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Molekulare und supramolekulare Freisetzungssysteme f�r
Arzneimittel haben als pharmazeutische Formulierungen f�r
ansonsten schlecht l�sliche, schnell abbaubare oder sogar
toxische Wirkstoffe große Aufmerksamkeit erlangt.[1] Von der
Vielzahl bisher entwickelter kolloidaler Tr&ger geh�ren Mi-
cellen zu den n�tzlichsten Transportern f�r hydrophobe
Verbindungen.[2] Micellare Tr&ger sind jedoch auch mit
einigen schwerwiegenden Nachteilen behaftet: So werden
einige normalerweise membrangebundene Biomolek�le wie
Vektorpeptide bei Entfernung von der Lipiddoppelschicht
durch Verlust ihrer nativen Konformation in ihrer Aktivit&t

stark beeintr&chtigt.[3, 4] Hier berichten wir �ber ein dipalmi-
toyliertes zellpenetrierendes Peptid, das aufgrund seiner
F&higkeit zur Einlagerung großer Mengen an Lipid unter
Bildung gemischter Micellen fr�her beschriebenen Kolloiden
mit biologischer Funktion �berlegen ist und deshalb als
membranmimetischer Nanotransporter ein neues System zur
intrazellul&ren Freisetzung hydrophober Arzneimittel sein
k�nnte.

Idealerweise sollten solche Tr&ger eine Reihe von Krite-
rien erf�llen: Erstens muss eine anpassbare Peptidsequenz,
die bei Wechselwirkung mit einem biologischen Zielmolek�l
einen spezifischen Effekt ausl�st, auf der Micellenoberfl&che
exponiert werden.[5] Zweitens sollten die Nanotransporter
einen ;berschuss an Lipid enthalten, um mit einer mem-
bran&hnlichen Umgebung die Funktionalit&t des oberfl&-
chengebundenen Peptids zu erhalten. Drittens ist zu ber�ck-
sichtigen, dass eine solche Substanz unweigerlich ein starkes
Tensid darstellt; der Aggregatzustand muss deshalb leicht
kontrollierbar und die Kinetik der Membransolubilisierung
sollte langsam sein.

Auf der Suche nach einem Peptidvektor, der die Interna-
lisierung in ein breites Spektrum unterschiedlicher Zelltypen
beg�nstigt, haben wir ein aus 20 Aminos&ureresten beste-
hendes Tandemdimer [A2, (LRKLR KRLLR)2] ausgew&hlt,
das Bindungsstellen f�r den Rezeptor des Lipoproteins mit
geringer Dichte (LDL) und f�r die auf Zelloberfl&chen
lokalisierten Heparansulfatproteoglycane enth&lt, also f�r
zwei weit verbreitete Bestandteile von S&ugetiermembranen,
die die zellul&re Aufnahme ihrer Liganden vermitteln
k�nnen.[6] K�rzlich konnte die durch A2 nach kovalenter
Bindung an die Vesikeloberfl&che induzierte Internalisierung
von Liposomen in prim&re Hirnkapillar-Endothelzellen der
Ratte nachgewiesen werden.[7] Zudem ist die Gegenwart von
Lipiden eine Voraussetzung f�r die Rezeptorbindung von
Apolipoprotein E,[3] aus dem A2 abgeleitet wurde. Da sich
Fetts&ure-modifizierte Peptide als außergew�hnlich starke
Tenside bei der Herstellung von Suspensionen von Mem-
branproteinen in gemischten Micellen mit einer membran-
mimetischen Umgebung erwiesen haben,[8,9] w&hlten wir zur
Hydrophobierung die Einf�hrung von zwei Palmitoylresten
(P2) in benachbarte Positionen einer aus drei Aminos&ure-
resten bestehenden Sequenz, die mit dem N-Terminus von A2
verbunden wurde. Das Lipopeptid P2A2 konnte mit einer
einfachen und effizienten Methode in hohen Ausbeuten und
in Mengen von einigen Hundert Milligramm hergestellt
werden. A2 wurde durch standardm&ßige Festphasensynthese
unter Verwendung von Na-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-
(Fmoc)-gesch�tzten Aminos&uren aufgebaut und N-terminal
um die Sequenz Fmoc-WK(Dde)G mit einem Ne-1-(4,4-
Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-yliden)ethyl(Dde)-gesch�tz-
ten Lysinrest verl&ngert. Nach Abspaltung der Dde- und der
aminoterminalen Fmoc-Gruppe mit Hydrazin wurden die
beiden Aminofunktionen in der Lysinseitenkette und am N-
Terminus gleichzeitig mit Palmitins&ure acyliert.[10]

Die daraus erhaltene Chim&re P2A2 (Abbildung 1) mit
einer Molmasse von 3.53 kgmol�1 hat durch den aus den
beiden Acylketten bestehenden, &ußerst hydrophoben
Schwanz am geladenen Peptid eine amphipathische Struktur,
ist aber dennoch in w&ssriger L�sung (10 mm 2-Amino-2-
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(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (Tris), 154 mm NaCl, 0.1 mm

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), pH 7.4) gut l�slich (mehr
als 5 mm).[12] Im Unterschied zu doppelkettigen Phospholipi-
den mit relativ kleinen Kopfgruppen scheint das sperrige
Peptid von P2A2 keine Selbstorganisation unter Bildung von
Doppelschichten zu erm�glichen; vielmehr scheint eine f�r
Tenside typische Micellbildung stattzufinden.

Analytische Ultrazentrifugation zeigte in der Tat, dass
sich P2A2 zu wohldefinierten Aggregaten mit einer Molmas-
se von 68 kgmol�1 zusammenlagert, was 19 Monomeren
entspricht (Abbildung 2a). Statische Lichtstreuung (LS) be-
st&tigte dieses Ergebnis,[10] w&hrend mit dynamischer LS ein

Stokes-Radius von rexp:
S = 5.3 nm ermittelt wurde (Abbil-

dung 2b), der deutlich gr�ßer ist als der f�r ein kugelf�rmiges
Teilchen dieser Masse berechnete Wert von rber:

S = 3.4 nm.[10]

Diese Diskrepanz und die kleine Aggregationszahl sind
h�chstwahrscheinlich auf eine nichtsph&rische Struktur der
Micellen zur�ckzuf�hren, wie sie auch f�r andere Lipopep-
tide diskutiert worden ist,[8] und erinnern zudem an Gallen-
salze.[13]

Vorteilhaft gegen�ber den Gallensalzen ist allerdings,
dass wegen der ausgepr&gten Hydrophobie durch die beiden
Palmitoylketten die kritische Micellbildungskonzentration
(CMC) von P2A2 betr&chtlich niedriger sein und so den
kolloidalen Zustand selbst bei extremer Verd�nnung erhalten
sollte. Tats&chlich liegt die subnanomolare CMC des Lipo-
peptids unterhalb der mit Fluoreszenzspektroskopie (nano-
molar) oder Kalorimetrie (mikromolar)[12,14] experimentell
zug&nglichen Bereiche, was nahe legt, dass die Konzentration
von monomerem P2A2 stets vernachl&ssigbar ist.

Die Effizienz von P2A2 bei der Bildung lipidreicher
Micellen wurde mithilfe der Lichtstreuintensit&t I von seinen
Mischungen mit dem zwitterionischen Phospholipid 1-Palmi-
toyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (POPC) unter-
sucht. Hierf�r wurden getrocknete Lipidfilme in gepufferten
L�sungen unterschiedlicher P2A2-Konzentrationen suspen-
diert und unilamellare Vesikel unter Anwendung von Stan-
dardmethoden hergestellt.[10] F�r eine Serie von Proben mit
gleicher Lipidkonzentration stiegen die I-Werte mit zuneh-
mender P2A2-Konzentration nur leicht an, bis bei einem
s&ttigenden Tensid/Lipid-Molverh&ltnis Rsat:

e Membransolubi-
lisierung einsetzte (Abbildung 3a). Eine weitere Erh�hung

von cP2A2 f�hrte zu einer drastischen Abnahme von I, bis die
Solubilisierung bei Rsol:

e abgeschlossen war. Dies war in
ausgezeichneter ;bereinstimmung mit einem anderen Streu-
experiment, bei dem eine konstante Lipopeptidkonzentrati-
on, aber unterschiedliche Mengen an Lipid verwendet
wurden (Abbildung 3b).

Auftragen der charakteristischen P2A2-Konzentrationen
an den Knickpunkten der durch LS und Kalorimetrie[10,15]

erhaltenen Kurven gegen die Lipidkonzentration ergibt ein
einfaches Phasendiagramm (Abbildung 4).[16,17] Die zwei Ge-

Abbildung 1. Struktur von P2A2. Die zwei Palmitoylketten sind %ber
Amidgruppen mit dem N-terminalen Tryptophan und der Seitenkette
des benachbarten Lysins verbunden (Einbuchstaben-Code, formale La-
dungszahl z=12 bei pH 7.4). Die hydrophoben Methylen- und Methyl-
gruppen der Palmitoylreste sind im Kalottenmodell gelb hervorgeho-
ben.[11]

Abbildung 2. Massen- und Gr+ßencharakterisierung von P2A2-Micel-
len. a) Analytische Ultrazentrifugation bei cP2A2=96 mm und
20 kUmin�1 ergab die lokale Brechungsindexdifferenz Dn (offene
Kreise) als Funktion des quadrierten Abstands d2 von der Rotorachse
im Sedimentationsgleichgewicht. Die beste Anpassung f%r eine mono-
disperse L+sung (durchgezogene Linie) wurde f%r eine Molmasse von
(67.7�0.3) kgmol�1 erhalten. b) Dynamische Lichtstreuung bei
cP2A2=244 mm lieferte die Verteilungsfunktion f(rS) des Stokes-Radius
rS. Aus den bei vier unterschiedlichen Konzentrationen beobachteten
st:rkeren Peaks bei kleinen Radien wurde rexp:

S = (5.25�0.30) nm extra-
poliert.[10]

Abbildung 3. 908-Lichtstreuung zur Tensidaktivit:t von P2A2 gegen-
%ber POPC-Vesikeln (Durchmesser 100 nm). a) Streuintensit:t I von
100 mm POPC nach Extrusion in Gegenwart von steigenden P2A2-Kon-
zentrationen cP2A2. b) I-Werte f%r verschiedene Lipidkonzentrationen
cPOPC in Gegenwart (Kreise) oder Abwesenheit (Quadrate) von 10 mm

P2A2.
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raden mit den Steigungen Rsat:
e = 0.012 und Rsol:

e = 0.13 trennen
drei Areale voneinander ab, die dem micellaren, dem vesi-
kul&ren und dem ;bergangsbereich zuzuordnen sind.[18] Nach
unserer Kenntnis ist P2A2 das bei weitem effizienteste
Tensid, indem es etwa sieben Lipidmolek�le pro Lipopeptid
solubilisieren kann, also 50-mal mehr als andere mit zwei
Fetts&uren versehene Lipopeptide.[8] Der Verteilungskoeffi-
zient von P2A2 von Vesikeln (v) zu Micellen (m) betr&gt
Pm=v

P2A2= 10 und spiegelt die Bevorzugung des micellaren
Zustands durch das Lipopeptid wider. Mit Pm=v

POPC= 0.9 zeigt
POPC hingegen nur eine schwache Bevorzugung von Mem-
branen, was darauf hindeutet, dass das Lipid in Micellen
nahezu ebenso gut wie in Liposomen eingebaut werden kann,
und die Eignung von P2A2 als micellarem Tr&ger mit
membran&hnlicher Umgebung untermauert.

Besonders wichtig ist, dass die gut definierten Grenzen im
Phasendiagramm (Abbildung 4) die direkte Kontrolle des
Aggregatzustands von P2A2/POPC-Mischungen durch Ein-
stellen der Konzentrationen der Komponenten erm�glichen.
So stehen außer micellaren auch liposomale Strukturen als
supramolekulare Tr&ger zur Verf�gung, und mit P2A2 do-
tierte Vesikel haben im Vergleich zu anderen hydrophobier-
ten A2-Derivaten verbesserte Eigenschaften hinsichtlich
hoher Lipidaffinit&t, stabiler Verankerung in der Doppel-
schicht und niedriger Membranpermeabilisierung.[19] Erste
Untersuchungen mit konfokaler Laserrastermikroskopie
zeigten effiziente Internalisierung von Micellen eines fluo-
reszenzmarkierten P2A2-Derivats (P2fA2) in Hirnkapillar-
Endothelzellen der Maus (Abbildung 5). Dar�ber hinaus
k�nnte aus der langsamen Solubilisierungskinetik[10] die An-
wendung von Nicht-Gleichgewichts-Formulierungen abgelei-
tet werden, die sich allm&hlich von P2A2-�bers&ttigten
Vesikeln in gemischte Micellen umwandeln. Dies ist beson-
ders bemerkenswert im Hinblick auf die wachsende Bedeu-
tung verz�gerter und langanhaltender Arzneimittelfreiset-
zung aus Abgabesystemen.[20]

Wir haben gezeigt, dass ein neuartiges Lipopeptid, das aus
einem zielspezifischen Peptidvektor und zwei benachbarten
Fetts&ureketten besteht, ein vielversprechender Kandidat f�r
die Solubilisierung hydrophober Arzneimittel in lipidreichen,
membranmimetischen Nanotransportern ist. Wegen ihrer
geringen Gr�ße weisen diese supramolekularen Tr&ger viele

Vorteile anderer Micellen auf,[2] w&hrend die Bioaktivit&t des
Peptidrests dank der Umgebung, die durch die Palmitoyl-
schw&nze einer Doppelschicht &hnlich ist, erhalten bleibt.
Diese einzigartigen Eigenschaften und die solide physiko-
chemische Charakterisierung machen den kolloidalen Zu-
stand von P2A2/Lipid-Systemen leicht kontrollierbar und
liefern vielseitige Formulierungen f�r In-vitro-Experimente,
die in der Tat schnelle zellul&re Internalisierung nachgewie-
sen haben. Die einfache Synthese und die gute L�slichkeit
von P2A2 sollten detailliertere Strukturuntersuchungen er-
m�glichen und k�nnten sich auch f�r andere Gebiete, wie die
Rekonstitution von Membranproteinen,[8, 9] als n�tzlich er-
weisen. Schließlich muss die Peptidsequenz nicht auf das
zellpenetrierende A2 beschr&nkt bleiben, sondern k�nnte an
ein breites Spektrum von Liganden f�r mannigfaltige biolo-
gische Ziele anpassbar sein. Weitere Untersuchungen werden
ausgef�hrt, um den Aufnahmemechanismus aufzukl&ren und
den in dieser Arbeit vorgestellten Ansatz auf &hnliche
chim&re Lipopeptide auszuweiten.
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