Kalorimetrische Methoden

in der Untersuchung von
Modellmembranen

DSC : differential scanning calorimetry
= ITC: isothermal titration calorimetry

DSC: differential scanning calorimetry
Differential Scanning Kalorimetrig
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DSC : differential scanning calorimetry
Differential Scanning Kalorimetrie
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Beispiel: DPPC multilamellares Liposom
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Beispiel: .
Endaothermic

Wirkung von

Cholesterol auf

DPPC-Liposom
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Liquid Crystalline Phase

Beispiel: Acetazolamid-Formulierung

Acetazolamid wird fiir die Senkung des
Innendruckes in dem Auge bei Glaukom
verwendet.

Nebenwirkungen: Depression,
Niereninsuffizienz, Erbrechen, Anorexie, ...
Kontraindikationen der lokalen Anwendung:
schlechte Wasserlslichkeit, kleiner
Permeabilitatskoeffizient

m===> Liposom
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ITC: isotherm titration calorimetry
Isotherme Titrationskalorimetrie

"
Erklarung des Namens ITC: -
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Simulation
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Beispiel: Wechselwirkung von Antiphlogistika mit
Liposomen

Hit~0

Indometacin

Ci CHLCO0H
CHy

i
c=0
“
P

cl

Indometacin zahlt zu den nicht-steroidalen
Antirheumatika (NSAID) und wirkt
schmerzlindernd, entziindungshemmend und
fiebersenkend.

Es hemmt die Bildung bestimmter
Gewebshormone (Prostaglandine), die bei
Schmerz- und Entzlindungsreaktionen des
Kérpers eine wichtige Rolle spielen. Die
fiebersenkende Wirkung kommt durch eine
Beeinflussung des Temperaturregelzentrums im
Gehirn zu Stande. Zudem hat Indometacin
einen hemmenden Einfluss auf die
Blutgerinnung.

Nebenwirkungen: Magen-Darm-Stérungen, Druckgefiihl in der
Magengegend, Durchfall, Magenblutung

=== Liposomformulierung
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Die GroRen, die aus einer ITC Messung bestimmt werden

kénnen: N, K, AH +

AG=—-RTInK

AG=AH-T-AS

Beispiele fiir medizinische/biologischei

Anwendungen:

< Protein-Protein Wechselwirkung

@ AS Bindungsentropie

< Nukleinsaure-Protein Wechselwirkung

< Protein- Liganden Wechselwirkung <- Nukleinséure-Membran Wechselwirkung

< Enzyme-Substrat Bindung
<Enzyme-Inhibitor Bindung

< Lipid-Lipid Wechselwirkung
< Protein-Lipid Wechselwirkung

<~ Oligomerisation/Di
<> Myzellenbildung

ssoziation

< Wirkstoff-Lipid/Protein Wechselwirkung
< Wirkstoff-Surfactant Wechselwirkung

Beispiel: Wechselwirkung von Antiphlogistika mit

Liposomen
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Biophysical Journal Volume 86 February 2004 846-854

Interaction of Antiinflammatory Drugs with EPC Liposomes:
Calorimetric Study in a Broad Concentration Range
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Beispiel: Wechselwirkung von Betablockern mit Beispiel: Wirkung von nicht-steroidalen Antiphlogistika auf die

Liposomen T Zellmembran Antiphlogistika: Ibuprofen, Diklofenak, Naproxen
P L T A , Liposom: DMPC .
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The membrane-activity of Ibuprofen, Diclofenac, and Naproxen: A physico-chemical
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Beispiel: Wechselwirkung zwischen DNA und
ITC

Liposomen
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Fluoreszenz

Fluoreszenz — Lumineszenz

Lumineszenz: Strahlung eines Kérpers im Uberschuss zur
- Temperaturstrahlun
Fluoreszenzspektroskopie P 9
in der Untersuchung von B h
Modellmembranen eobachtungen:

® hangt praktisch nicht von der === kaltes Licht’
Temperatur des Korpers ab

* Linien- oder Bandenspektrum = > Elektroneniibergange

24



Nach der
Anregungsart:
Art der .
Anregung Name Beispiel
Licht Photolumin. Chinin-sulphat,
Phosphor, ...
Rontgenstr. Rontgenolumin. Nal (TI)
radioaktive Str. Radiolumin. Nal (TI)

elektrisches Feld
mechanische
Wirkung

chemische Reaktion

Wirme

Elektrolumin.
Tribolumin.
Chemolumin.

(Biolumin.)
Thermolumin.

Quecksilberlampen
Wiirfelzucker
Glithwiirmchen

CaS0, (Dy)
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Eigenschaften des Lumineszenzlichtes

m Wellenlange und Intensitat der Linien in dem Spektrum
m Stokes-Verschiebung | &lumin < &abs |

m Quantenausbeute: Q = emittierte Photonen/absorbierte

Photonen (< 1)

m Lebensdauer:

7. Lebensdauer

27

Mechanismus der Lumineszenz

Atom: E=E,

Anre

g_ung Emission

Molekiil: E=E, +E, (+E,)

I\ —

Eabs

&lumin

Strahlungsloser

Ubergang Stokes-

\,‘ Ubergang mit
Strahlung

Fluoreszenz und Phosphoreszenz

‘%ﬁ =2 Linienspektrum

(Z.B. Na)

H === Linien/Bandenspektrum
A
K

(Z.B. Fluorescein)

Verschiebung: Elumin < Eabs
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<«— metastabiler Zustand

7%
Anregung
durch
Lichtabsorption K| »

Fluoreszenz Phosphoreszenz

Ephos <

Efluo < Eabs

zabs < zﬂuo < zphos

7 fluo

<< Tphos

e <+— Ubergang mit geringer
) Wahrschenlichkeit

z. B. Tryptophan:

Afluo =340 nm
Aphos =440 nm

Thuo = 0,1 =5ns
Tohos = 000155
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Beispiele:

Tryptophan

luo \ phos

<

«——— Tyrosin
\

~
«——— Phenylalani

: ' L
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Beispiele:

Liposom mit Ca

Absorbance

Fluorescein
c
2
3
£
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Q
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g
E]
w
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Wavelength (nm)

Liposom mit Fluorophor

Nach der Fusion
der zwei
Liposomen
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Messung — Aufbau eines Luminometers

Detektor |€ | \
Emissions-

) monochromator

N
Lichtquellen—» Analysator
A @t Probe

N A A(

~— —"| Polarisator
Anregungs-
monochromator
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Wechselwirkung sofromal 1
zwischen DNA und 5 7] iww o oseutaton a0
Liposomen (Fortsetzung): & 22 | ;‘;;
Fluorophor: ® :E \ | ;E*
1 by
Pyren 10 A, | )
0 VLS
Pyren Excimer (~ Konzentration) O A ey " 00 900 1000

/ 100
. 80
Die Fluoreszenz von

Pyren nimmt ab
= Fusion

% Fusion lipo
8 &

i

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
Molar ratic DNA/Lipid
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Fluorophor:
Dextran mit FITC

(FITC: Fuorescein-isothyocianat)

DNA destabilisiert die
Liposomen = Fusion und
Ausstromung von
Dextran

% release Dxt-FITC

% Release Dextran-FITC (40 KD}
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¢: Korrelationszeit der
Rotationsdiffusion

7 : Viskositat

16 18
33

V : Volumen d. Molekiil(teil)s

k : Boltzmann-Konstante

T : Temperatur

7 : Mikroviskositat
(1/n : Mikrofluiditat)

Die Anisotropiewerte kénne auf Mikroviskositat umgerechnet

werden. GroRere Anisotropie bedeutet groRere Viskositéat.

35

Messung der Anisotropie

linear
polarisiertes Licht
v

emittiertes Lichty,

h
" Gemessene
Polarisator Analysator  |ntesitatswerte:
ﬂ Jy und Jy,
J,, = J,, =,
Anisotropie (): =Y vh_ _ Zw vh 0<r<i
J,+2-J, J

(Statt 1 ist der maximale
Wert r,.)

Beispiele:

Mikrosikositat von Liposomen bei verschiedenen

Temperaturen

Liposom: DPPC

DPPC: Dipalmitoilphosphatidylcholin 0.3

Fluorophor: DPH
DPH: Diphenylhexatrien

Uberhalb der
Phasenumwandlungstemperatur
nimmt die Mikroviskositat der
Lipidschicht wesentlich ab.

02

0.1

2000 0 o

25 ¥ & 5
Temperature ( °C )
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Einfluss von Alkanen und von Druck auf die Mikroviskositét Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)

von Liposomen Donoremission
Liposom: DPPC

DPPC: Dipalmitoilphosfatidylcholin

Energietransfer

Donormolekiil Akzeptoremission

0.3z
Fluorophor: DPH —fy— 05MP2 propane  ----- |8 MPa ethane F &
. X —O— LEMPapropane  «<cfees T0MPa 2thane | Akzeptormolekiil
DPH: Diphenylhexatrien®2 ] —4— T.0MPa propane v
O Anregungslicht
S LS 024 01 MPahydros atic

prEss une é"
/ Eg g
016 B j\
Wavelength (nm) Wavelangth (nm)

aiz] . . o Starke Abhéngigkeit
Gemessene GroRe: Intensitatsverhéltnis von vom Abstand!
Donor- und Akzeptoremissionen

008 . . . . . . . > »molekularer

o0 205 300 308 30 315 3200 328 330 MaRband”

Temperature (K)
37 38
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Beispiel: Wirkung von nicht-steroidalen Antiphlogistika auf die Maanetoliposomen
Journal of
Zellmembran (Fortsetzung) g p COLLOID AND
FRET 110 Liposom: DPPC+Cholesterin IN};E?EIG E‘E
1.08 Magnet: Fe;O, Nanopartikel
1.06-

1.044

[d& or ’,[u\:u:pluf
2

0.944 1:1 1:2 1:3 14 1:5
0.92-
0.90 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Time (s)
===> Keine Anderung :
Die untersuchten Antiphlogistika (TEM_Afnahmen)
=== dringen zwischen die Lipidmolekiile
nicht ein. 39 40
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Erwarmung mit Hilfe von Radiowellen

f= 281 kHz 0.40 60
Fluorophor: DPH

o
w
a

DPH anisotropy (<r>)
o
W
&
(Do) aumesadway

0.25

0.20

0 1000 2000 3000 4000
Time (s)
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Prinzip:
1. Lokale Erwarmung des Tumors auf 39-41°C (Tg), z. B. mit Hilfe von MRIgHIFU
2. Wirkstoff in solchen Liposomen deren
a) Umwandlungstemperatur der Gel—-Fluid Umwandlung nah zu T liegt,
b) Wirkstoffemission unterhalb Tz gering, nah zu Ty stark ist.

Planung des Liposoms:

das friiher benutzte Liposom das neue Liposom

Bereiche, wo
das friihere
Liposom
Jleaky” war

i

£ M
DPPC:1-stearoyl-lysoPC:DSPE-PEG2k (86:10:4 molar ratio),

" DPPC:Ef:DPPE:Chol:DSPE-PEG2K (8
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Beispiel: Planung von Liposomen mit Temperaturaktivierung

- NP \a1\0medicin
. 0 pri ¢ Nonckechvalgy. Biology. ond Hedicire

ELSEVIER Orig

al Article nanomedjourmal com
Principles of rational design of thermally targeted liposomes
for local drug delivery
Roberto Tejera-Garcia, PhD', Petteri Parkkila, BSc',
Vladimir Zamotin, PhD, Paavo K.J. Kinnunen, PhD*

Helsinkt Biophysics and Biomembrane Group, Departwent of Biomedieal Engin
o Universiy, E

Roceived 7 January 3014; accepiod 20 March 2014

tig and Computational Seience, Sehool of Sciences,

Doxorubicin
(Dox) Zytostatikum Zielsetzung:

mit vielen m==> hohe Wirkstoffkonzentration in
Nebenwirkungen dem Tumorgewebe, niedrige
Konzentration in dem gesunden

Gewebe

ein fluoreszierendes Molekiil

42

das neue Liposom
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Fluoreszenz:
‘\DPPC'Edf'DFPE'Ch 1:DSPE-PEG2k (86:6:4:2:4 mol i
8 IS sttt ok 32k (86:6:4:2:4 molar ratio) 10 Das frilher benutzte Liposom
3 1
Fluoreszenz: = DPPC:1-stearoyl-lysoPC:DSPE-PEG2k (86:10:4 molar ratio),
2. E 804
1.
30 35 4D 45 50 55 60 9 a0+ T 60 - ’
T(C ] g
e bl 8 Das neue Liposom
Y 60 40
g DPPC:Edf:DPPE:Chol: DSPE-PEG2k (86:6:4:2:4 molar ratio)
Verschiedene T 40
v v v v + v
neue % 20 i 0 5 10 15 20 25
Liposomen o ﬂ 37°c !t t(min)
01 86:6:4:2:4
0 2 4 6 8 10
t (min)
DPPC:Edf: DPPE:Chol: DSPE-PEG2k (86:6:4:2:4 molar ratio)
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