
Lipidzusammensetzung.

Ruckert et al. zeigen maximale Transferraten fur unspezifische LTP (im System
NBD-PC und RhodaminB-PE, bei Veranderung der Akzeptormembranen und
bei konstanten Donormembranen) bei einem PS-Anteil von 30 %. Es zeigt sich
also, dass sowohl bei GLTP als auch bei ns-LTP die Veranderung der PS-
Anteile einen erheblichen Einfluss auf die Transferraten hat.

Dies deckt sich mit Studien [2, 118, 116, 117, 56, 125, 124] die zeigten, dass
negativ geladene Liposomen mehr mit anderen Liposomen oder Zellen

interagieren, als ungeladene Liposomen.
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4.1.4. Einfluss der Groé3e der Akzeptorliposomen auf den Lipidtransfer

Um den Einfluss der Grol3e der Akzeptorliposomen und damit der Kraimmungs-
radien zu bestimmen, sind erhebliche GréRendifferenzen innerhalb einer Ak-
zeptorliposomencharge notwendig. Dies ist bei der Verwendung von POE4
als Detergenz gegeben.

Die sehr grof3en PE-Liposomen (1070 bis 2360 nm) zeigen deutlich niedrigere
Transferraten, als die erheblich kleineren PE-Liposomen, welche bei der Ver-
wendung von OG oder Na-Cholat entstehen. Die Membrankrimmungen bei
Liposomen mit einem Durchmesser von mehr als 1000 nm haben einen nega-
tiven Effekt auf den Glycolipidtransfer.

Bei den PS-Liposomen zeigt sich, dass die GroRRe der Liposomen den Ladungs-
effekt auf die Transfereigenschaften sogar tbersteigt.

PS-Anteile von 10 bis 30 % fuhren zwar trotz Durchmesser von rund 1000 nm
zu héheren Transferraten als bei nicht geladenen kleineren PC- oder PE-Lipo-
somen. Allerdings liegen die Transferraten deutlich unter den Transferraten bei
Einsatz der kleineren PS-Liposomen, die bei entsprechenden Lipidzusammen-
setzungen mit OG oder Na-Cholat als Detergenz hergestellt werden.

In der POE4-Charge findet sich ein Anstieg des Lipidtransfers mit
zunehmenden PS-Anteil und daraus resultierende geringere Durchmesser. Ein
Plateau der Transferraten wird bei PS-Anteilen von 60 bis 90 % erreicht.
Zieht man hiervon den Ladungseffekt (siehe 4.1.3.  Einfluss der Ladung der
Akzeptorliposomen auf den Lipidtransfer) ab, so gilt fur Durchmesser von 168
bis 2360 nm: je kleiner die Liposomen desto grofRer der Lipidtransfer. Auffallend
ist, dass PS-Anteile groRer als 50 % bei den mit POE4 hergestellten Akzep-
torliposomen, die alle im Durchmesser groRer als 150 nm sind, zu 5 bis 20fach
hohere Transferraten flUhren, als bei den OG und Na-Cholat Liposomen die
kleiner als 100 nm sind.

Dafiur sind die Transferraten der Gber 1000 nm groRen POE4 Liposomen mit
PS-Anteilen bis 30 % deutlich geringer, als bei den zwischen 120 und 201 nm

grolien OG-Liposomen der selben Lipidzusammensetzung.
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Folgende Tabelle zeigt dies beispielhaft bei dem Einsatz von NBD-Glu Donor-
liposomen und den Akzeptorliposomen PC/PS 80/20, PC/PS 40/60 und PC/PE
70/30 mit der Unterscheidung nach dem jeweils verwendetem Detergenz.
Tabelle 17: Ausgewahlte Transferraten zur Darstellung

des GroRReneffektes

Einfluss der GroRe in nm auf den NBD-Glu Transfer
in (ng NBD-Glu pro mg GLTP*min)
PC/PS 80/20 PC/PS 40/60 PC/PE 70/30
[Detergenz Transfer| Grofde in nm | Transfer| GroRe in nm | Transfer| Grof3e in nm
INa-Cholat | 204 61 56 40 145 66
oG 453 146 52 73 150 239
|POE4 102 1040 285 680 65 2110

Die jeweils hdéchsten Transferraten je Akzeptorliposomencharge sind fett
markiert. Sowohl fur die PC/PS 80/20 als auch fir die PC/PE 70/30 finden sich
die niedrigsten Transferraten bei den sehr groflen (grofler 1000 nm) POE4
Liposomen. Die Durchmesser der PC/PS 40/60 Liposomen liegt mit 680 nm
deutlich unter 1000 nm, dort finden sich weit hdhere Transferraten als bei den
sehr kleinen Na-Cholat und OG Liposomen der gleichen Lipid-
zusammensetzung. Bei sich entsprechender GrofRe, hier bei den Na-Cholat
Liposomen (40 bis 66 nm), finden sich die hdchsten Transferraten bei der Li-
pidzusammensetzung PC/PS 80/20. Die Tatsache, dass bei den POE4 Lipo-
somen die Lipidzusammensetzung PC/PS 40/60 zu den héchsten Transferra-
ten fuhrt, weist auf den Einfluss der Grdf3e der Liposomen auf den Transfer hin.

4.1.5. Optimale Zusammensetzung

Die mit OG hergestellten Akzeptorliposomen der Lipidzusammensetzung
PC/PS 80/20 flihrten zu den hochsten Lipidtransferraten, sowohl in der NBD-
Galactocerebrosid- als auch der NBD-Glucocerebrosid-Versuchsreihe.
Maximale Transferraten fur NBD-Glucocerebroside finden sich bei mit OG her-
gestellten 146 nm grolRen Akzeptorliposomen mit der Lipidzusammensetzung
PC/PS 80/20, gefolgt von PC/PS 70/30 mit einem Durchmesser von 124 nm.
Sehr hohe Transferraten finden sich bei den mit POE4 hergestellten 680 nm
grollen PC/PS 40/60, den 314 nm grollen PC/PS 30/70 sowie den mit OG
hergestellten PC/PS 90/10 und 40/60 Akzeptorliposomen mit einem Durchmes-

ser von 166 bzw. 102 nm. Fur NBD-Galactocerebroside finden sich maximale
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Transferraten bei mit OG hergestellten PC/PS 80/20 Liposomen mit einem
Durchmesser von 146 nm, dicht gefolgt von mit POE4 hergestellten 680 nm
grollen Akzeptorliposomen mit der Lipidzusammensetzung PC/PS 40/60 und
den mit OG hergestellten PC/PS 70/30 Liposomen mit einem Durchmesser von
124 nm.

4.2. Gesamtbetrachtung

Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass PS bei einer Konzentrationen von
10 bis 40 % einen begunstigenden Einfluss fur auf den Lipidtransfer hat.

Ab einer Konzentration von 60 % hat PS einen negativen Einfluss auf den
Lipidtransfer. PE hat keinen relevanten Einfluss auf die Transferaktivitat von
Glycolipidtransferproteinen.

Die Grole der Durchmesser der Liposomen hat folgenden Einfluss auf den
Lipidtransfer:

e Zwischen 120 und 760 nm einen positiven Einfluss

¢ Kleiner 100 nm einen negativen, d.h. transferhemmenden Einfluss

e GroRer 1000 nm ebenfalls einen negativen Einfluss

Lipidtransfer:

Die intrazellulare Verteilung von Lipiden spiegelt nicht den urspringlichen Ort
ihrer Biosynthese wider. Die Hauptanzahl der intrazellularen Lipide befindet sich
in der Plasmamembran, wohingegen die Membranen, die aktiv die Lipid-
synthese betreiben (Endoplasmatische Retikulum, Mitochondrien), den niedrig-
sten Gehalt an Lipiden aufweisen [58]. Ein intensiver Fluss von Lipidmolekilen
muss folglich existieren [132].

Die Hypothese einer direkten Mitwirkung spezifischer, zytosolischer Proteine
beim Lipidaustausch zwischen Membranen wird von ihrer Fahigkeit, spezifische
Reaktionen im Lipidmetabolismus zu stimulieren, abgeleitet [107]. Untersuchun-
gen zeigen, dass die Rate an Lipidaustausch zwischen kunstlichen
Membransystemen bei Anwesenheit von unspezifischem LTP um das 40fache

gesteigert werden kann [15, 21].
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FUr den proteinvermittelten Austausch von Lipiden zwischen einer Donor- und

einer Akzeptormembran werden vier Mechanismen diskutiert [als Review 126]:

a) Proteinunterstitzte Membranfusion,

b) durch das Protein vermehrte Abdiffusionsrate der in Membranen eingebun-
denen Lipide,

c) Transport der an das Protein gebundenen Lipide durch eine wassrige
Phase,

d) Proteinvermittelte, enge Assoziation von Lipiden zweier Membranen ohne

Fusion.

Einfluss saurer Phospholipide auf den Lipidtransfer:

Der Einschluss von Phosphatidylethanolamine ein Phospholipid mit neutralem
Potential bei pH 7,4 in Donor- und Akzeptor SUV's verandert weder die spon-
tane Lipidaustauschkinetik noch die Charakteristika der Lipiddomanen innerhalb
der Membranen [58, 36].

Dagegen verwandelt der Einschluss von nur 10 % eines anionischen Phospho-
lipids (PS, PI, CL) die GroRRe der Lipidfraktionen innerhalb der Membranen und
teilweise auch die Halbwertszeiten des spontanen Lipidaustausches [58, 36].
Eine Konformationsanderung der Lipiddomanen kann die Exposition einer
grolReren Anzahl von Lipidmolekilen an eine das Ldsen aus der Membran
begunstigende Umgebung bedeuten [58]. Die Strukturdnderungen beruhen
sowohl auf Penetration von Wasser in den Lipidbilayer als auch auf Losung der
spezifischen Interaktionen zwischen den Lipidmolekilen [101]. Méglicherweise
storen bestimmte, saure Phospholipide die Bilayerstruktur durch elektrostati-
sche Repulsion, wodurch ein grofderer Abstand zwischen den Kopfgruppen der
Phospholipide entsteht [37].

Auch bei Anwesenheit von unspezifischem LTP beobachten die Autoren eine
deutliche Zunahme des Lipidtransfers bei Membranen mit negativ geladenem
Phospholipidanteil, sodass sie schlussfolgern, dass ionische Interaktion zwi-
schen positiv geladenem, unspezifischem LTP und negativ geladenen Membra-
nen die stimulierende Wirkung, die das Protein auf den Lipidtransfer ausubt,

beschleunigt [58, 52]. Zusatzlich beschreiben sie eine quantitativ vergleichbare
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Rate des Lipidaustausches in Versuchsreihen, die mit Vesikeln mit geringem
PS-Anteil, aber hoher Konzentration an unspezifischem LTP und vice versa,
durchgefuhrt werden. Sie vermuten, dass die resimierende Kinetik von der An-
zahl der aktiven Protein-SUV-Komplexe abhangt. Die Kinetik kann entweder
durch die Verfugbarkeit des Proteins oder die Anzahl respektive Affinitat von
Bindungsstellen auf der Membran durch Veranderung des Gehaltes an sauren
Phospholipiden, beeinflusst werden [58]. Wirtz et al. vermuten, dass die Asso-
ziation vom Protein mit der Membran umso schneller ablauft, je negativer diese
geladen ist [52].

Huang et al. [65] haben eine signifikante Anderung der Sekundarstruktur von
unspezifischem LTP bei der Interaktion mit SUV-Membranen, die saure Phos-
pholipide tragen, aber nicht bei der Anwesenheit von Vesikeln mit neutral gela-
denen Membranen beobachtet [65]. Die strukturelle Veranderung besteht in der
Zunahme der o - Helix innerhalb des Proteins. Die strukturelle Modifikation des
N-terminalen Peptides, welche die amphipathische Helix verandert, verhindert
die membranbindenden Eigenschaften des Proteins [65].

Andere Autoren observieren eine Inhibition der mit unspezifisches LTP kataly-
sierten Phosphatidylcholintransferrate durch Einbau negativ geladener Phos-
pholipide in die Akzeptormembran [152]. In einer Studie von van den Besselaar
et al. hangt das Ausmall der Transferhemmung durch die negative Ober-
flachenladung vom Verhaltnis der eingesetzten Membranmengen ab. Bei 7,5
mol% Phosphatidylinositol in der Akzeptorvesikelmembran variieren die Ergeb-
nisse von keiner bis zu einer Transferinhibition von 70 % bei Veranderung des
Donor zu Akzeptor Verhaltnisses von 0,2 bis 1,2 [148]. Berkhout dagegen be-
schreibt eine Zunahme der Transferraten durch unspezifisches LTP mit stei-
gender Pl-Konzentration seiner Versuchsliposomen bei niedrigen Akzeptorkon-
zentrationen und eine Hemmung des Lipidaustausches bei hohen Akzeptor-
liposomen. Die gegensatzlichen Ergebnisse begriindet er mit einer Kompetition
von Donor- und Akzeptormembran um das LTP. Bei nur niedriger Akzeptorkon-
zentration hat das Protein eine hohere Affinitdt zu den negativ geladenen
Donormembranen [13]. Eine hohe Anzahl von Akzeptormembranen, die nega-

tiver geladen sind als die verwendeten Donormembranen, kénnen unspezi-
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fisches LTP effektiver binden [52]. Folglich ist das Protein fur die Interaktion mit
der Donormembran und fur den Lipidaustausch nicht verfugbar [52].

In vitro Studien zeigen, dass negativ geladene Liposomen, die Phosphatidyl-
serin enthalten, von Zellen besser endozytiert werden und eingeschlossene
Pharmaka oder DNA effektiver an den Wirkort ausliefern [59]. Auch ist die
Eliminationsrate von negativen geladenen Liposomen aus der Blutzirkulation
schneller als von neutralen Liposomen [134]. Lee et al. beobachten, dass durch
die Inkoperation von PS, PG und Pl in die Liposomenmembran die Endozytose
durch die Zellen gesteigert werden kann [79]. Sie schlussfolgern, dass die
Zellmembrankomponente, die an das Liposom bindet, die negativ geladene
Phosphatgruppe an der BerUhrungsstelle von Lipid mit Wasser als Rezeptor
benutzt. Sie rdumen ein, dass neben Phosphat auch andere negativ geladene
Membrankomponenten als Bindungsstelle der Liposomen fur die Zellwand
dienen konnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie decken sich in soweit mit obigen Lite-
raturangaben, dass der PS-Anteil die transferbeglinstigende Eigenschaft von
Membranen erhoht. Die Ergebnisse erweitern die Aussage dahingehend, dass
ein Einfluss von PS auch auf den Glycolipidtransfer besteht und ein Maximum
des Transfers bei PS-Anteilen von 20 % vorliegt. Zudem spielt der Krummuings-

radius der Membrane eine erhebliche Rolle:

Membrankrimmung

Die Membrankrimmung hat Einfluss auf die Grélke und Eigenschaften von
Lipiddomanen innerhalb der Membranen [48]. Der Unterschied der Lipidaus-
tauschkinetik zwischen PC SUV im Gegensatz zu PC/PS SUV begrindet sich
moglicherweise mit der unterschiedlichen Membrankrimmung der Lipidvesikel
durch andersartige Lipidanordnungscharakteristika [58]. Austausch von Donor
und Akzeptor SUV's (bis 100 nm) gegen LUV’s (bis 1000 nm) flhren bei Fugler
et al. zu einer Verlangerung der Austauschhalbwertszeit fir Cholesterin um die
Halfte [48]. Huang et al. [65] beschreiben, dass das komplette unspezifische
LTP bedeutende Anderungen in der Sekundarstruktur bei der Interaktion mit

stark gekrimmten, anionische Phospholipide enthaltende SUV's, aber viel we-
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niger mit wenig gekrummten LUV's erfahrt. Kleine Vesikel kennzeichnen sich
durch beweglichere Kopfgruppen der Phospholipide in der auleren Lipidschicht
aus [65]. Die Anordnungsparameter in kleinen Vesikeln bewirken eine promi-
nentere Exposition des hydrophoben Kernes der Doppelschicht. Dadurch kann
eine Interaktion der Vesikel mit hydrophoben Regionen des LTP begunstigt
werden [144]. Aufgrund des starken Krummungsradius in kleinen Vesikeln,
wiesen diese haufig Defekte in der molekularen Anordnung der Bausteine auf,
was die Insertion von Proteinen begunstigen kann [65].

Besitzen die Liposomen einen sauren Phospholipidanteil innerhalb ihrer Mem-
branen, fuhrt die Reduktion des Durchmessers von 40 auf 22 nm bei Berkhout
et al. [13] zu einer deutlichen Zunahme der Assoziationskonstante von
PC-Transferprotein zur Vesikelmembran und folglich zur Transferinhibition. Sie
testen Liposomen mit einem Verhaltnis PC/PA von 8:2 mol%. Bei Liposomen
mit einem Durchmesser von mehr als 30 nm kann durch die Membranzusam-
mensetzung keine Einschrankung des Transfers beobachtet werden [13].

Diese zum Teil kontroversen Aussagen zum Einfluss der Membrankrimmung
bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie insofern, dass es einen fur
den Transfer optimalen Krummungsradius, respektive einen optimalen Lipo-
somendurchmesser geben muss. Der Einsatz von Akzeptorliposomen deren
Durchmesser deutlich Gber oder unter diesem Optimum liegen, hindert den
GLTP katalysierten Lipidtransfer. Nach den vorliegenden Ergebnissen liegt die-

ses Optimum in einen Bereich zwischen 120 und 760 nm.
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4.3. Methodendiskussion

4.3.1. Resonanz-Energie-Transfer (RET)

Zur Bestimmung der Transferraten von Glycolipiden wird eine Messmethode
verwendet, die auf dem Resonanz-Energie-Transfer beruht. Vorteile dieser
Methode sind, dass:

e die Messungen wahrend des Transfers — also Uber einen Zeitraum hinweg —
durchgefuhrt werden kdnnen, und nicht wie bei anderen Methoden (z.B.
Gelschichtchromatografie) die Liposomen von einander getrennt werden
mussen und damit nur Zeitpunktmessungen mdglich sind,

e es sich um eine ungiftige und kostengunstige Methode handelt,

e keine Schutzmallnahmen, wie z.B. bei der Verwendung von radioaktiv-
markierten Lipiden, notwendig sind.

Durch diese Vorteile eignet sich die Methode auch fir in vivo Versuchsreihen

oder in vitro Messungen an Zellkulturen.

Kirjavainen et al. [76] verwenden fluoreszenzmarkierte Liposomen, um mittels

Resonanz-Energie-Transfer zu zeigen, dass DOPE (dioleylphosphatidyl etha-

nolamine) haltige Liposomen mit dem stratum corneum der Haut fusionieren.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Donorliposomen weisen fur NBD-

Gal und NBD-Glu ahnliche Verteilungsmuster der Fluorophorlipide auf. Zu ca.

zwei Dritteln finden sich die NBD-markierten Glycolipide im AulRenlayer der Do-

norliposomen und stehen damit dem Transfer zur Verfigung (siehe Tabelle 8,

Seite 55 und Tabelle 9, Seite 55). Die Sensitivitat des Messsystems entspricht

dem Verhaltnis der sich im Aul3enlayer befindlichen NBD-Glycolipide, die im

RET stehen (d.h. nah genug den RhodaminB-PE-Lipiden), zu den freien NBD-

Glycolipiden im Aufienlayer. Mit 93,4 % fur NBD-Glucocerebrosid und 95 % flr

NBD-Galactocerebrosid Donorliposomen zeigen sich hohe Sensitivitaten.
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4.3.2. Liposomenherstellung

Die nach Milsman et al. modifizierte Detergenzdialyse zur Herstellung der Lipo-
somen ist eine vielfach [118, 116, 117, 43, 125, 124] verwendete und von vielen
empfohlene Methode.

Alle in dieser Studie hergestellten Liposomenchargen weisen eine Polydisper-
sitat von null auf. Dies bestatigt, dass die Detergenzdialyse zur Entstehung von
einheitlichen Liposomen fuhrt.

Durch Verwendung verschieden groler Detergentien (Na-Cholat, OG und
POE4) konnten Liposomenreihen mit deutlich unterschiedlicher Grof3e bei ver-
gleichbarer Lipidkomposition gewonnen werden. Dabei konnte auch der Ein-
fluss, insbesondere von PS auf die Grolke und damit die Membrankrimmung

nachgewiesen werden.

4.3.3. Glycolipidtransferprotein (GLTP)

Aus dem schlachtfrisch verarbeiteten Rinderhirn konnte mittels 40 %iger Amo-
niumsulfatfallung ein Protein gewonnen werden, welches, wie die Ergebnisse
zeigen, einen erheblichen katalytischen Einfluss auf den Transfer von Gluco-
und Galactocerebrosiden hat. Somit handelt es sich um ein Glycolipidtrans-
ferprotein. Dies deckt sich mit Ergebnissen der GLTP-Charakterisierung von
Ruickert [123,126].

Insgesamt konnten 487 mg GLTP gewonnen werden. Unter der Aufbewahrung
bei -18°C konnte Uber zwei Monate kein Aktivitatsverlust des Proteins fest-

gestellt werden.

4.4. Eigene Betrachtungen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass PS einen erheblichen Einfluss auf den GLTP
katalysierten Transfer von Glycolipiden (Gluco- und Galactocerebrosiden) von
einer Donormembran auf eine Akzeptormembran hat.

Mehrere Studien haben belegt, dass sowohl PS als auch Glycolipide begunsti-

gende Effekte auf die Signallbertragung im Nervensystem (Azetylcholin-, das
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Noradrenalin-, das Serotonin- und das Dopaminsystem [31, 30, 25, 5, 23])
haben, Gedachtnisleistungen verbessern und unter anderem bei Alzheimer-
und Prionerkrankungen sowie Neuro-HIV die Nervenschadigungen mindern [68,
43, 89]. Hierbei sind insbesondere die Ursachen des Einflusses von PS auf
molekularer Ebene noch nicht geklart.

Der Einfluss von PS auf den Glycolipidtransfer in der vorliegenden Studie be-
ruht einerseits auf den Ladungseigenschaften und anderseits darauf, dass PS
die Entstehung kleinerer Liposomen und somit von kleineren Kruimmungsradien
der Membrane begunstigt.

In tierischen Zellen findet sich PS vornehmlich im Innenlayer der Zellmem-
branen. Die vermehrte Exposition von PS im Aulenlayer tritt z.B. bei alternden
Erythrozyten auf, welche dann vom RES schneller eliminiert werden. Im Nor-
malfall scheint PS vornehmlich fur intrazellulare Prozesse von Bedeutung zu
sein.

Es stellt sich die Frage, ob die positiven Effekte von PS auf die Nervenzellen
(Signalubertragung, Alzheimererkrankung, Gedachtnisleistungen etc.) durch PS
selbst oder uber den durch PS vermehrten Transfer von Glycolipiden vom Ort
ihrer Entstehung (ER, Mitochondrien) zur Zellmembran mit der verbundenen
Anreicherung derselben im Auldenlayer verursacht werden, oder ob es sich um
eine Kombination von direktem Einfluss und indirektem Einfluss handelt.
Glycolipide wiederum sind vornehmlich im Aul3enlayer der Zellmembran vor-
handen und kénnen somit mit dem extrazellularen Raum, synaptischen Spalt
oder anderen Zellen wechselwirken.

Neuere Studien zeigen, dass die Lipidverteilung in Zellmembranen nicht homo-
gen ist. Es finden sich Regionen mit erhdhten Konzentrationen an bestimmtem
Lipiden (insbesondere Glycolipiden), sogenannte ,lipid enriched domains®,
darunter ,rafts“ und ,caveolae“. Caveolae z.B. sind Einbuchtungen der Zell-
membran mit Durchmessern von 50 bis 70 nm und damit geringeren Krim-
mungsradien als der Rest der Zellmembran. In diesen finden sich gehauft
Glycolipide und Phospholipide. Die Bestimmung der einzelnen Lipide weist
noch Unsicherheiten auf, da die Zellen erst mit dem aggressiven Detergenz

Triton X-100 zerstort werden mussen.
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Neben der Lipidkomposition spielt auch der Krimmungsradius von biologischen
Membranen eine entscheidende Rolle fur die zellphysiologischen Prozesse.
Weiterer Forschungsbedarf besteht u.a. darin,

e auch fur andere negativ geladene Phospholipide (z.B. PIl) detailliert den
Einfluss des Lipidanteils (von 10 bis 90 %) auf den Glycolipidtransfer und die
GroRRe der entstehenden Liposomen zu bestimmen. Damit konnte eruiert
werden, ob der Einfluss von PS auf Transfer und Grdofe der Liposomen
durch die negativen Ladung von PS oder durch andere Eigenschaften von
PS begriindet werden kann.

e die sogenannten ,lipid enriched domains“ gezielt nach dem PS-Anteil zu

untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Tierische Zellen sind von einer Plasmamembran umschlossen, die aus einer
Lipiddoppelschicht (Bilayer) besteht. Die Matrix dieses Bilayers wird vornehm-
lich von Phospholipiden (z.B. PS, PC, PE etc.) gebildet, darin eingebettet sind
Glycolipide, Cholesterol und Proteine.

Die Verteilung der Lipide ist nicht homogen. Es findet sich eine Ungleichvertei-
lung zwischen Innen- und Auldenlayer. Zudem gibt es innerhalb der einzelnen
Layer Regionen mit erhohter Konzentration bestimmter Lipide, insbesondere
von Glycolipiden, so genannte ,lipid enriched domains®. Diesen Regionen wird
eine besondere Bedeutung auf die SignalUbertragung oder den Austausch mit
der Umgebung respektive mit anderen Zellen beigemessen.

Innerhalb des menschlichen Korpers finden sich die hdochsten Konzentrationen
an Phosphatidylserin (PS) im Gehirn, mit 15 % am Gesamtlipidanteil.

PS wird als das wichtigste saure Phospholipid des Gehirns angesehen.

Die Lipide werden im endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochondrien
gebildet und von dort zu der Zellmembran transportiert. Dieser Transport wird
durch Lipidtransferproteine (z.B. Glycolipidtransferprotein, GLTP) katalysiert.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss von PS und PE auf den GLTP kata-
lysierten Transfer von Glycolipiden (Gluco- und Galactocerebrosiden) von
Donor- auf Akzeptormembranen untersucht.

Hierzu werden Liposomen verwendet. Liposomen stellen kinstliche Membran-
systeme dar. Die Liposomen werden mittels Detergenzdialyseverfahren herge-
stellt. Durch Verwendung verschieden grol3er Detergentien (Na-Cholat, OG und
POE4) konnen Liposomenreihen unterschiedlicher GroRe gewonnen werden.
Als Messsystem fur den Lipidtransfer werden fluoreszenzmarkierte Lipide —
RhodaminB-PE und NBD-Glycolipide (NBD-Glu respektive NBD-Gal) — in die
Donorliposomen eingefugt. RhodaminB-PE und NBD-Glycolipide stehen in
Resonanz-Energie-Transfer. Werden RhodaminB-PE und NBD-Glycolipide
raumlich von einander getrennt — z.B. durch den Transfer von NBD-Glycolipiden

auf die Akzeptorliposomen — so kdénnen Anderungen in der Fluoreszenz
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gemessen werden. Die Sensitivitat des Messsystems liegt fur NBD-Glu bei

93,4 % und fur NBD-Gal Donorliposomen bei 95 %.

Insgesamt 45 Akzeptorliposomenchargen unterschiedlicher Lipidzusammenset-

zung wurden hergestellt: reine PC-Liposomen; PC/PS 90/10 bis PC/PS 10/90

und PC/PE 90/10 bis PC/PE 50/50 Liposomen.

Aus schlachtfrischen Rinderhirn konnte 487 mg GLTP gewonnen werden.

Die Ergebnisse zeigen einen erheblichen Einfluss von PS sowohl auf die

Transferraten als auch auf die Gro3e der Akzeptorliposomen und damit auf die

Krummungsradien der Membrane. Fur PE findet sich weder ein signifikanter

Einfluss auf die Transferraten noch auf die Grol3e der Akzeptorliposomen.

Es qilt:

¢ je hoher die PS-Konzentration desto kleinere Akzeptorliposomen entstehen,

e PS-Konzentrationen von 10 bis 40 % begunstigen den Glycolipidtransfer,

e PS-Konzentrationen grof3er 60 % hemmen den Transfer,

e Akzeptorliposomendurchmesser zwischen 120 bis 760 nm begunstigen und

e Akzeptorliposomendurchmesser kleiner 100 oder groRer 1.000 nm hemmen
den GLTP katalysierten Transfer von NBD-Glu und NBD-Gal.

Rechnerisch liegt das Maximum des Transfers fur NBD-Glu bei einem PS-Anteil

von 20 % und fur NBD-Gal bei 22 % PS.

Mehrere Studien haben einen positiven Effekt von PS auf Gedachtnisleistung,

Neurotransmittersysteme und auf die Reduktion der negativen Auswirkungen

von Alzheimer Erkrankung auf die Nervenzellen nachgewiesen. Bisher konnte

noch kein genaues Erklarungsmuster auf molekularer Ebene gefunden werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnen hierzu einen Baustein beitragen, durch

den Nachweis des positiven Einflusses von PS-Konzentrationen zwischen 10

und 40 % sowohl auf den Glycolipidtransfer als auch auf die Entstehung

kleinerer Krimmungsradien vom Membranen. Sowohl Glycolipide als auch

Membranregionen mit kleineren Krimmungsradien (z.B. Caveolae) haben

einen nachgewiesenen Einfluss auf Neurotransmittersysteme, auf zellularen

Austausch und Erkrankungen des Nervengewebes.
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