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i Kurzdarstellung

Antimikrobielle Peptide stehen im Fokus intensiver Forschungen mit dem Ziel einer
moglichen Verwendung als Leitstrukturen fiir eine neue Klasse von Antibiotika, als
tumor- oder entziindungshemmende Therapeutika.

Erster Wechselwirkungsort antimikrobieller Peptide mit Mikroorganismen ist deren
Zellmembran. Im Falle der Gram-negativen Bakterien ist dies ihre duflere Membran.
Die dullere Membran wird durch eine asymmetrische Lipiddoppelschicht gebildet, mit
Phospholipiden auf der Innen- und Lipopolysacchariden (LPS) auf der AuBenseite. Ein
Verstindnis der Rolle der dulleren Membran ist Voraussetzung fiir die Aufklarung des
Wechselwirkungsmechanismus der antimikrobiellen Peptide, da diese Peptide die
duBere Membran entweder schidigen oder zumindest permeieren miissen, um ihre
lethale Wirkung entfalten zu kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit ist der EinfluB der LPS-Struktur auf die Eigenschaft der
duBeren Membran als Barriere gegeniiber dem antimikrobiellen Peptid LL32, eines
aktiven Fragments des humanen Kathelizidins, untersucht worden. In biologischen
Tests an verschiedenen Mutanten von Salmonella enterica serovar Minnesota, die sich
in der Anzahl der Zucker und der Ladungen im Kernoligosaccharid des LPS
unterscheiden, wurde gezeigt, dal die Stdmme eine unterschiedliche Sensitivitit
gegeniiber der Wirkung des Peptids haben. Es wurde eine Abhingigkeit der Minimalen
Hemmkonzentration (MHK) von dem Parameter Ladung/Anzahl der Kernzucker des
LPS gefunden.

Mit Hilfe von LPS-Monolayern, LPS-Aggregaten und insbesondere den planaren
asymmetrischen Membranen als unterschiedlich systemnahe Rekonstitutionssysteme fiir
die duere Membran wurde die Interaktion zwischen dem Peptid und dem isolierten
LPS der jeweiligen Stimme charakterisiert. Die verschiedenen biophysikalischen
MeBparameter ergaben, daBl die Interaktion zwischen LL32 und LPS von der Ladung
und der Anzahl der Zucker abhdngt. In Experimenten an planaren asymmetrischen
Membranen wurde gezeigt, dal LL32 mit der Lipidmatrix der duBleren Membran
interagiert und Lasionen in dieser induziert. Die Lasionsbildung erméglicht den ,,self-
promoted-uptake* von LL32 und erkért damit die antibakterielle Wirkung von LL32.

Die biophysikalischen MefBparameter korrelieren mit den biologischen Daten. Die
gefundenen Ergebnisse zeigen, daB3 LL32 mit der d&uBleren Membran der Mutanten von
S. minnesota interagiert und seine biologische Aktivitit von der LPS-Struktur abhingt.
Die hier gezeigten Untersuchungen geben AnlaBl zu der berechtigten Hoffnung,
Struktur-Wirkungsbeziehungen fiir antimikrobielle Peptide finden zu kénnen.



il Abstract

Antimicrobial Peptides (AMPs) are part of the immune system of vertebrates. They are
in the focus of research witch the aim of exploring their possible use as lead structures
for a new class of antibiotics.

The first locus of interaction of AMPs with microorganisms is the cell membrane of the
latter. In the case of Gram-negative bacteria this is the outer membrane. The outer
membrane is composed of an asymmetric lipid bilayer, with a mixture of phospholipids
on the inner and lipopolysaccharides (LPS) on the outer leaflet. A thourough
understanding of the role of the outer membrane with respect to the mechanisms of
interaction with AMPs is indispensable, since the integrity of the outer membrane has to
be disturbed or at least to be permeated by AMPs to allow them to reach the final locus
of lethal action.

Here, the influence of the chemical structure of LPS on the barrier function of the outer
membrane for the antimicrobial peptide LL32, a derivative of the human cathelicidin
CAP18, is being investigated. Using Salmonella enterica serovar Minnesota rough
mutants, which differ with respect to the length of the sugar moiety and the number of
negative charges of their LPS, it was shown in biological killing assays that the rough
mutants differed in their susceptibility towards LL32. The minimal inhibitory
concentration (MIC) depended on the ratio of charges to the number of sugars in the
LPS core region.

Using different reconstitution systems (LPS-monolayers, LPS-aggregates, and in
particular asymmetric planar lipid bilayers as a reconstitution system of the lipid matrix
of the outer membrane), which resemble the natural system to a different degreee, the
interaction between LL32 and the isolated LPS of the respective mutants was
charaterized. The biophysical data showed a clear dependence of the interaction
between LL32 and LPS on LPS charge and the number of LPS core sugars. It could
further be shown that LL.32, added to the LPS side of asymmetric planar membranes,
leads to the formation of lesions. This is in agreement with a self-promoted uptake of
LL32 and accounts for the antibacterial action of LL32.

There is a clear correlation between the biophysical and the biological data. The
presented results show that LL32 interacts with the outer membrane of S. minnesota
rough mutants and that the activity of LL32 depends on the LPS-structure. In
conclusion, from the presented data it might be speculated that biophysical techniques
can be used to establish structure-activity relationships for the interaction of AMPs with
microorganisms.



2 Einleitung und Zielsetzung

Einleitung. Seit der zufdlligen Entdeckung des Penicillins durch A. Fleming im Jahr
1923 wurden viele neue Antibiotika gefunden, und die Medizin verfiligt seither iiber
Mittel, um eine bakterielle Infektion in der Regel wirksam bekdmpfen zu koénnen.
Antibiotika kommen jedoch erst zum Einsatz, wenn die korpereigenen Schutz-
mechanismen des Organismus durch die Keime iiberwunden wurden. Einen Schutz
gegen Mikroorganismen bietet den multizelluliren Organismen ihr korpereigenes
Immunsystem. Es wird unterschieden in die sogenannte angeborene Immunitat
(Zasloff, 2002a), deren Effektoren innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden
induziert werden konnen. Die Effektoren der angeborenen Immunitit wirken
unspezifisch gegen eine Vielzahl von Mikroorganismen und werden durch konservierte
molekulare Strukturen der Pathogene induziert, wie z. B. bakterielles Lipopolysaccharid
(s. weiter unten), welches ein Bestandteil der Membranen Gram-negativer (Gram")
Bakterien ist. Im Vergleich dazu benétigt die erworbene Immunitéat mehrere Tage, um
auf eindringende Keime addquat zu reagieren, da entsprechend instruierte B- und T-
Abwehrzellen zundchst heranreifen miissen. Fiir bakterielle Infektionen bedeutet dies,
daf} die erworbene Immunitit eine fiir den Ausbruch der Infektion untergeordnete Rolle
spielt.

Seit der Entdeckung des Phagocytins in humanen Leukocyten vor 50 Jahren durch J. G.
Hirsch (Hirsch, 1956) wurden viele endogene Peptide mit einer gegen Mikroben
gerichteten Aktivitit entdeckt. Lebende Organismen gleich welcher Art exprimieren
antimikrobielle Peptide (AMP), die eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunitit
besitzen und eine Abwehr der Keime an erster Front repriasentieren. Daher werden die
AMP der hoheren Organismen vornehmlich von Zellen der Haut bzw. Schleimhéute
wie auch von phagozytierenden Zellen exprimiert (Piers et al., 1993; Boman, 1998;
Hancock und Diamond, 2000; Kamysz et al., 2003; Ganz, 2004). Inzwischen sind iiber
800 Peptide, die das Wachstum potentiell pathogener Keime hemmen, entdeckt und
beschrieben worden (Boman, 1995; Boman, 1998; Bals, 2000; Zasloff, 2002b; Bulet et
al., 2004); unter der Internetadresse http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/pagl.htm ist

ein Uberblick die AMP zu finden.
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Die AMP besitzen ein breites Wirkungsspektrum mit Aktivititen gegen verschiedene
Mikroorganismen, wie z.B. Pilze, Parasiten, Gram-positive (Gram') und Gram~
Bakterien und sogar gegen Tumorzellen (Epand und Vogel, 1999; Hancock und Scott,
2000; Lehrer und Ganz, 2002; Kamysz et al., 2003). Unabhéngig von ihrer Herkunft
oder ihrem Wirkungsspektrum weisen die AMP einige Gemeinsamkeiten auf. So setzen
sie sich generell aus weniger als 100 Aminosduren zusammen, die rdumlich in einer
amphipathischen Struktur angeordnet sind. Thre Nettoladung ist meist positiv, und sie
sind zu einem grofen Teil membranaktiv, d. h. sie dndern z. B. die Permeabilitit von
Membranen (Sitaram und Nagaraj, 1999; Hancock und Rozek, 2002). Ausgehend von
der Membranaktivitit hat sich die allgemein verbreitete Vorstellung durchgesetzt, daf3
fiir die meisten AMP der Zelltod mechanistisch durch eine Wechselwirkung mit der
Zielzellmembran mit einhergender Permeabilisierung und schluendlich dem Verlust
des elektrochemischen Gradienten eingeleitet wird. Trotzdem konnen alternative
Mechanismen nicht ausgeschlossen werden. So wurden z. B. Peptide gefunden, die
Membranen, ohne sie zu zerstoren, passieren und mit Zielmolekiilen innerhalb der Zelle
interagieren (Hancock und Rozek, 2002). Aktuell wird die Rolle der AMP im Kontext
der Immunabwehr neu diskutiert, da Erkentnisse dariiber vorliegen, dal sie neben der
antibakteriellen Wirkung eine ganze Reihe anderer immunologisch komplementérer
Funktionen, wie z. B. die Aktivierung von Immunzellen, wahrnehmen (Gallo et al.,
2002; Elsbach, 2003).

In Folge einer massiven bakteriellen Invasion kann die Schranke der korpereigenen
Abwehr iliberwunden werden. In einem solchen Fall kann es passieren, dafl das
Immunsystem mit der Abwehr der Infektion iiberlastet ist. Im Rahmen einer die
Immunabwehr unterstiitzenden Therapie wird dann héufig auf die Verabreichung
herkdmmlicher Antibiotika zuriickgegriffen. Jedoch stellt sich in diesem Zusam-
menhang das Problem mit dem immer hiufigeren Auftreten multiresistenter Stimme,
die gegen die potentesten bislang zur Verfligung stehenden therapeutisch verwendeten
Antibiotika resistent sind und der Tatsache, dal3 praktisch seit den achtziger Jahren
keine neue Substanzklasse als pharmakologisch wirksames antibakterielles Prdparat
mehr eingefithrt wurde (Grife, 1992). AMP erscheinen als attraktive Alternative im
Vergleich zu herkdmmlichen Antibiotika, da die Strukturen der kdrpereigenen AMP

evolutiondr hoch konserviert sind und bislang ihre Wirkung noch nicht verloren haben
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wird eine Resistenzbildung gegeniiber AMP als eher unwahrscheinlich betrachtet
(Hancock und Rozek, 2002).

Rolle der &ufReren Membran. Um eine zytolytische Aktivitdt zu entfalten, muf3 das
Peptid im Fall der Gram-positiven und der Gram-negativen Bakterien verschiedene
Barrieren tiberwinden. Ohne beriets hier zu sehr ins Detail zu gehen, sei nur kurz der
Aufbau der Gram-negativen Zellhiille skizziert: sie besteht aus einer Zytoplasma-
membran, einer Peptidoglykanschicht und einer &uBleren Membran (siche auch 3.2).
Wihrend die Zytoplasmamembran aus einem Gemisch verschiedener Phospholipide
gebildet wird, ist das Hauptmerkmal der duBeren Membran ihre Asymmetrie: die
AuBenseite wird von einem Glycolipid, generell einem Lipopolysaccharid (LPS),
gebildet, die Innenseite hingegen besteht aus Phospholipiden. Bei Gram-positiven
Bakterien fehlt die duBere Membran, dafiir ist die Peptidoglykanschicht wesentlich
dicker ausgeprdgt. Hat das Peptid die Barrieren iiberwunden und ist zur Zyto-
plasmambran gelangt, so wird vermutet, daBl es dort durch eine Stérung der
Membranintegritit seine todliche Wirkung entfaltet (Hancock, 1997).

Als Bestandteil der duBeren Membran Gram-negativer Bakterien beeinflulit LPS das
Permeationsvermogen der AMP und hat damit eine zusitzliche Schutzfunktion. Rana et
al. (Rana et al., 1991) konnten zeigen, dall verschiedene Mutanten von Salmonella
typhimurium die sich in der chemischen Struktur ihres LPS unterscheiden eine
differentielle Suszeptibilitit gegeniiber der Wirkung eines AMP, dem sogenannten
Magainin, aufweisen. Mit abnehmender Lédnge des LPS verloren die Mutanten
zunehmend ihre Resistenz gegeniiber dem AMP. Dennoch existiert nicht immer eine
direkte Korrelation zwischen der Bindung der AMP an LPS und ihrer antimikrobiellen
Aktivitat (Kondejewski et al., 1999).

Die Storung der Integritdt der &ufleren Membran Gram Bakterien durch AMP kann dazu
fiihren, dall LPS freigesetzt wird. Die LPS-Molekiile fiihren im Wirt zu zahlreichen
immunstimulatorischen Reaktionen, die wie erwihnt den Schutz des Organismus vor
bakteriellen Infektionen zum Ziel haben, aber auch zu pathophysiologischen
Reaktionen, die im schlimmsten Fall den Tod des Wirts herbeifithren. Fiir viele AMP
wurde gezeigt, daB3 sie die LPS-Molekiile binden und so eine unerwiinschte physio-
logische Reaktion des Wirts verhindern. AMP besitzen also oft neben ihrer anti-

mikrobiellen Funktion eine LPS-neutralisierende Funktion.
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Zielsetzung. Impetus der vorliegenden Arbeit waren Vorarbeiten der Laborgruppe
Biophysik am Forschungszentrum Borstel mit dem antimikrobiellen Peptid rCAP18,
welches in Kaninchen gefunden wird. Am Modell der rekonstituierten Lipidmatrix der
duferen Membran Gram-negativer Bakterien wurde gezeigt, daB3 eine Lisionsbildung
und damit eine Permeabilisierung der Membran nur stattfand, wenn das LPS von
rCAP18-sensitiven Stdmmen zur Rekonstitution von Membranen verwendet wurde
(Gutsmann et al., 1999). Entscheidend fiir die Resistenz der Spezies Proteus mirabilis
war die Substitution mit einem positiv geladenen Zucker am LPS und die damit
verbundene Reduktion der Nettoladung des LPS. Diese Befunde demonstrieren die
Signifikanz der LPS-Struktur fiir die bakterielle Resistenz.

Ausgehend von diesen Erkenntnissen stand in dieser Arbeit die Lipidspezifitit bei der
Wechselwirkung von LPS mit humanem CAP18 (hCAP18) im Mittelpunkt. Von
zentralem Interesse war hierbei die Frage, welchen Einfluf die Struktur des Kernoligo-
saccharides des LPS auf die Interaktion mit hCAP18 hat, insbesondere die Anzahl der
Kernzucker sowie die Nettoladung des LPS.

Die Wechselwirkung sollte unter Verwendung verschiedener Membranmodellsysteme
beschrieben werden. Eine ausfiirliche Darstellung der eingesetzten Methoden und der
daraus zu gewinnenden Informationen ist in (s. 4) zu finden. Die Rekonstitutions-
modelle unterscheiden sich im Grad ihrer Vereinfachung beziiglich der Nachbildung der
duferen Membran Gram™ Bakterien. Als einfachstes Modell wurde der Monolayer ver-
wendet, der eine Seite der Lipiddoppelschicht nachahmt und Aussagen iiber eine Inter-
kalation von Fremdsubstanzen ermoglicht. LPS-Aggregate stellen die nichsthohere
Stufe eines Modellsystems fiir die duBere Membran dar, sie zeichnen sich durch
grofBtenteils geschloBene Lipiddoppelschichten aus, die zu beiden Seiten aus gleichen
Molekiilen bestehen (s. Bild 4-7). Damit fehlt ihnen ein wesentliches Merkmal der
duleren Membran, die Asymmetrie beziiglich der die beiden Seiten der
Lipiddoppelschicht aufbauenden Molekiile. Diesem Umstand wird das Modellsystem
der planaren asymmetrischen Membran gerecht, mit welchem gezielt die
Zusammensetzung beider Seiten der Lipidoppelschicht kontrolliert werden kann. Daher
wurde dezidiert von der Methode der planaren asymmetrischen Membran fiir die Nach-
bildung der duBBeren Membran Gram-negativer Bakterien Gebrauch gemacht, um daran

die mdgliche Permeabilisierung durch das humane CAP18 zu untersuchen.
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Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die weitgehende Beantwortung der

folgenden Fragen:

Konnen die biophysikalischen Mefparameter mit den Strukturparametern der
LPS korreliert werden?
LaBt sich eine Korrelation zwischen biologischen und biophysikalischen Mef3-
parametern herstellen?
Ist die Hypothese, dal die Lipidzusammensetzung der &ulleren Membran
entscheidend ist fiir die bakterielle Sensitivitit respektive Resistenz gegeniiber

AMP, insbesondere gegeniiber der Wirkung von hCAP18, valide?

3 Grundlagen

3.1 Biologische Membranen

Die Zelle stellt die kleinste autonome biologische Einheit dar. Biologisch gesehen exis-
tieren zwei Arten von Zelltypen, prokaryotische Zellen und eukaryotische Zellen. Eu-
karyonten wie z.B. Pflanzen und Tiere verfiigen iiber einen komplexen inneren
Zellaufbau, sie enthalten verschiedene von Membranen umschlossene Kompartimente,
wie z.B. den Zellkern, der die DNA enthilt. Prokaryotische Zellen, wie z. B.
Bakterienzellen hingegen zeigen keine differenzierte innere Organisation. Trotz dieser
fundamentalen Unterschiede weisen alle diese Zellen eine wesentliche strukturelle

Gemeinsamkeit auf: jede Zelle ist von einer Plasmamembran umschlossen.

Diese Membran bestimmt damit sowohl die Dimension, als auch die stoffliche Zu-
sammensetzung der Zelle, indem sie als selektiver Filter fungiert. Somit ist die
Zellmembran ein integrativer Bestandteil jeder Zelle, deren Funktionen die Energie-

konservierung, Signalaufnahme und -leitung, Transport von Ionen und Molekiilen und
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Barriereeigenschaften gegeniiber unerwiinschten Stoffen sind. Die Zellmembran ist also

fiir die Aufrechterhaltung des FlieBgleichgewichts in der Zelle verantwortlich.

Gortel und Grendel schlugen aufgrund ihrer Untersuchungen im Jahre 1925 vor, dal3
alle Zellen von einer Lipiddoppelschicht als Membran umgeben sind (Gorter und
Grendel, 1925). Sie stiitzten ihre Idee auf der Annahme von Bragg, dall die Molekiile
dergestalt angeordnet sind, dall die Kohlenwasserstoftketten der amphiphilen Molekiile
einander zugewandt und die hydrophilen, polaren Kopfgruppen nach auflen, zur
wafirigen Phase hin orientiert sind. In den folgenden Jahren wurde intensiv an der
Erforschung der Struktur von Zellmembranen sowie den Eigenschaften der die
Membranen bildenenden Molekiile gearbeitet. Mehrere Modelle wurden vorgeschlagen,
die unter anderem beriicksichtigten, daB beispielsweise Proteine bis zu 75% des
Membrantrockengewichtes ausmachen konnen (Fromter, 1982). Generell 14Bt sich
sagen, daB3 biologische Membranen was die Zusammensetzung ihrer Lipide betrifft,

beziiglich beider Seiten der Doppelschicht asymmetrisch ausgebildet sind.

Derzeitige Vorstellungen zur Struktur von Membranen basieren auf dem Fluid-Mosaik-
Modell, welches im Jahre 1972 von Singer und Nicholson vorgeschlagen wurde (Singer
und Nicolson, 1972), siche (Bild 3-1). Die Lipide bilden eine zweidimensionale ,,Quasi-
Fliissigkeit®, welche eine laterale Beweglichkeit sowohl der Membranlipide als auch der
die Membran durchspannenden oder auf der Membran aufliegenden Proteine gestattet.
Diese Beweglichkeit, auch ,,Fluiditdt genannt, stellt eine der wichtigsten Eigenschaften
der Membran dar (Harrison und Lunt, 1977). Neueste Forschungsergebnisse gaben
Anlass zu einer Modifikation des Fluid-Mosaik-Modells, dahingehend, daf3 in
Membranen sogenannte Mikrodoméinen' vorliegen sollen, die den Membran-
komponenten Beschridnkungen in der lateralen Beweglichkeit auferlegen (Vereb et al.,

2003).

! Lipid-Lipid-, Protein-Protein- und Lipid-Protein-Wechselwirkungen fiihren zur Bildung von Molekiil-
clustern, die fiir bestimmte Zellfunktionen essentiell sind.
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g Phospholipid

Integrale Membranproteine

Bild 3-1: Fluid-Mosaik-Modell biologischer Membranen nach Singer und Nicholson. Die
Proteine liegen entweder auf derMembran auf oder durchspannen diese.

3.2 Bakterielle Zellhtlle

Bakterien lassen sich durch ein von dem dédnischen Pharmakologen Gram im Jahre 1884
gefundenen Firbeverfahren in zwei groBle Gruppen einteilen, in die Klasse der Gram-
positiven (Gram"), sowie die der Gram-negativen (Gram™) Bakterien (Singleton und
Sainsbury, 1987; Lodish et al., 2000). Das ungleiche Farbeverhalten der Bakterien 143t
sich auf eine unterschiedliche Architektur der Zellwand der entsprechenden Bakterien
zuriickfithren'.  Bakterien beider Klassen besitzen eine innere Membran
(Zytoplasmamembran), der sich eine Mureinschicht (Peptidoglykanschicht) genannt
anschliefit. Die wesentlichen Unterschiede bestehen zum einen in einer um etwa den
Faktor 10 dickeren Mureinschicht bei Gram® Bakterien, zum anderen bestizen die
Gram™ Bakterien eine weitere, der Mureinschicht vorgelagerte Membran (die &uflere

Membran) (Bild 3-2) (siehe auch (Seltmann und Holst, 2002)). Hier soll auf eine weiter-

" Die Gram-Firbung liefert nicht in allen Fillen ein klares, unzweifelhaftes Resultat. Gram-variable
Bakterien, wie z. B. Clostridium tetani, verhalten sich mal Gram" und mal Gram’, je nach Kultur-
bedingungen unter denen sie herangezogen wurden. Desweiteren existieren auch ,,untypische* Gram"

sowie Gram~ Bakterien, die Abweichungen in der Zellhiillarchitektur aufweisen (siehe hierzu auch
(Seltmann und Holst, 2002)).



14 3 Grundlagen

gehende Darstellung der Membran Gram'™ Bakterien verzichtet werden, da sie nicht

Gegenstand der Untersuchungen in dieser Arbeit war.

Die dullere Membran Gram™ Bakterien ist hinsichtlich der chemischen Struktur und
physikochemischen Parameter der Membranlipide asymmetrisch zusammengesetzt
(Lugtenberg und Van Alphen, 1983; Seltmann und Holst, 2002). Chemische Analysen
haben gezeigt, dal die Innenseite der @ufleren Membran aus einem Gemisch der
Phospholipide Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerol (PG) und Di-
phosphatidylglycerol (DPG) besteht. Im Fall der Gram™ Spezies Salmonella enterica
serovar Typhimurium liegen diese Lipide in einem molaren Mischungsverhiltnis von
81:17:2 vor' (Osborn et al., 1972). Die AuBenseite der duBeren Membran hingegen wird
nahezu ausschlieBlich von einem Glycolipid, dem Lipopolysaccharid (LPS), gebildet
(Nikaido und Vaara, 1985). Es ist hervorzuheben, da3 der hydrophobe Bereich, der von

den Membranlipiden der dufleren Membran gebildet wird, eine zusitzliche effektive

Bakterien Zellhille

Phospholipid
Peptidoglykan —¥ M

Protein

Lipopolysaccharid
(Glycolipid)

Omp A Protein

Omp F/C Protein

s ; ¥ ~—phoE Protein
R (Porin)
S. minnesota © <
(O]
| € el §
S[2 o | =
Qol=|sal &
= olo - O
0 el |2 E| o
COlo O o lrs)
EZla <=1 On

Bild 3-2: Die Zellhiille Gram™ Bakterien setzt sich aus einer Zytoplasmamembran, dem
Periplasma und der duleren Membran zusammen.

" Eine entsprechende Mischung der genannten Phospholipide wurde als Darstellung der Innenseite der
duferen Membran im Rekonstitutionsmodell der planaren Membranen eingesetzt (s. 4.4).
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Permeationsbarriere fiir hydrophile Substanzen darstellt. Desweiteren bewirken die
hydrophilen Zuckerketten der LPS, daB auch hydrophobe Substanzen an der Uber-
windung der dufleren Membran gehindert werden. So koénnen zum Beispiel Proteine
oder Oligosaccharide bis zu einer Masse von 50 kDa die Mureinschicht Gram"
Bakterien ungehindert passieren, wihrend dies bei Gram™ nur fiir Molekiile bis zu einer
Masse von 600 Da moglich ist (Nikaido, 1994; Benz, 1994; Wiese und Seydel, 2000).
Diese erheblich kleineren Molekiille durchqueren die &duflere Membran durch

transmembrane Protein-ausgekleidete Kanile, die sog. Prine (Nikaido und Vaara, 1985).

Die die duBlere Membran aufbauenden LPS stellen ferner Erkennungsstrukturen fiir das
Immunsystem z. B. des Menschen dar. Auf verschiedenen Wegen kann LPS aus dem
Membranverbund freigesetzt werden, etwa durch die Wirkung von antimikrobiellen
Peptiden. Freigesetztes LPS stellt einen sehr potenten Stimulus verschiedenster Zellen
des Immunsystems dar und regt diese zur Ausschiittung von proinflammatorischen
Zytokinen an. Die so provozierte Immunantwort kann unter bestimmten Bedingungen
zu einer schweren Septikdmie bis hin zu einem septischen Schock fiihren, der mit einem
Multiorganversagen einhergehen kann (Rietschel et al., 1999; Hotchkiss und Karl,
2003). Man bezeichnet das LPS daher auch als Endotoxin' Die Behandlung einer
schweren Septikdmie stellt eine Herausforderung fiir die Intensivmedizin dar und
fordert beispielsweise 210000 Todesopfer in den Vereinigten Staaten jdhrlich
(Hotchkiss und Karl, 2003).

Die immunstimulatorische Aktivitidt des LPS ist abhingig von der supramolekularen
Struktur der LPS-Aggregate (s. 4.3.7), die wiederum durch die molekulare LPS-
Konformation bestimmt wird. Die molekulare Konformation des LPS wird durch das
Verhiltnis des Platzbedarfs der Kopfgruppe zum Platzbedarf der Acylketten bestimmt.
LPS, die gemischt lamellar/nicht-lamellare Strukturen annehmen haben eine geringere
immunstimulatorische Wirkung. LPS, mit einer starken Tendenz, nicht-lamellare,
invertierte Strukturen zu formen, haben eine hohe immunstimulatorische Wirkung

(Brandenburg et al., 1993).

' Die Bezeichnung geht auf R. Pfeiffer zuriick, der diesen Begriff als erster im Jahre 1892 fiir einen von
Bakterien freigesetzten und durch Hitze nicht zerstorbaren Pyrogenititsfaktor verwendete (Heumann
und Glauser, 1994).
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3.3 Struktur der Membranlipide

Im folgenden wird die chemische Struktur der in dieser Arbeit verwendeten Membran-
lipide' erldutert. Dies sind zum einen Phospholipide, als Bestandteile der Innenseite der
duBeren Membran und zum anderen LPS als Hauptbestandteil der AuBenseite der

duBleren Membran Gram™ Bakterien (s. 3.2).

3.3.1  Glycerophospholipide

Glycerophospholipide (Phospholipide) stellen die wichtigste Klasse von Membran-
lipiden dar, da sie nahezu in allen Zellmembranen zu finden sind. Sie bilden eine Klasse
von fettdhnlichen Triglyceriden, die zwei langkettige Fettsduren und einen Phosphor-
sdurerest, an den noch eine Base’ gebunden ist, enthalten (Darnell et al., 1986). Die
chemischen Strukturen verschiedener Basen und das allen gemeinsame Grundgeriist’

der Phosphatidsdure ist in Bild 3-3 dargestellt.

Natiirlich gewonnene Phospholipidextrakte bestehen aus einem Gemisch von
Phosphatiden, die verschiedene gesittigte und ungesdttigte Fettsduren enthalten. Dabei
konnen die Liangen der vorhanden Fettsduren in einem Bereich von C:12 bis C:24
variieren, der Anteil der ungesittigten Fettsduren ist in der Regel kleiner als der der
gesittigten (Baumann und Mueller, 1974). Unter physiologischen Bedingungen liegen
die Kohlenwasserstoffketten der Phospholipide im fliissig-kristallinen Zustand vor und
gewihrleisten somit eine aureichend hohe Membranfluiditét (siche 3.4.1) (Darnell et al.,
1986). Wihrend in hoheren Pflanzen und Tieren PC und PE anzutreffen sind, findet
man fiir bakterielle Membranen hauptsichlich PE und PG (Lehninger, 1983).

' Richtiger wire es hier von der Klasse der Membranlipoide zu sprechen, da zu den Lipiden nur die Fette
und Ole gerechnet werden (Beyer und Walter, 1991). Auf diese Unterscheidung wird in der
vorliegenden Arbeit verzichtet und allgemein der Begriff Lipide verwendet.

* Die Namensgebung erfolgt in der Weise, da die Phosphatidsiure dem Namen der Base als Substituent
vorangestellt wird.

3 Aus Gehirn oder Riickenmark lassen sich Sphingolipide isolieren, in denen das Glycerin durch un-
gesittigte Aminoalkohole ersetzt ist, z. B. Sphingosin. Entsprechend liegen hier als Derivate der
Sphingosinphosphatidséure die Sphingomyeline vor.
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Bild 3-3: Chemische Struktur der verwendeten Phospholipide.

3.3.2  Lipopolysaccharide

LPS sind der Hauptbestandteil der duleren Membran Gram™ Bakterien und kénnen im
Fall der Enterobakterien in zwei strukturelle Einheiten unterteilt werden, die den LPS
amphiphilen Charakter verleihen. Die hydrophile Komponente, gebildet von einem
Kohlenhydrat, wird unterteilt in das Kernoligosaccharid und das sogenannte O-Antigen
und ist kovalent an Lipoid A gebunden (Bild 3-4), welches das LPS-Molekiil in der
membran verankert. Bei dem Lipoid A handet es sich um ein B-Glucosaminyl-(1—6)-o.-

D-Glucosamindisaccharid, das in den Positionen 1 und 4’ phosphoryliert ist und bei den
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Enterobakterien in der Regel sechs oder sieben meist gesittigten Fettsduren in Ester-

und Amidbindung tragt (Rietschel et al., 1994).

O-Antigen Kernoligosaccharid Lipid A

aulere Kernregion innerer Kernregion

Chemotyp S-form Ra Rb, Rc RdllP_+ Rd2 Re
(Stamm) Rd4/P

@ : Glucosamin, D ) <:> : Zucker,

@ : Phosphat, ~ : Ethanolamin, —@®—— : Fettsaurekette

Bild 3-4: LPS der Rauhmutanten von S. minnesota. Die LPS-Struktur wird unterteilt in das
O-Antigen, das Kernoligosaccharid sowie das Lipid A.

Rauh'- bzw Defektmutanten fehlt das O-Antigen génzlich, lediglich das Kernoligo-
saccharid ist, je nach Mutante, in unterschiedlicher Linge vorhanden. Im Falle der
Rauhmutanten von Salmonella enterica serovar Minnesota (S. minnesota) wird das
Kernoligosaccharid in die Chemotypen Ra bis Re eingeteilt (Bild 3-4). LPS des Chemo-
typs Re stellt die Minimalstruktur des LPS fiir die Lebensfahigkeit Gram™ Bakterien
dar. LPS Re besteht nur aus dem Lipoid A und zwei kovalent daran gebundenen 2-
Keto-3-deoxyoctonat (Kdo) Monosacchariden (Holst, 1999). LPS verschiedener Rauh-
mutanten von S. minnesota unterscheiden sich im wesentlichen in der Anzahl der
Zucker (Lénge) des Kernoligosaccharides, der Anzahl der Phosphate und weiterer
Substituenten wie z. B. Aminoarabinosen (eine Ubersicht iiber die Substitutionsmuster

ist in Tabelle 7-1, im ausklappbaren Anhang zu finden).

! Die Bezeichnung Rauhmutanten leitet sich von der Morphologie der entsprechenden Bakterienkulturen
ab.
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Die S. minnesota LPS zeigen eine starke Tendenz zur Bildung nicht-lamellarer,
invertierter Strukturen (s. 4.3.7), entsprechend weisen sie auch eine hohe immun-

stimulatorische Wirkung auf (Brandenburg et al., 1993).

Die sich aus den verschiedenen Substitutionsmustern ergebenden Differenzen der
physikochemischen Parameter der jeweiligen LPS lassen ein unterschiedliches Ver-
halten entsprechender Membranen bzw. Bakterien, z. B. bei der Interaktion mit kat-
ionischen Substanzen, erwarten. LPS-spezifische Parameter sind: die mittlere Netto-
ladung, die mittlere Anzahl der Zucker, das mittlere Molekulargewicht, die Phasen-
iibergangstemperatur sowie die lamellare Periodozitidt. Die Parameter weisen unter-
einander eine hohe Interkorrelation auf, so nimmt zum Beispiel die lamellare
Periodizitit mit der Anzahl der Kernzucker und damit natiirlich auch die Molmasse zu.
Im Ergebnisteil wird explizit auf LPS-spezifische Parameter, oder entsprechende Kom-

binationen hiervon, zuriickgegriffen.

3.4  Physikochemische Grundlagen

Amphiphile Molekiile besitzen einen anisometrischen Aufbau (siehe 3.3): sie tragen
eine lyophobe und eine lyophile Strukturkomponente' und sind in der Lage durch
spontane Anordnung ihrer Komponenten hochgeordnete, supramolekulare Strukturen’
zu bilden (Israelachvili et al., 1980). Die treibende Kraft dieser Selbstorganisation ist
bei Raumtemperatur der Entropiegewinn des Wassers als dominante Gréf3e der Freien
Enthalpie. Prinzipiell lassen sich Biomembranen als solch iibergeordnete Strukturen
betrachten, die aus etwa 6 — 10 nm (Fromter, 1982) dicken Doppelschichten
amphiphiler Teilchen (siehe 3.3) aufgebaut sind. Je nach Lipidzusammensetzung
ergeben sich unterschiedliche elektrostatische sowie dynamische Eigenschaften der
Membranen, und entsprechend kann z. B. auch die Interaktion von Membranen mit
Proteinen moduliert sein. Darum soll im weiteren auf einige physikochemische
Grundlagen eingegangen werden, die ein Fundament fiir das Verstdndnis der in dieser

Arbeit verwendeten Methoden bilden.

" Im Falle von Wasser als Losungsmittel werden die lyophoben Gruppen als hydrophob bezeichnet,
entsprechend dann die lyophilen Gruppen als hydrophil.

? Haufig auch als Mesostrukturen bezeichnet. Fiir eine Ubersicht und Grundlagen siehe (Dorfler, 1994).
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3.4.1  Fluiditat der Lipidmatrix

Eine wesentliche Eigenschaft biologischer Membranen ist die Fluiditit der Lipidmatrix.
Sie beeinflult die Funktionen der Membran und ist durch den Phasenzustand, in dem
sich die Kohlenwasserstoffketten der Lipide befinden, gekennzeichnet'. Eine
Interaktion der Lipide mit Proteinen bzw. Peptiden kann die Fluiditdt der Membran und
folglich den Phasenzustand der Acylketten verandern. Experimentell kann die Fluiditét
z. B. mit Hilfe der Fourier-Transform Infrarot (FTIR)-Spektroskopie (4.3.4) bestimmt
werden. Prinzipiell werden zwei Phasenzustinde, der B- oder Gelzustand und der a-
oder fliissig-kristalline Zustand der Acylketten unterschieden, zwischen denen bei einer
lipidspezifischen Phaseniibergangstemperatur T, ein reversibler Phaseniibergang
1. Ordnung stattfindet (Bild 3-5). Im Gelzustand befinden sich die Kohlenwasserstoff-
ketten in der all-trans Konformation. Nihert sich die Temperatur der des Phasen-
tibergangs, kommt es zum ,Kettenschmelzen“, wobei die Anzahl an gauche-
Konformeren zunimmt. Der Ubergang in die fliissig-kristalline Phase ist mit einer
Anderung der Symmetrie und der Gitterdimensionen verbunden, wobei die Um-
wandlung zu einer lateralen Expansion, einer Anderung der Packung und einer

Fluidititssteigerung der Lipide fiihrt.

T —

L, L,

Bild 3-5: Bei Uberschreiten der Temperatur T, gehen die Lipide von der gelférmigen (Lg)-
in die fluide flussig-kristalline (L,) Phase tiber. Dabei kommt es zum Kettenschmelzen und
einer Anderung der Packungsdichte.

! Dabei befinden sich die Acylketten je nach Phasenzustand in anderen ,,Acylkettenrotationszustinden®.
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Die Temperatur T, des Phasentibergangs héngt sowohl von der Art der Kopfgruppe der
Lipide als auch von der Lange und dem Sattigungsgrad der Kohlenwasserstoffketten ab.
Eine ldngere Kohlenwasserstoffkette fiihrt, bei ansonsten gleicher Kopfgruppe, zu
einem Anstieg von T., wihrend die Einfiihrung einer Doppelbindung eine drastische

Absenkung von T, verursacht (Silvius, 1982).

Findet z. B. ein Einbau von Proteinen in die Membran statt und nimmt dabei der den
Acylketten zur Verfiigung stehende Raum ab, so schrinkt dies die Bewegungs-
moglichkeiten der Fettsdureketten ein. Folglich wire der Phaseniibergang von der Gel-
in die fliissig-kristalline Phase zu hoheren Temperaturen verschoben. Die Wirkung des
Proteins konnte stattdessen auch genau umgekehrt sein und den Phaseniibergang zu
niedrigeren Temperaturen verschieben, wenn sich z. B. das Protein lediglich zwischen
die Kopfgruppen schiebt. Unter physiologischen Bedingungen befinden sich die
Kohlenwasserstoffketten in der Regel im fliissig-kristallinen Zustand, so dafl die
Membran ausreichend fluide ist. Einer Anderung z. B. der Umgebungstemperatur kann
die Zelle durch den Einbau von mehr ungesittigten Fettsduren in die Membran
begegnen und so eine ausreichend hohe Membranfluiditit gewéhrleisten (Lenaz und

Castelli, 1985; Weber et al., 2001).

3.4.2  Elektrische Eigenschaften von Membranen

Beruhend auf dem zuvor entwickelten Modell einer bimolekularen Lipidschicht konnen
die elektrischen Eigenschaften des Bilayers vereinfachend als Parallelschaltung eines
Widerstandes und einer Kapazitit betrachtet werden (Bild 3-6). Der hydrophobe Be-
reich des Bilayers stellt einen Isolator hohen Widerstandes dar, der zwei Elektrolyt-
16sungen

rdumlich voneinander separiert. In der Literatur finden sich Werte fiir den auf die
Einheitsmembran bezogenen spezifischen Membranwiderstand von 1 bis 10* Q-cm? fiir
natiirliche Membranen und etwa 10* Q-cm? fiir kiinstliche Lipiddoppelschichten (Adam
et al.,, 1977). Die Membran und die Elektrolytlosungen stellen auflerdem einen
Plattenkondensator der Kapazitdt C dar, mit dem Membraninneren als Dielektrikum und

den Elektrolytlosungen als elektrisch leitende ,,Metallplatten®.
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Bild 3-6: Die Membran kann elektrisch als Parallelschaltung eines Widerstandes und eines
Igondensators aufgefasst werden (C,, - Membrankapazitit, R, - Membranwiderstand, R —
Ubergangswiderstand Elektrode-Elektrolytlosung).

Fiir Lipiddoppelschichten ergibt sich die Membrankapazitit zu

3.1)

mit gy = §,55 - 102 A-s-V'.m™ der elektrischen Feldkonstante. Ferner ist A die Fliche
der Membran, d deren Dicke und ¢ die relative Dielektrizitdtskonstante im Inneren der
Membran. Legt man fiir die Membrandicke 4 nm und fiir die Dielektrizitdtskonstante
einen Wert von ¢ ~ 2 zugrunde (Hanke und Schlue, 1993), so ergibt sich eine auf die
Flicheneinheit bezogene spezifische Membrankapazitit von 0,44 pF-cm™. Die Mem-
brankapazitdt ist keine Konstante sondern hingt von der transmembranen Spannung
sowie dem intrinsischen Membranpotential ab (Alvarez und Latorre, 1978; White und

Chang, 1981).
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3.4.3 Potentiale an Grenzflachen

Geladene Gruppen der Lipide, wie z. B. Phosphat- oder Carboxylatgruppen, erzeugen
an der Oberfliche von Membranen ein Potential. Insbesondere das LPS trigt einige
negativ geladene Gruppen, die eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit poly-
kationischen Peptiden wie z. B. den AMP spielen. Wegen der Oberflaichenladungen
kommt es aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung zu einer Anreicherung von
Gegenionen aus der Subphase. Die Gegenionen, die die Oberflichenladungen kom-
pensieren, bilden eine diffuse Ionenschicht (Gouy-Chapman-Schicht) der Dicke 1/x,
wobei K der Hiickel-Parameter ist (Hamann und Vielstich, 1985). Eine Beschreibung

des Verlaufs des elektrostatischen Potentials und damit der Verteilung der Ionen in der

Stern-Potential

Gouy-Chapman-
Potential

® ©
® 9

@ diffuse Schicht

®

Partikel

.

Abstand d

diffuse Schicht Zetapotential diffuse Schicht

Bild 3-7: Gouy-Chapman Modell der diffusen Doppelschicht (links). Im rechten Diagramm
ist der Verlauf des resultierenden Potentials skizziert.

diffusen Ionenwolke, wurde unabhingig von Gouy und Chapman angegeben' (Bild

3-7). Dabei gingen sie von folgenden Vereinfachungen aus:

(1) die Ladungen sind o-funktionsartig an der Grenzfldche verteilt,
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(2) die Dielektrizititskonstante & der Subphase ist iiberall konstant,
(3) es gibt keine Wechselwirkung zwischen den als punktformig betrachteten Ionen,

(4) die Tonenadsorption an der Grenzflache wird vernachléssigt.

Neben der die Gegenionen anziehenden Wirkung des elektrischen Feldes der Grenz-
fliche beriicksichtigt das Gouy-Chapman-Potential eine lIonenverteilung nach Boltz-
mann, die ihre Ursache in der thermischen Bewegung hat (Atkins, 1990). Es fillt

exponentiell in die Losung hinein ab, geméal

X

Uge(x)=Uge € o (32)

wobei x der Abstand zur Grenzflache ist und Ap (Ap = Debye-Linge) die Linge angibt,
bei der das Gouy-Chapman-Potential (Ugc) auf den e-ten Teil von Ugc, dem Maximal-
wert an der Oberflache, abgefallen ist. Da das Potential asymptotisch gegen Null geht,
ist mit Ap die Dimension der diffusen lonenschicht noch nicht ganz erfal3t; sie hat eine
Dicke von etwa 5-Ap (hier ist das Potential auf unter 1 % seines urspriinglichen Werts
gefallen).

Ap ist abhingig von der Elektrolytkonzentration ¢ sowie der Dielektrizitdtskonstanten &

und errechnet sich zu:

1 ee kT
Ap=—" |2 3.3
° ze, \2N,c (3-3)

Fiir eine wiBrige Losung (¢ = 74) eines einwertigen Elektrolyten (0,1 M) ergibt sich Ap
=1,0 nm, bei T =37°C.

Das Gouy-Chapman-Potential lautet explizit:

! Sie konnten damit einige Schwichen des bis dahin bekannten Helmholtz-Perrin-Modells erkliren;
heutige Vorstellungen gehen von einer Kombination aus dem Helmholtz-Perrin- und dem Gouy-
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U.,. = 2k—Tarea sinh| ——2 (3.4)
O ze, /8€,ekTN ¢ '

mit o der Oberflichenladungsdichte und z der Wertigkeit der Gegenionen.

Eine wichtige Rolle spielt das Oberflachenpotential fiir Prozesse, die in unmittelbarer
Néhe der Membran stattfinden und die ihrerseits das Oberfldchenpotential beeinflussen
konnen, wie z. B. bei der Anreicherung und anschlieBenden Bindung polykationischer
Substanzen an die Membran. Jedoch ist das Oberflichenpotential einer direkten
Messung nicht zuginglich, statt dessen bestimmt man das effektive Oberfldchen-
potential, das Zetapotential ((-Potential)!, welches ein Maf fiir die Ausdehnung der
elektrischen Schicht darstellt.

Das C-Potential kann aus elektrokinetischen Messungen an suspendierten Partikeln er-
halten werden. Bewegt sich ein Partikel, z. B. ein LPS-Aggregat, durch die Suspension
so flihrt es die diffuse Schicht mit sich. Jedoch wird ein Teil jener Schicht bei der
Vorwirtsbewegung abgestreift, und das Potential an der Scherebene wird als C-Potential
bezeichnet (Bild 3-7). Grundsétzlich ist das {-Potential proportional zum Oberflédchen-
potential und stets kleiner als dieses ({ < Ugc). Messungen des C-Potential sind von
hoher Aussagekraft fiir elektrostatisch stabilisierte Dispersionen. Aus diesem Grund
wird industriell die Messung des Zetapotentials dazu genutzt, Erkenntnisse iiber die
Stabilitidt kolloidaler Systeme, wie z. B. Hautcremes oder Tonmineraldispersionen, in

Abhéngigkeit verschiedenster Zusitze zu gewinnen.

Dariiber hinaus existieren noch das Dipol- und das Born-Potential, die zusammen mit
dem Gouy-Chapman-Potential das Profil des intrinsischen Membranpotentials ergeben,
jedoch wird im folgenden nicht weiter darauf eingegangen und daher auf eine Dar-

legung verzichtet (eine Beschreibung findet sich in (Hagge et al., 2004)).

Chapman-Modell aus.

! Prinzipiell kann aus dem Zetapotential das Oberflichenpotential berechnet werden, allerdings wurde das
Modell auf der Grundlage einer ebenen (Metall-) Oberfliche entwickelt und kann nicht ohne weiteres
auf Membranen z. B. bestehend aus LPS iibertragen werden.
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3.44 Transmembranes Potential

Ferner besteht {iber vielen biologischen Membranen ein transmembranes Potential, das
unter anderem von den physikochemischen Eigenschaften wie z.B. der Semi-
permeabilitit der Membran mitbestimmt wird. Urséchlich hierfiir sind Konzentrations-
unterschiede beiderseits der Membran beziiglich physiologisch so wichtiger Ionen wie
Kalium, Natrium und Chlorid. Fiir diese Ionen berechnet sich das Potential nach der

Goldmann-Gleichung zu:

_RT, PIK'], +Py[Na'], + P[]

U oldmann — 35
oman =5 [K*],+ Py [Na' |, + Po[CI ], 3:3)

wobei P, den Permeabilititskoeffizienten der Ionensorte v, [v] deren Konzentration, i
den Intrazellularraum und a den Extrazellularraum bedeuten. Menschliche Zellen
besitzen ein transmembranes Potential von etwa 60 mV (intrazelluldr negativ), wihrend
man in Experimenten fiir das transmembrane Potential iiber der &uBleren Membran von
E. coli einen Wert von 26 mV (intrazellulédr negativ) (Sen et al., 1988) bestimmt hat. Fiir
die innere Membran Gram™ Bakterien diskutiert man Werte im Bereich von 100 —
150 mV (intrazelluldr negativ) (Bakker und Mangerich, 1981). Eine Beteiligung des
transmembranen Potentials bei dem Wirkmechanismus antibakteriell aktiver Peptide

konnte bereits gezeigt werden (Gutsmann et al., 2001).

3.5 Natirliche Peptidantibiotika

Dieser Abschnitt soll eine kurze Einfiihrung iiber die natiirlich vorkommenden anti-
biotisch wirkenden Peptide geben. Nach einem kleinen Uberblick iiber einige natiirlich
vorkommende Peptide und deren wesentlichen Eigenschaften, werden die in dieser

Arbeit verwendeten Peptide vorgestellt.
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3.5.1  Vorkommen und Eigenschaften von Antimikrobieller Peptide

Multizelluldre Organismen sowohl aus Pflanzen- und Tierwelt exprimieren eine Reihe
antimikrobieller Peptide (AMP), die ein Bestandteil der angeborenen Immunitét sind,
die sie gegeniiber in der Umwelt vorkommenden Keimen schiitzt (Lehrer und Ganz,
1999; Bals, 2000; Kamysz et al., 2003; Bulet et al., 2004). Die AMP besitzen héufig ein
breites Wirkungsspektrum nicht nur gegen Bakterien sondern auch gegeniiber Pilzen
(Fehlbaum et al., 1996; Kieffer et al., 2003), Protozoen (Arrighi et al., 2002), Tumor-
zellen (Lindholm et al., 2002) und sogar umhiillte Viren, wie z. B. HIV (Robinson, Jr. et
al., 1998).

Viele AMP entfalten trotz unterschiedlicher Aminosdurezusammensetzung, Grof3e,
Ladung oder dem Gehalt an L- oder D-Aminoséduren eine antimikrobielle Wirkung im
mikromolaren Konzentrationsbereich, und eine Involvierung eines Rezeptors in den
Wirkmechanismus ist als unwahrscheinlich zu betrachten. Dennoch weisen die meisten
AMP eine Zellspezifitdt ihrer Wirkung auf. Sie sind sehr aktiv gegeniiber Mikroben
aber zum groBlen Teil inaktiv gegeniiber eukaryotischen Zellen. Dies kann darauf
zuriickgefiihrt werden, dafl die meisten AMP bei physiologischem pH-Wert positiv
geladen sind und priferentiell an negativ geladene Zielstrukturen auf Bakterien-
membranen binden (Sitaram und Nagaraj, 1999; Hancock und Scott, 2000). Eukaryo-
tische Zellen haben im Vergleich zu Bakterienzellen weniger anionische, dafiir mehr
zwitterionische Lipide auf der AuBenseite ihrer Membran (Dathe et al., 1996;
Matsuzaki, 1999; Dathe und Wieprecht, 1999). Demzufolge binden die AMP weniger
gut an eukaryotische Zellmembranen (Matsuzaki, 1999; Dathe und Wieprecht, 1999).

Alle bislang entdeckten AMP weisen generelle Gemeinsamkeiten untereinander auf, so
sind sie z. B. alle Gen-kodiert. Die AMP werden als Priapropeptide synthetisiert, aus
denen die eigentlich aktiven Peptide proteolytisch freigesetzt werden. Die aktive Se-
quenz liegt in der Regel am C-Terminus. Ein fundamentales Prinzip aller AMP ist die
dreidimensionale Orientierung der Aminoséuren in einer amphipathischen Struktur. Die
meisten AMP sind bei physiologischen pH-Werten kationisch, jedoch wurden kiirzlich
auch anionische Peptide beschrieben (Tang et al.,, 1999; Tran et al.,, 2002).
Typischerweise sind sie aus nicht mehr als 100 Aminosduren aufgebaut. Gewohnlich
unterteilt man die AMP nach strukturellen Gesichtspunkten in vier Gruppen, wie es

1995 zuerst von Boman vorgeschlagen wurde (Boman, 1995):



28 3 Grundlagen

In Tabelle 3-1 sind fiir die verschiedenen Gruppen Beispiele aufgefiihrt, wobei
ausschlieBlich Saugetier-AMP aufgefiihrt sind. Eine Klassifikation der AMP im
Hinblick auf ihre Nukleotidsequenz ergibt, dafl der GroBteil der bei Sdugetieren ge-
fundenen AMP in zwei Kategorien eingeteilt werden kann: die Klasse der Defensine

und die Klasse der Kathelizidine.

Defensine. Die Defensine umfassen mehr als 80 bislang entdeckte Peptide und sind
prinzipiell durch das Vorhandensein von drei intramolekularen Disulfidbriicken
charakterisiert (Lehrer et al., 1993; Martin et al., 1995; Diamond und Bevins, 1998).
Aufgrund der Verkniipfung der Disulfidbriicken und der chromosomalen Gen-Position
wird weiter in die o-, B-, und O-Defensine unterteilt (Tang und Selsted, 1993).
Untereinander weisen die o- und P-Defensine Ahnlichkeit beziiglich ihrer drei-
dimensionalen Struktur und ihrer antimikrobiellen Aktivititen auf (Zimmermann et al.,
1995). Sie besitzen eine ausgeprigte [-Faltblattstruktur (White et al., 1995;
Zimmermann et al., 1995). Sie wurden zuerst in Leukozyten entdeckt (Lehrer et al.,
1983; Ganz et al., 1985) und konnten spater im Gewebe des Verdauungstrakts und der
Fortpflanzungsorgane nachgewiesen werden (Ouellette et al., 1994; Ouellette und
Selsted, 1996; Diamond und Bevins, 1998; Quayle et al., 1998). Die 6-Defensine
wurden erst kiirzlich bei Rhesus-Affen entdeckt (Tang et al., 1999; Tran et al., 2002).

Kathelizidine. Es sind zur Zeit 35 Kathelizidine bekannt (Yang et al., 2004), sic werden
als Pripropetide synthetisiert und zeichnen sich durch eine hohe Sequenzhomologie
threr Praprosequenzen (etwa 100 Aminosduren) aus (Ganz, 2004; Bulet et al., 2004).
Die Préiprosequenzen sind homolog zu dem bei Schweinen gefundenen Cathelin (Cys-
tein Protease Inhibitor), welches der Gruppe den Namen gegeben hat (Zanetti et al.,

1995; Zanetti, 2003). Die Prd-Region hat eine Signalfunktion, und die Speicherung
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erfolgt in Proform, d. h. einer Vorlduferform aus der das aktive Peptid proteolytisch
freigesetzt werden mufl. Uber die Funktion der Prosequenz als reine Speicherform
hinaus ist wenig bekannt, erste Untersuchungen zeigten jedoch ebenfalls eine anti-
bakterielle Aktivitit (Zaiou et al., 2003). Die aktive Form des Peptides ist am C-
Terminus zu finden und hat eine Linge im Bereich von 12 bis 80 Aminoséduren.
Beziiglich der Struktur der aktiven Peptide sind Kathelizidine bemerkenswert divers.
Kathelizidine wurden unter anderem bei Schafen, Schweinen, Rindern, Méusen und
Kaninchen gefunden. Beim Menschen hat man bislang einen Vertreter der Kathelizidine
identifizieren konnen, das sogenannte hCAP18 (von ,,Human Catioinic Antibacterial
Peptide 18 kDa*) (Larrick et al., 1995a; Yang et al., 2004). Auf das hCAP18 soll im
folgenden Abschnitt ndher eingegangen werden, da es eine zentrale Stellung im

Rahmen dieser Arbeit hat.

352 hCAP18

Allgemeines. Die Aminoséduresequenz des einzigen humanen Kathelizidins wurde ur-
spriinglich aus einem cDNA Klon abgeleitet (Larrick et al., 1995a), bevor es schlie8lich
aus myeloiden Knochenmarkzellen isoliert werden konnte (Cowland et al., 1995;
Agerberth et al., 1995; Gudmundsson et al., 1996). Das aktive 37 Aminosduren lange C-
terminale Fragment wird als LL37 bezeichnet. LL37/hCAP18 ist in den Granula der
neutrophilen Granulozyten zu finden, dariiber hinaus wurde es in epithelialen Zellen des
Hodens (Frohm et al., 1996; Frohm et al., 1997), des Gastrointestinaltrakts (Bals et al.,
1998) und der Atemwege (Bals et al, 1998) aufgefunden. Kiirzlich wurde
LL37/hCAP18 in natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen), T-Helferzellen, B-Zellen,
Makrophagen sowie Alveolarmakrophagen nachgewiesen (Agerberth et al., 2000). Der
Gehalt an LL37/hCAP18 wurde in verschiedenen Korperfliissigkeiten bestimmt und
kann im Serum, den Atemwegsfliissigkeiten oder in Wundfliissigkeiten wéhrend einer
Entziindung Konzentrationen im Bereich von 1 bis Sug/ml erreichen (Frohm et al.,
1996; Sorensen et al., 1997; Agerberth et al., 1999; Bals et al., 1999a; Schaller-Bals et
al., 2002). Durch verschiedene Entziindungsmediatoren wie z. B. Interleukin (IL)-6
kann die Expression von LL37/hCAP18 hochreguliert werden (Frohm et al., 1997).
Ferner kann die Expression von LL37/hCAP18 in Keratinozyten stimuliert werden

(Frohm et al., 1997). Eine Sequenzanalyse der Vorlduferregion im Genom weist auf
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mehrere mogliche Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren wie z. B. NF-xB oder IL-
6 (s. oben) hin. Das Gen welches fiir LL37/hCAP18 kodiert konnte auf Chromosom 3
lokalisiert werden, jedoch ist wenig bekannt iiber das Mal} der konstitutiven Expression
von LL37/hCAP18 wund auf welchem Wege die Expression reguliert wird
(Gudmundsson et al., 1996).

LL37/hCAPI18 ist im mikromolaren Bereich aktiv gegen Gram" und Gram™ Keime. Die
antimikrobielle Aktivitdt korreliert mit der a-helikalen Auspragung (Johansson et al.,
1998; Oren et al., 1999), sie hingt ferner vom pH-Wert und der ionalen Zusammen-
setzung des Mediums ab (Bals et al., 1998). Zytotoxizitit tritt erst bei Konzentrationen
auf, die etwa dreimal so hoch sind wie die der antimikrobiellen Aktivitdt. Serum
inaktiviert die antimikrobielle wie auch zytotoxische Aktivitét, da es an Apolipoprotein-
Al gebunden vorliegt und dieses die Aktivitit des Peptides inhibiert. Im Mausmodell
der zystischen Fibrose konnte der Abwehrdefekt durch die Einfiihrung einer endogenen
Uberexpression von LL37/hCAP18 korrigiert werden (Bals et al., 1999a). Desweiteren
konnte in einem murinen Modell gezeigt werden, daB die endogene Uberproduktion des
Peptids gegen Lungeninfektion und Sepsis schiitzt, sowie eine protektive Wirkung vor
den Folgen einer LPS-Applikation hat (Bals et al., 1999b).

Wirkungsweise. Viele AMP binden in dhnlicher Weise an negativ geladene Membran-
strukturen und bewirken eine Storung der Membranintegritit, die den Durchtritt von
Ionen und anderen geldsten Substanzen ermdglicht. Fiir die Membranpermeabilisierung
durch AMP wurden primdr drei Mechanismen vorgeschlagen: der ,,barrel-stave“-, der
»carpet- und der ,detergent-like“~-Mechanismus (Oren und Shai, 1998; Epand und
Vogel, 1999; Shai, 1999; Huang, 2000).

Im Falle Gram™ Organismen interagieren die AMP zunéchst mit der du3eren Membran
und verschaffen sich durch ihre Permeabilisierung Durchtritt durch diese. Haben die
AMP die dullere Membran passiert, so konnen sie, bei der Zytoplasmamembran ange-
kommen, ihre todliche Wirkung durch eine Depolarisation der Membran entfalten oder
durch diese hindurch gelangen und im Innern der Zelle tédliche Prozesse auslésen
(Matsuzaki, 1999). Hancock beschrieb diesen ProzeB als ,,self-promoted uptake* der
AMP beziiglich Gram™ Keime (Hancock, 1997).

LL37/hCAPI18 gehort zu der Gruppe der amphipathischen, a-helikalen Peptide mit

einer Nettoladung von +6 (es weist insgesamt 16 geladene Aminosdurereste auf). Dies
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begiinstigt eine Wechselwirkung mit negativ geladenen Lipiden. Die a-helikale Struktur
ist liber einen grofen pH vorhanden, sie hidngt von der Anionen- sowie der Peptid-
konzentration ab (Johansson et al., 1998) und ist besonders in Anwesenheit von Lipiden
ausgeprigt (Oren et al., 1999; Nagaoka et al., 2000). Im mikromolaren Konzentrations-
bereich (~1 uM) aggregiert LL37 einhergehend mit der Ausbildung einer a-Helix. Das
Vorliegen einer aggregierten helikalen Struktur unterscheidet LL37 von anderen o-
helikalen Peptiden, die monomer vorliegen und erst bei Assoziation mit Membranen
eine o-Helix ausbilden. Eine Sequenzanalyse ergab, daf} die amphipathische Helix von
den Aminosduren in Position 11 bis Position 32 gebildet wird (Agerberth et al., 1995).
Untersuchungen am Rekonstitutionsmodell der planaren Membranen mit verschiedenen
CAP18-Derivaten (Gutsmann et al., 1999; Gutsmann et al., 2000; Gutsmann et al.,
2001) fithrten zu einem Modell fiir den Wirkmechanismus von CAP18, welches im
wesentlichen zwei Stufen umfasst. Zundchst kommt es zur Assoziation und
Akkumulation von CAP18 an der Membranoberfliche. Bei Uberschreiten einer
Schwellkonzentration kommt es, unter dem EinfluB einer LPS-spezifischen trans-
membranen Spannung, zu einer Umorientierung der Peptide von einer Oberflachen- in
eine transmembrane Konfiguration. Die transmembrane Konfiguration reprisentiert den
leitenden Zustand, der durch begrenzte Lebensdauern der heterogen auftretenden
Liasionen charakterisiert ist. Das vorgeschlagene Modell steht im Einklang mit dem
»self-promoted uptake*: CAP18 permeabilisiert die dullere Membran und ebnet sich
dabei den Zugang zur Zytoplasmamembran.

Eine jiingere Untersuchung kommt zu dem Ergebnis, da LL37/hCAP18 an der
Membranoberfldche assoziiert und dort in einer Orientierung parallel zur Membran-
oberfldache verbleibt (Henzler Wildman et al., 2003). LL37/hCAP18 nimmt dabei eine
Position im Kopfgruppenbereich nahe der Kohlenwasserstoffphase ein. Diese Lage
héngt nicht von der Peptidkonzentration ab, sie verdndert sich nicht mit der Temperatur,
der Ladung des Lipids und auch nicht mit der Anwesenheit von lonen in der Subphase.
Desweiteren iibt LL37/hCAP18 einen positiven Kriimmungsstref3 auf die Membran aus.
Daher kommen die Autoren dieser Untersuchung zu dem Resultat, da3 LL37/hCAP18
in einem ersten Schritt die Membranoberfliche wie ein ,,carpet™ bedeckt und schlielich
Undichtigkeiten der Membran durch Bildung einer toroidalen Pore bzw. weniger

definierten Defekten verursacht.
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Verwendungsform. Fiir die Experimente der vorliegenden Arbeit wurde ein 32 Amino-
sduren langes Fragment von LL37/hCAP18 eingesetzt, welches auch in oben genannter
Studie (Gutsmann et al., 2001) verwendet wurde. Es wurde mittels Festphasensynthese
(s. 4.5.2) hergestellt, wobei beziiglich der Primérstruktur die letzten fiinf Aminosiduren
von LL37/hCAP18 (vom C-terminus betrachtet) ausgelassen wurden. Das Peptid wird
entweder als hCAP18¢4.132 oder als LL32 bezeichnet. Eine Darstellung der Struktur von
LL32 ist in Bild 3-8 zu sehen. LL32 besitzt bei neutralem pH-Wert eine Nettoladung
von +6. Bislang wurde eine antibakterielle Aktivitit gegen E. coli Stamm J5

nachgewiesen (Gutsmann et al., 2001).

LL-32 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLYV

Bild 3-8: Helikales Netzdiagramm und Aminosduresequenz von LL32. Dreiecke stellen
basische Aminosduren, Quadrate saure und Kreise neutrale Aminosduren dar.
Komplementire und repulsive lonenpaare, die durch die Aminosdurereste in den Positionen
i, i+3/i+4 (i Nummer der Aminosdure in der Sequenz) gebildet werden, sind als
durchgezogene bzw. gestrichelte Linien gekennzeichnet (unteres Diagramm). Das obere
Netzdiagramm zeigt die Helix in einer anderen Orientierung. Gut zu sehen ist der
kontinuierliche nichtpolare Bereich (schwarze Kreise) der amphipatischen Helix, der sich
iiber die Aminoséduren in den Positionen 11 — 31 erstreckt. Nichtpolare Aminosdurereste,
die nicht Teil der amphipatischen Helix sind, sind in grau dargestellt. Sie bilden am N-
Terminus einen hydrophoben Bereich, der sich iiber etwas mehr als eine Windung der
Helix erstreckt.
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3.5.3 Polymymxin B

Da zur Wechselwirkung von Polymyxin B (PMB) mit Membranen in der eigenen aber
auch in anderen Arbeitsgruppen viele Daten vorliegen, ist es in dieser Arbeit zu
Vergleichszwecken (als ,,Goldstandard*) verwendet worden.,Auf eine ausfiihrliche
Erlduterung der Eigenschaften des Peptids wird verzichtet und nur kurz das Wesentliche

dargestellt.

Polymyxine sind Stoffwechselprodukte verschiedener Stimme von Bacillus polymyxa.
PMB wurde erstmals 1947 isoliert. Seine antibakterielle Aktivitdt ist hauptsidchlich
gegen Gram Bakterien gerichtet, unter denen es jedoch einige resistente Stimme, wie
z. B. Proteus mirabilis und S. paucimobilis gibt. Neben seiner antibakteriellen Wirkung
hat PMB die Eigenschaft, in starkem Malle LPS zu binden und dessen
entziindungsfordernde Eigenschaften zu unterbinden. Ein therapeutischer Einsatz von
PMB ist wegen seiner Zytotoxozitdt stark eingeschréinkt, jedoch wird PMB vielfach als
Modellsubstanz genutzt, um die Mechanismen, die bei der Bekdmpfung der

Krankheitserreger eine Rolle spielen, zu studieren.

PMB ist ein basisches zyklisches Heptapeptid mit einer Peptidseitenkette, an die
kovalent Isopelargonsdure gebunden ist (Bild 3-9). Es hat eine ,,loop“-Struktur und
gehort somit in die Kategorie IV (Tabelle 3-1). Durch die Diaminobuttersdure weist
PMB maximal fiinf positive Ladungen auf. Im Bereich des Peptidringes betragt der
Durchmesser eines PMB-Molekiils 1,23 nm. Wegen seines geladenen Oligopeptidringes
und der hydrophoben Fettsdurekette hat PMB einen amphiphilen Charakter und bildet
oberhalb einer kritischen Konzentration von etwa 10 mM Aggregate. Daraus ergibt sich

eine gewisse Ahnlichkeit zu Detergenzien.

Fir die Wirkung von PMB wurde ein zweiphasiger Mechanismus vorgeschlagen
(Hancock, 1984; Wiese et al., 1998): In einem ersten Schritt bindet PMB zunédchst an
die duBere Membran, aggregiert dort nach Aufkonzentration und erhoht die Membran-
permeabilitit. Auf diese Weise schafft es sich selbstindig den Zugang zum Periplasma
und zur Zytoplasmamembran. Hier entfaltet es in einem zweiten Schritt seine lethale

Wirkung.
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Bild 3-9: Chemische Struktur von Polymyxin B (PMB). DAB: Diaminobuttersdure, Leu:
Leucin, Phe : Phenylalanin, Thr: Threonin.

4 Methoden und Material

4.1 Methoden zur Untersuchung des Keimwachstums

Der Einfluf3 der Zuckerstruktur des LPS der verschiedenen S. minnesota Rauhmutanten
auf die antibakterielle Wirksamkeit von LL32 wurde in bakteriellen Viabilititstests
untersucht. Demgemill wurden die Keime in Gegenwart unterschiedlicher
Konzentrationen des Peptids herangezogen und untersucht, welchen Einflull das Peptid
auf das bakterielle Wachstum besitzt. Es wurden zwei Testsysteme verwendet, die néher

erldutert werden sollen.

4.1.1  Koch’sches Plattengussverfahren

Zundchst wurde eine Vorkultur in Standard I-Ndhrbouillon (St.I) (Merck KgA,
Darmstadt, Deutschland) angesetzt und iiber Nacht auf einem Certomat-Schiittler
(Braun Biotech International, Gottingen, Deutschland) mit einer konstanten Frequenz
von 160 U-min™' bei 37°C inkubiert. Diese Vorkultur wurde am folgenden Tag 1 : 1000
verdiinnt und wieder iiber Nacht inkubiert. Am kommenden Tag wurde die Hauptkultur

angesetzt, dazu wurde die 2.te Ubernacht-Kultur 1:100 in St.I verdiinnt und fiir
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weitere 4 h inkubiert. SchlieBlich wurde die Keimzahl mit Hilfe einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt und die Bakteriensuspension auf 1x 10° Bakterien/ml ein-
gestellt. Die Suspension wurde auf mehrere Rohrchen zu je 2 ml aufgeteilt, an-
schlieend erfolgte die Wirkstoffzugabe in definierter Menge, und die Suspensionen
wurden weitere 15 min bei 160 U-min™' und 37°C inkubiert. Dann wurden die Proben
auf Eis gestellt und von jedem Rohrchen eine Verdiinnungsreihe erstellt. Die 100- bis
10000-fachen Verdiinnungen wurden in eine Petrischale gegeben. Mit fliissigem St. I-
Néhragar aufgefiillt und fiir 24 h bei 37°C bebriitet. AnschlieBend wurden die Kolonien
ausgezihlt. Durch Multiplikation der Koloniezahl mit dem Verdiinnungsfaktor wurde
die Gesamtkoloniezahl ermittelt. Bestimmt wurde der Mittelwert aus drei
Parallelproben. Die Anzahl der gewachsenen Kolonien in Abwesenheit von Wirkstoff
(Negativprobe) wurde als 100% Bakterienwachstum definiert. Das eben erlduterte Ver-
fahren wird auch als Koch’sches PlattenguBBverfahren (Pichhardt, 1998) bezeichnet.

Fiir die Datenauswertung wurden die auf die Negativprobe bezogenen Koloniezahlen
gegen die Peptidkonzentration aufgetragen und die MeBpunkte mit einer exponentiell
abklingenden Funktion erster Ordnung angefittet. Aus der gefitteten Kurve wurde dann
die Konzentration bestimmt, bei der das Keimwachstum zu 50% gehindert ist Diese

Konzentration wird auch ICsy genannt, von ,,50% Inhibitory Concentration®.

4.1.2  Mikrosuszeptibilitatstest

Zunichst wurde eine Vorkultur des entsprechenden Bakterien-Stamms in einer LB-
Bouillon nach Miller (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) angelegt und iiber Nacht
bei 37°C in einem Certomat-Schiittler (Braun Biotech International, Gottingen,
Deutschland) bei 160 U-min™ inkubiert. Die LB-Bouillon wurde in destilliertem Wasser
angesetzt und 15 min bei 121°C autoklaviert, sie enthélt 10 g/l Pepton aus Casein, 5 g/l
Hefeextrakt und 10 g/l NaCl bei pH = 7. Am néchsten Tag wurde die Vorkultur auf
1:100 verdiinnt und fiir weitere 3 h bei 37°C und 160 U-min™ inkubiert. Danach wurde
die Gesamtkeimzahl mit einer Neubauer-Zdahlkammer (0,05 mm Tiefe) bestimmt und
die Bakteriensuspension auf 1 x 10° ml™" eingestellt, indem mit LB-Medium aufgefiillt

wurde.

Das Peptid wurde in Puffer (20 mM HEPES, pH =7) auf eine Konzentration von
62 uM eingestellt und 180 pul der Peptidlosung in den ersten Napf (,,Well*) einer 96-
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Well-Flachboden Mikrotiterplatte (Nalge Nunc, Roskilde, Danemark) gegeben. Fiir die
serielle Verdiinnung wurden 90 pul der Peptidlosung in das nidchste Well transferiert und
mit 90 pl Puffer aufgefiillt und somit die Peptidkonzentration halbiert. Dieser Vorgang
wurde mehrfach wiederholt bis die gewiinschte Konzentrationsreihe erstellt war; zu-
satzlich wurden zur Kontrolle einige Wells mit reinem Puffer (20 mM HEPES, pH = 7)
befiillt. AnschlieBend wurden 10 pl der vorab auf 10° Bakterien/ml eingestellten
Bakterienkultur in die Wells pipettiert, wobei darauf geachtet, wurde einige Wells
auszulassen. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37°C in einer Feuchtkammer unter
konstantem Schiitteln bei 160 U-min"' inkubiert. Am kommenden Tag wurde das
bakterielle Wachstum iiber eine TriibungsmefBung ermittelt. Dazu wurde die Extinktion
(bei 620 nm) mit Hilfe eines Rainbow Mikrotiterplatten-Photometers (Tecan,
Crailshaim, Deutschland) gemessen. Die relative Extinktion E,; wurde mittels der

Gleichung

E-E
Ere] = —K (4.6)
E100 - EK

berechnet, mit E der Extinktion, E;qo der Extinktion der Bakterienkultur ohne Wirkstoft,
Ex der Korrektur fiir die Extinktion durch die Platte und das Losungsmittel. Da die
relative Extinktion auf die Extinktion bei ungehindertem Bakterienwachstum bezogen
wird, stellt sie ein MaB fiir die Suszeptibilitit der Bakterien gegeniiber dem Wirkstoff
dar; die Auftragung von E,; gegen die eingesetzte Peptidkonzentration lieferte die

,,Hemmkurve* des bakteriellen Wachstums.

Aus den erhaltenen Daten wurde die Minimale Hemmkonzentration (MHK; auch
Minimal Inhibitory Concentration, MIC) bestimmt, sie ist definiert als die Wirkstoff-
konzentration bei der das bakterielle Wachstum zu mehr als 99% gehemmt ist. Praktisch

ist dies die Konzentration bei der E; < 0,01 ist.
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4.2 Lipid-Monolayer

Aufgrund ihrer molekularen Struktur konnen amphiphile Molekiile zweidimensionale
Filme (Monolayer) an der Grenzflaiche Wasser-Luft bilden. Im Film sind die Molekiile
dergestalt angeordnet, dal die hydrophilen Kopfgruppen in die waBrige Phase ein-
tauchen und die hydrophoben Fettsdureketten weg von der wélrigen hin zur gas-
formigen Phase orientiert sind (Bild 4-1), eine direkte Folge des thermodynamischen
Energieminimierungsprinzips. Grenzflachenfilme besitzen Eigenschaften, die denen
biologischer Membranen dhneln, daher werden sie in groBem Umfang als Modellsystem
zur Untersuchung von Membranprozessen verwendet (Maget-Dana, 1999), z. B. kann
die Interkalation eines Fremdmolekiiles in den Lipidfilm, die ,,Mischfilmbildung®,
untersucht werden. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente an
Monolayern umfassen den Einbau eines polykationischen Peptides (LL32, siehe 3.5.2)
in einen Monolayer und die peptidinduzierte Verdringung von Ca*" aus der Grenz-

schicht.

Gasphase

Bild 4-1: Orientierung amphiphiler Molekiile an der Grenzfliche Wasser - Luft

4.2.1 Grenzflachenfilme

Monomolekulare Grenzflichenfilme kdnnen durch Spreitung (s. unten) der Molekiile

auf einer fliissigen Oberfliche erzeugt werden. Dies ist moglich, da die gespreiteten
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Molekiile in der darunterliegenden Fliissigkeit praktisch nicht 16slich sind'. Energetisch
betrachtet reicht, die Hydratationsenergie der Kopfgruppe nicht aus, um den hydro-
phoben Teil in der polaren Umgebung zu halten, und die Wasseroberflache ist fiir die
Teilchen energetisch die giinstigere Lage (Ddrfler, 1994). Eine Anreicherung
amphiphiler Substanzen fiihrt zu einer Anderung der Oberflichenspannung der
wélrigen Phase, sie sinkt mit zunehmender Teilchenzahldichte in der Oberflache und

kann durch die MeBung des Filmdruckes

n=06,-6 (4.1)

charakterisiert werden, mit © dem Filmdruck (lateraler Druck). Dabei ist oy die Ober-
flichenspannung fiir die wélrige Phase ohne und o, die Oberflichenspannung der

wafirigen Phase mit einem Monolayer auf der Oberfliche.

4.2.2  Filmpolymorphie

Die Oberflichenspannung” hingt wie erwihnt von der Oberflichenkonzentration

r== 4.2)

mit n; der Teilchenzahl und A der Filmfldche, also vom Kompressionszustand der
Monoschicht ab. Beschrieben wird das Kompressionsverhalten des Grenzflachenfilmes
durch die sogenannte Druck-Flachen-Isotherme (/A-Isotherme). Grundsdtzlich konnen
vier verschiedene Bereiche identifiziert werden (Bild 4-2). Im Bereich niedrigen Film-

drucks steht den filmbildenden Molekiilen eine groBe Fliache zur Verfligung. In diesem

! Hiervon gibt es jedoch Ausnahmen, z. B. findet eine Desorption in die Subphase, deren AusmaB und
Kinetik vom Verhéltnis der Hydrophilie zur Lipophilie, vom pH-Wert, der Temperatur u. a. abhéngt.

? Die Oberflichenspannung (allg. Grenzflichenspannung) ist eine Zustandsfunktion und hingt damit
unter anderem von der Temperatur, Druck, Konzentration und den physikochemischen Eigenschaften
der Substanzen ab.
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Zustand weisen die Fettsdaureketten eine geringe Ordnung und eine grof3e Beweglichkeit
auf, daher wird dieser Zustand auch als gasanaloger Zustand bezeichnet. Daran schlief3t
sich der fliissig-expandierte Bereich an, der sich durch eine deutlich geringere isotherme
Kompressibilitdt auszeichnet. Aufgrund der zur Verfiigung stehenden kleineren Fliche
ist die Beweglichkeit der Acylketten eingeschrinkt und ein Teil der Acylketten ist
bereits aufgerichtet. Auf den fliissig-kondensierten Bereich folgt ein Phaseniibergang
erster Ordnung, der Filmdruck bleibt trotz kontinuierlicher Kompression konstant.
Wihrend des Phaseniiberganges findet eine weitere Ausrichtung der Fettsdureketten'
statt, bis anschlieBend ein dicht gepackter Zustand, der fliissig-kondensierte Zustand
errreicht wird. Bei weiterer Kompression kann ein Ubergang in den kondensiert-festen
Phasenzustand des Filmes erfolgen, der durch das Auftreten einer Diskontinuitét
gekennzeichnet ist, bis schlieBlich der Film kollabiert, einhergehend mit Schollen- und
Polyschichtenbildung.

lateraler Druck / mN m™

Flache pro Molekdil

Bild 4-2: Isotherme fiir einen Langmuirfilm: I) gasanaloger Zustand, II) fliissig-expandiert,
IIT) Koexistenzbereich, IV) fliissig-kondensiert, V) fest-kondensiert

! Entspricht einem Ubergang lamellarer Strukturen in einem Lipid-Wasser System von L, zu Lg.
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Analog zu dreidimensionalen Systemen (Gase) kann das zweidimensionale System

durch eine modifizierte van-der-Waals Gleichung beschrieben werden:

(n +Z—ZJ(Am ~By)=kyT. (43)

m

wobei ay und By Stoffkonstanten (Dorfler, 1994) darstellen.

n/A-Isothermen werden mit Hilfe der Filmwaagentechnik aufgezeichnet, dabei kann
grundsétzlich zwischen zwei MeBverfahren unterschieden werden: die Langmuir-
Methode und die Wilhelmy-Methode. Alle in dieser Arbeit gemachten Untersuchungen
sind an einer Filmwaage mit einem MeBautbau nach Wilhelmy angefertigt worden,

daher wird das Prinzip dieser Memethode kurz beschrieben.

w
o

Peptid /

Protein 20r

lipid
monolayer
; 10 |

Flachenzunahme / cm®

20 40 60
Zeit / min

o

o

Bild 4-3: Filmwaage nach Wilhelmy. Der laterale Druck wird iiber die Kraft, mit der das
Wilhelmy-Pléttchen angezogen wird, gemessen. Mittels der beweglichen Barriere kann der
Monolayer auf die gewiinschte Fliche bzw. Druck komprimiert bzw. expandiert werden.
Unter Zuhilfenahme einer Spritze kann z. B. Peptid unter den Monolayer injiziert und die
stattfindende Interkalation iiber z. B. die Anderung der Monolayerfliche bei konstantem
Druck (s. rechte Graphik) verfolgt werden. In der rechten Graphik ist der Einbau einer
Substanz in einen Lipidmonolayer gezeigt, der Einbau fiihrt zu einer Flichenzunahme. Zum
Zeitpunkt t = 0 wurden die Substanz unter den Monolayer injiziert.

MeRprinzip und MeRaufbau. Der Aufbau der Filmwaage (Munitech, Miinchen,
Deutschland) ist in Bild 4-3 schematisch wiedergegeben. Eine bewegliche Barriere teilt

die Oberfliche der wéalrigen Phase in zwei Kompartimente, wobei ein mit Teflon
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iiberzogener, temperierbarer Trog zur Aufnahme der Subphase dient, auf der der
Monolayer gespreitet wird. Der Filmdruck wird mit Hilfe des sogenannten Wilhelmy-
Plattchens bestimmt, dabei handelt es sich um ein rechteckiges Filterpapier definierter
GroBe, das in die Subphasenoberfliche eintaucht. Aufgrund der am Plittchen an-
greifenden Oberflichenspannung wird das Pléttchen in die Subphase hineingezogen und
die Kraft (Petty, 1996), mit der dies geschieht, mittels eines induktiven Druck-
aufnehmers gemessen und mit einem speziellen Programm (Munitech, Miinchen,
Deutschland) per Computer ausgelesen. Als Nullinie wird die Kraft, die man ohne Film
mift, angenommen. Die Empfindlichkeit wird mit Hilfe der Eicosansdure als
Referenzsubstanz justiert. Eine isotherme Kompression verkleinert die Monolayer-
fliche, dabei dndert sich (siche oben) der Phasenzustand der Lipidmolekiile, der laterale
Druck steigt an, und es werden die gewlinschten n/A-Isothermen erhalten. Desweiteren
kann im ,,Konstant-Druck-Modus* der Lateraldruck konstant gehalten werden, hierbei
wird die Barriere bei Druckénderung nachgefiihrt, man erhélt die Isobaren. Mit dem
,,Konstant-Druck-Modus* kann der fiir die duflere Membran diskutierte Lateraldruck
von 25 mN/m eingestellt werden und so der Einbau von Substanzen aus der Subphase
untersucht werden.. Bei einem Einbau von Substanzen aus der Subphase fiihrt dies zu
einer VergroBerung der Monolayerfliche. Die Grofe des Einbaus und damit der
Flachendnderung wird durch die Interaktion zwischen Substanz und Lipidkopfgruppen
bestimmt. Die Melldaten werden in einem ASCII-File gespeichert und mit Origin 6.0
(Microcal Software Inc., Northhampton, MA, USA) ausgewertet und graphisch

aufgearbeitet.

4.2.3  Monolayerpraparation und Einbaumessungen

Der Teflontrog wird mit Subphase befiillt, 10 Minuten auf T = 20°C temperiert und die
gemessene Kraft als Nullpunkt definiert (dies geschieht mittels der Meniifunktion
»Zero“ der Steuersoftware). Die Temperatur von T =20°C wurde gewéhlt, da bei
héheren Temperaturen (37°C) der Verlust an Subphase die Messungen beeintrachtigt.
AnschlieBend wird eine definierte Menge des Lipids in chloroformischer Ldsung
(Eicosansdure) oder chloroformisch/methanolischer Losung (LPS) auf der Oberfliche
der Subphase gespreitet. Nach fiinf Minuten ist das Losungsmittel abgedampft, und der

monomolekulare Film wird mit einer Schubgeschwindigkeit der Barriere von
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100 pm-s™ auf einen zuvor bestimmten lateralen Druck komprimiert. Beispielsweise
wurde fiir LPS - sofern nicht anders genannt - immer ein Enddruck von 25 mN-m™
gewdhlt, da dieser Wert demjenigen entspricht, der fiir biologische Membranen
diskutiert wird (Seelig und Niederberger, 1974; Chapman, 1975a). Ist der gewéhlte
Enddruck erreicht; wird die Anderung der Monolayerfliche bei konstantem Druck und
konstanter Temperatur fiir mindestens 60 Minuten aufgezeichnet (,,Area-Time-Scan*
auch ,,Konstant-Druck-Modus*‘), um den Film zu &quilibrieren. Anschliefend wird der
Area-Time-Scan neu gestartet und nach 20 Minuten eine wélrige Losung von LL32
(0,25 oder 0,025 mM) unter den Monolayer gespritzt (Bild 4-3) und fiir weitere 160
Minuten die einsetzende Flachendnderung aufgezeichnet. Eine Anlagerung bzw. eine
Interkalation der Substanz an bzw. in den Monolayer fiihrt zu einer Zunahme der

Monolayerfliche.

424  Ca**-Verdrangung aus Monolayern

Der Verdringung von Ca®" aus einem Monolayer liegt ein anderer Versuchsaufbau
zugrunde, der kurz skizziert werden soll. Hierfiir wird ein Trog aus Plexiglas verwendet
(Bild 4-4). In den Trog sind vier Bohrungen eingelassen, die dazu dienen vier Spritzen
aufzunehmen. Auf diesen Trog wird ein GroBflichendurchflufzédhler (MZ 220/300,
Laboratorium Berthold, Wildbad, Deutschland), der mit Methan als Zihlgas betrieben
wird, aufgesetzt. Verbunden ist der MZ220/300 mit einem Alpha-Beta-
Kontaminationsmonitor (LB1240, Laboratorium Berthold, Wildbad, Deutschland), der
iiber Ausginge fiir einen Schreiber bzw. eine Alarmeinheit verfiigt. Uber eine Analog-
Input-Karte werden die Spannungen an den Ausgéingen in einen PC eingelesen. Als
Steuersoftware fiir die Datenerfassung diente Visual Designer 4.0 (Intelligent Instru-
mentation, Leinfelden-Echterdingen), fiir die Auswertung und graphische Aufarbeitung
der Mefdaten wurde Origin 6.0 (Microcal Software Inc., Northhampton, MA, USA)

verwendet.
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Bild 4-4: Versuchsautbau fiir die Calciumverdrangungsexperimente. A: Seitenansicht, B:
Draufsicht

Fiir die MeBung werden 60 ml einer Calcium (12 uM Ca®") enthaltenden Subphase in
den Kunsstfofftrog gefiillt und mit radioaktivem **Ca*" (Amersham Buchler, Braun-
schweig, Deutschland; 162 Tage Halbwertszeit) auf eine Aktivitdit von 960 Bg/ml
eingestellt. AnschlieBend wird der Monolayer auf die im vorigen Abschnitt be-
schriebene Art und Weise pripariert und unter Zuhilfenahme eines Ringtensiometers
die Ausbildung des Monolayers kontrolliert. Aufgrund der negativen Ladungen der LPS
kommt es zu einer Anreicherung der positiv geladenen Calciumionen in der Grenz-
fliche Wasser/Monolayer und damit auch zu einer detektierbaren Erhohung der B-
Strahlungsintensitét aus der Oberfldche, da ein Teil der radioaktiven Calciumionen bei
der Bindung an LPS nicht mehr vom Wasser abgeschirmt werden. Uber eine Spritze
wird ein definiertes Volumen einer das Peptid enthaltenden LoOsung unter den
Monolayer gespritzt und mit den verbleibenden zwei Spritzen gut durchmischt. Ad-
sorbiert das Peptid am Monolayer, so verdringt es einen Teil der gebundenen Calcium-
ionen und ein Riickgang der gemessenen P-Strahlungsintensitit wird gemessen. Die
relative Ca”"-Ionenkonzentration der Grenzfliche Subphase/Monolayer wird mittels der

Gleichung
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I, .. —1
Irel — Peptid Sub (44)

IMono - ISub

berechnet, mit den p-Strahlungsintensititen Ig,, der reinen Subphase, Iyvono nach
Aufbringen des Monolayers und Ipepiq nach Peptidzugabe. In Bild 4-5 ist der Ablauf

einer MeBung mit einer BeispielMeBung gezeigt.
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Bild 4-5: Schema zum MeBablauf einer Calciumverdringung aus einem Monolayer.

4.3 Messungen an LPS-Aggregaten

LPS bilden unter bestimmten Voraussetzungen in wialriger Phase strukturell unter-
schiedlich organisierte Aggregate aus (Dorfler, 1994). Prinzipiell konnen zwei drei-
dimensionale Uberstrukturen angefiihrt werden, eine mit lamellarem Ordnungsprinzip
sowie eine nichtlamellare (kubische oder hexagonale) Phase (Seydel et al., 1993b).
Welche der beiden Uberstrukturen ausgebildet wird ist unter anderem vom Wasser-

gehalt, der Konzentration an Ionen (hier sind vor allem die zweiwertigen lonen zu
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nennen) und der Temperatur abhingig. Im Allgemeinen bilden LPS nichtlamellare und
Phospholipide lamellare (z. B. Liposomen) Aggregatstrukturen (s. Bild 4-7).

Aggregate stellen ein weiteres Rekonstitutionsmodell fiir biologische Membranen dar
an denen verschiedene Untersuchungen moglich sind. Sie unterscheiden sich insofern
von den Monolayern dadurch, dafl sie ein dreidimensionales Gefiige haben und
geschlossene Lipiddoppelschichten in Wechselwirkung mit dem Peptid treten. Im
Vergleich zu der Methode der planaren Membranen ist anzufiihren, da3 beide Seiten der
Lipiddoppelschichten der Aggregate beziiglich ihrer Lipidkomposition symmetrisch
ausgebildet sind. Im folgenden sollen die verwendeten Untersuchungsmethoden
dargestellt werden.

Experimente mit Liposomen spielen eine wichtige Rolle fiir das Verstindnis
verschiedener an der Membran stattfindenden und durch die Membran vermittelten
Prozesse und sind heute aus der pharmakologischen Wirkstoffentwicklung nicht weg-

zudenken.

4.3.1 Praparation der Aggregate

Suspensionen von LPS-Aggregaten wurden in verschiedenen Rekonstitutionssystemen
fiir biologische Membranen verwendet, und im Folgenden soll kurz die Darstellung
skizziert werden. Fiir die Prédparation wird zunidchst das LPS eingewogen und
anschlieBend der gewiinschte Puffer in der entsprechenden Menge hinzugefiigt, die
Zusammensetzungen der verwendeten Puffer richtet sich nach den jeweiligen
Experimenten und sind in der vorliegenden Arbeit im experimentellen Teil in
entsprechenden Abschnitten zu finden. Nach Zugabe des Puffers wird gut geschiittelt
(,,gevortext™) und die Suspension danach fiir 20 min in einem Ultraschallbad Sonorex
RK100 (Bandelin electronic, Berlin, Deutschland) bei 60°C beschallt. Danach 143t man
die Suspension flir 30 min auf Zimmertemperatur herunterkiihlen, erhitzt schlieBlich fiir
weitere 30 min auf 65°C im Blockthermostaten BT2000 (Kleinfeld Labortechnik,
Deutschland) und 148t die Suspension wieder fiir 30 min auf Zimmertemperatur ab-
kiihlen. Die beiden letzten Schritte werden zweimal wiederholt und die Suspension fiir

24 h bei 4°C gelagert, bevor sie verwendet wird.
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4.3.2 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) mifit die bei Reaktionen freigesetzte bzw.
absorbierte Wirme als universelle Mef3grofe (Langerman und Biltonen, 1979; Ladbury
und Chowdhry, 1996), insbesondere eignet sie sich dazu, biologisch relevante Makro-
molekiil-Ligand-Interaktionen, wie z. B. die Protein-Lipid-Interaktion, zu untersuchen.
Vorteilhaft bei dieser Methode ist dabei, dal die Probe weder homogen noch optisch
klar sein muf3, desweiteren ist keine Probenmarkierung und auch keine Immobilisierung
erforderlich. Aus einer MeBung kann grundsétzlich ein komplettes thermodynamisches

Profil der Reaktion erstellt werden (Wiseman et al., 1989).

Kalorimeterbeschreibung. Die Kalorimetereinheit (MCS-ITC, MicroCal Inc.
Northampton, USA) setzt sich aus einer Referenz-, einer Reaktionszelle und der
Titrationsspritze zusammen (fiir eine genauere Beschreibung sieche (Wiseman et al.,
1989; Livingstone, 1996). Beide Zellen bestehen aus einer Nickel-Molybdén-Chrom-
Legierung (hastelloy alloy C-276) mit sehr guter Warmeleitfahigkeit. Sie haben ein
Zellvolumen von je 1,3 ml und sind von einer isothermen Ummantelung umgeben.
Sowohl die Ummantelung als auch die beiden Zellen verfligen iiber Wirmesensoren
und Heizelemente zur Temperaturregelung. Dieser Aufbau ist in einem adiabatischen
Schutzschild untergebracht. Uber zwei lange Rohren konnen den Zellen die Referenz-

sowie Probenfliissigkeit zugefiihrt werden.

Die Titrationsvorrichtung besteht aus einer Halterung fiir die Spritze und einer Schritt-
motorsteuerung, die den Stempel der Spritze entsprechend dem gewéhlten Einspritz-
volumen hinunterdriickt. Die Spritzen sind lang ausgezogen und die Enden als Paddel
geformt, so daB3 durch kontinuierliches Drehen der Spritze eine gute Durchmischung der
Reaktanten gewihrleistet ist. Uber eine von der Herstellerfirma mitgelieferte Software

(MCS-Observer) wird das Kalorimeter tiber einen PC gesteuert.

MelRprinzip. Das MeBprinzip des Gerites beruht darauf, dafl die Temperaturdifferenz
zwischen Probenzelle und MeBzelle stindig tiberpriift wird. Kommt es zu einer Aus-
lenkung aus dem thermischen Gleichgewicht der beiden Zellen (d.h. findet eine
Reaktion in der Probenzelle statt), wird der Probenzelle ein zur Temperaturdifferenz
proportionaler Heizstrom (Regelstrom) zugefiihrt. Die Regelleistung (Cell current
feedback, CFB) wird zeitabhingig gemessen und stellt die Wirmednderung der
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Reaktion dar. Eine exotherme Reaktion bewirkt eine Verringerung des CFB, wéhrend
bei einem endothermen Verlauf der kompensierende Strom hochreguliert wird. Um eine
Kompensation von sowohl exo- als auch endothermen Reaktionen zu ermdglichen, wird

daher der Referenzzelle ein permanenter Heizstrom zugefiihrt (s Bild 4-6).

Experimentdurchfihrung. Fiir eine MeBung wird die Referenzzelle mit 1,5 ml
sterilfitriertem und entgastem Reinstwasser und die Probenzelle mit 1,5 ml der
wilrigen LPS-Dispersion (sofern nicht anders erwihnt 0,05 mM LPS, 20 mM HEPES,
pH =7) befiillt. Dann wird gewartet bis die kalorimetrische Einheit im thermischen
Gleichgewicht, erkennbar an einem konstanen CFB, ist. AnschlieBend wird die mit 100
bis 110 ul wéBrige Peptidlosung (1,5 mM LL32, 20 mM HEPES, pH =7) gefiillte
Spritze in die Probenzelle eingefiihrt. Wieder wird bis zum Erreichen des thermischen
Gleichgewichtes gewartet und die Reaktion gestartet. Die Peptidzugabe erfolgt in 30
Aliquots zu je 3 pl, und nach jedem Titrationsschritt wird der entsprechende CFB
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Bild 4-6: Zeitlicher Verlauf einer ITC-MeBung. Gezeigt ist die Leistung des Heizstroms,
die aufgrund der ablaufenden Reaktion zugefiihrt (respektive heruntergeregelt) wird. Im
gezeigten Beispiel wird wéhrend der ersten Titrationen die Regelleistung runtergefahren,
die Reaktion ist also exotherm. Nach etwa der 16. Titration kehrt sich die gemessene
Leistung um, entsprechend einer endothermen Reaktion.



4.3 Messungen an LPS-Aggregaten 49

registriert (fiir den typischen Verlauf eines solches Experimentes siche Bild 4-6). Nach
einer wenige Minuten dauernden Relaxationszeit wird die Titration wiederholt, bis alles
an Peptidlosung verbraucht ist. Zur Kontrolle wurde erstens die Peptidlosung in reinen
Puffer und zweitens reiner Puffer in die LPS-Dispersionen titriert. Die
Kontrollmessungen dienten zur Korrektur der Experimente beziiglich der Verdiinnungs-
sowie Mischungsenthalpien. Die gemessenen Wairmesignale werden mit Hilfe des
Programmes Origin 6.0 integriert und kénnen graphisch als Bindungsisotherme dar-

gestellt werden.

Auswertung. Fiir die Interaktion zwischen zwei Reaktionspartnern A und B
A+nB < AB, (4.5)

mit A, B und AB den Konzentrationen der entsprechenden Spezies und n der Anzahl
unabhingiger (nicht kooperativer) Bindungsmoglichkeiten gilt das Massenwirkungs-

gesetz mit der Gleichgewichtskonstante K,, und es folgt:

AB AB

K,=—0n = n :
‘ AB" (A -AB,)(B,—nAB, ) (4.6)

Bekannt sind die Totalkonzentrationen A; und B; (experimentelle Parameter), weiterhin
gilt stets Ay = AB, + A und B; = n-AB, + ¢B. Unbekannte sind K, und n (Anzahl
Bindungsstellen von B pro Molekiil A).

Die Messungen mit dem Mikrokalorimeter liefern die differentielle Warmemenge q, die

bei der Bindung von B an A bzw. an AB,, umgesetzt wird. Es ergibt sich:

Aq=V,AH, B =V, AH, AAB_, 4.7)

gebunden
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wobei V( das Volumen der MeBzelle und AH, die molare Bildungsenthalpie der
Verbindung AB darstellt. Aq ist die integrale Warmemenge. Gleichung (4.6) kann nach
AB,, aufgelost werden (quadratische Gleichung), und man erhilt fiir Aq schlieBlich:

2
A, V,AH B B
aq=22 ooy, L Bl e L L B Al @48)
2 nA,K, nA, nA,K, nA,

A ist bekannt, und Aq wird als Funktion der zugegebenen Menge an B; gemessen.
Folglich lassen sich n, H, und K, durch einen Fit der Funktion (4.8) nach der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate an die experimentell ermittelten Werte Aq = f(B;) be-

stimmen.

Aus den experimentell bestimmten Kurven Aq = f(B;) wurden in oben beschriebener
Weise n, H und K bestimmt. Weiter wurde aus diesen Daten die Gibb’sche Freie

Enthalpie sowie TAS nach den Beziehungen

AG =—nRTInK, =AH, - TAS,

TAS=AH, +nRTIK, (49)

berechnet.

4.3.3  Bestimmung des Zetapotentials (elektrophoretische Mobilitat)

Die Bestimmung des Zetapotentials eignet sich dazu, Anderungen der Oberflichen-
ladungsdichte und damit des Oberflachenpotentials von z. B. Lipidaggregaten in
Abhingigkeit vom pH-Wert, dem Ionengehalt, oder dem Gehalt an Fremdsubstanz zu
untersuchen. Das Verfahren findet in der Industrie breite Anwendung, um Aussagen

uber elektrostatisch stabilisierte Kolloide zu treffen

MeRprinzip. Bei der elektrophoretischen Mobilitdit wird die Wanderungsge-

schwindigkeit elektrisch geladener Teilchen, wie z. B. LPS-Aggregate in Losung, im
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elektrischen Feld gemessen. Den Quotienten von Wanderungsgeschwindigkeit zu an-

gelegtem Feld

B= (4.10)

u
E
bezeichnet man als elektrophoretische Mobilitdt mit der Wanderungsgeschwindigkeit u
und dem elektrischen Feld E. Aus der gemessenen Mobilitdt kann das Zetapotential,

d.h. das effektive Oberflichenpotential, berechnet werden (siehe 3.4.3). Eine

Uberlagerung von vier Kriften bestimmt dabei die Bewegung der Teilchen:

(1) Elektrische Kraft. Durch das angelegte elektrische Feld kommt es zu einer
gleichformigen Bewegung der dispergierten Teilchen, die Geschwindigkeit
dieser Bewegung ist proportional zur angelegten Feldstirke und der Ober-
flichenladungsdichte der Partikel.

(2) Stokessche Reibungskraft. Durch Reibung wird die Bewegung der Teilchen in
der Losung abgebremst, die Reibungskraft ist abhidngig von der Viskositit des
Losungsmittels (un,o = 89-107° Pa-s bei T = 25°C) sowie der Teilchenoberfliche

und der Geschwindigkeit, mit der sich die Teilchen bewegen.

(3) Elektrophoretische Bremskraft. Im angelegten elektrischen Feld bewegen sich
auch die Gegenionen, die sich mit im Dispersionsmittel befinden und die
entgegengesetzt zu den dispergierten Teilchen flieBen. Bewegen sich die
Teilchen aneinander vorbei, so behindern die mitgefithrten Hydrathiillen der
Gegenionen die Partikelbewegung und umgekehrt.

(4) Relaxationseffekt. Fiir den Relaxationseffekt ist eine Stérung der Ladungs-
symmetrie in der diffusen Schicht bei der Bewegung der Teilchen ursédchlich.
Dabei entsteht ein zusitzliches inneres Feld, welches dem angelegten dufleren

entgegengerichtet ist und die effektive Feldstirke am Teilchenort herabsetzt.

Fiir den Fall geringer Ionenkonzentrationen konnen die beiden letztgenannten Kréfte

vernachléssigt werden (Dorfler, 1994; Spanos et al., 2002). Somit ergibt sich bei einer
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angelegten Wechselspannung der Feldstitke E = E; sin(ot) die Wanderungs-
geschwindigkeit zu (Dorfler, 1994):

0, =8, (50, sin(on). @11)
n

Hierbei ist f(r;x) die Henry-Funktion und r der Teilchenradius.

Beschreibung des Zetasizers. Die Messungen zur elektrophoretischen Mobilitdt bzw.
zum Zetapotential wurden mit dem ZetaSizer 4 (Malvern Instruments GmbH,
Herrsching, Deutschland) durchgefiihrt und beruhen auf dem MeBprinzip der Laser-
Doppler-Anemometrie (LDA). Hierbei wird ein Laserstrahl iiber einen Strahlteiler in
zwei Teilstrahlen aufgeteilt und diese {iber eine Optik in einem Stromungsrohr unter
einem Winkel von 12,7° gekreuzt. Es entsteht ein Interferenzfeld mit nahezu parallelen
Hell-Dunkel-Interferenzstreifen, das sogenannte LDA-MeBvolumen. An beiden Enden
des Stromungsrohres tauchen Elektroden in die Teilchendispersion ein, iiber die eine
Wechselspannung angelegt wird'.

Unter dem EinfluB3 des elektrischen Feldes beginnen die Teilchen entsprechend ihres
Oberfliachenpotentials entlang der Feldlinien (parallel zur Hauptachse des Stromungs-
rohres) zu wandern und erzeugen bei dem Durchgang durch das MeBvolumen ein mit
der Dopplerfrequenz moduliertes Streulicht. Aus der Anzahl der pro Zeiteinheit
durchlaufenen Interferenzstreifen ergibt sich die elektrophoretische Mobilitdt (Miiller,
1996). Um das Vorzeichen des Oberflachenpotentials zu bestimmen, wird einer der
beiden Spiegel mit einer bestimmten Frequenz auf einer Strecke hin und her gefahren,
damit ergibt sich eine modulierte Bewegung des Interferenzfeldes. Da die Teilchen sich
entweder mit oder aber gegen das Interferenzmuster bewegen, ist die Richtung der
Teilchen und damit das Vorzeichen der Ladung eindeutig.

Die Detektion des Streulichtes erfolgt mit einem Photomultiplier senkrecht zur
Bewegungsrichtung der Teilchen, das MeBsignal wird mit einem von der Hersteller-
firma (Malvern Instruments GmbH, Herrsching, Deutschland) mitgelieferten Programm

mit Hilfe eines PC ausgelesen und ausgewertet.

! Dient dazu eine Polarisation der Elektroden zu verhindern.
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Experimentdurchfihrung. Fiir eine MeBBung der Abhéngigkeit des Zetapotentials in
Anwesenheit von Wirkstoff wurden 2 ml der jeweiligen LPS-Dispersion (0,01 mM
LPS, 2 mM CsCl,, 10 mM Tris, pH = 7) in die MeBBkammer gegeben und zunichst das
Zetapotential ohne Wirkstoff gemessen. AnschlieBend wurde der Wirkstoff in Aliquots
zu 2 oder 4 pl (1 mM, 2 mM CsCl,, 10 mM Tris, pH = 7) zutitriert und das resultierende
Zetapotential bestimmt. Dies wurde solange wiederholt, bis keine Anderung des Zeta-
potentials mehr festzustellen war (maximal wurden 40 pl der Wirkstofflosung zu-

gegeben). Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

4.3.4  Fourier-Transform Infrarot (FTIR)-Spektroskopie
Die Fluiditit der Lipide (s. 3.4.1) entspricht der Beweglichkeit ihrer Kohlen-

wasserstoffketten. Zwischen Zustinden unterschiedlicher Fluiditdt (Phasen) erfolgt ein
Phaseniibergang bei einer charakteristischen Temperatur T, (abhidngig z. B. von Linge
und Sittigungsgrad der Kohlenwasserstoffketten) und kann durch Interaktion mit z. B.
Peptiden beeinfluBt werden. Eine Moglichkeit, den Phaseniibergang von Lipiden und
den FEinfluss applizierter Substanzen auf diesen zu bestimmen, ist die FTIR-
Spektroskopie.

MeRprinzip. Die FTIR-Spektroskopie nutzt die Tatsache aus, da3 Atome bzw. Atom-
gruppen in Molekiilen relativ zueinander Schwingungsbewegungen ausfiihren und ver-
schiedene Schwingungsmodi existieren. Anregungen der Schwingungszustinde lassen
sich allgemein durch Strahlungsabsorption im infraroten Bereich (200 — 4000 cm™) des
elektromagnetischen ~ Spektrums  bewirken.  Funktionelle = Gruppen  zeigen
charakteristische Schwingungen, denen Absorptionsbanden in definierten Bereichen des
IR-Spektrums entsprechen. So ist die Lage der Absorptionsbande der symmetrischen
CH,-Streckschwingung (vs(CHy)) ein MaB fiir die Fluiditit der Kohlenwasser-
stoffketten (Brandenburg und Seydel, 1990). Wéhrend das Maximum der vs(CHj)-
Bande im gelférmigen Zustand bei etwa 2850 cm™ liegt, ist es in der fliissig-kristallinen
bei 2852 — 2853 cm™ zu finden. Deshalb kann durch Auftragung der Bandlage der
symmetrischen Streckschwingung der Methylengruppen gegen die Temperatur der
Phaseniibergang aus der erhaltenen Kurve ermittelt werden (Brandenburg, 1994;

Brandenburg und Seydel, 1996).
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Spektrometer. Fiir die Messungen der Spektren wurde ein Bruker FTIR-Spektrometer
IFS55 (Bruker, Karlsruhe, Deutschland) benutzt. Die Probentemperierung erfolgte mit
einem Umwdélzthermostat Haake Q3 (Haake, Karlsruhe, Deutschland). Die Messungen
erfolgten in Transmission. Infolge der Wechselwirkung der Analytmolekiile mit der IR-
Strahlung kommt es zur Absorption, fiir die das Lambert-Beersche Gesetz giiltig ist. Fiir
die TransmissionsMeBung wurden optisch polierte IR-Fenster aus CaF, (K. Korth
Monokristalle, Kiel, Deutschland) verwendet, zwischen denen sich die Probe befand.
Als Abstandshalter zwischen den IR-Fenstern diente eine 12.5 pm dicke Teflonfolie.
Die Steuerung des Spektrometers sowie die Probenauswertung erfolgten mit einer vom
Hersteller (Bruker, Karlsruhe, Deutschland) mitgelieferten Software.
Experimentdurchfuhrung. Die Lipidproben wurden als warige Suspensionen 20 mM in
5 mM HEPES-Puffer (pH=7) auf die CaF,-Fenster aufgebracht. Fiir die Wirk-
stoffzugabe wurde die Suspension zuvor auf 37°C aufgeheizt, der Wirkstoff zugegeben,
10 min inkubiert und bevor Aufbringen der Probe zwischen die CaF,-Fenster abgekiihlt.
Vor jeder MeBung wurde ein Untergrundspektrum mit den eingesetzten CaF,-Fenstern
aufgezeichnet und von den erhaltenen Spektren subtrahiert. Die Probe wurde mit einer
Heizrate von 3°C / 5 min erwéarmt und alle 5 min 50 Spektren aufgezeichnet, die um den
Untergrund korrigiert und schlieBlich gemittelt wurden. Die Messungen zur Fluiditit
der LPS-Aggregate am FTIR-Spektrometer wurden jeweils einmal durchgefiihrt. Sie
haben daher einen rein qualitativen Charakter der dazu dienen soll den grundsatzlichen

EinfluB3 von LL32 auf die Fluiditat der LPS zu untersuchen.

4.3.5  Fluoreszenzpolarisationsmessungen

Als weitere Methode zur Bestimmung des Einflusse von LL32 auf den Ordnungs-
zustand der Kohlenwasserstoffketten der LPS wurden Fluoreszenzpolarisations-
messungen durchgefiihrt, sie dienten zur Uberpriifung der in FTIR-Experimenten
gemachten Untersuchungen und ebenfalls rein qualitativ zu betrachten, da auf Mehr-
fachmessungen verzichtet wurde.

Wie im Grundlagenteil beschrieben wurde, konnen aus dem Ordnungszustand der
Acalketten Aussagen beziiglich der Fluiditdt der Lipide und damit auf die Phasen-
iibergangstemperatur gemacht werden. Im Folgenden soll kurz die Methode und

anschlieBend das Spektrometer vorgestellt werden.
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Polarisationsmessungen. Der Fluoreszenzfarbstoff 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH)
(Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz) eignet sich dazu, den Phasenzustand der
Kohlenwasserstoftketten zu charakterisieren. Fiir eine Markierung wird der Farbstoff
den Lipiden bei der Aggregatpriparation zu einem Mol-% zugesetzt. Aufgrund seiner
Struktur lagert sich das DPH im hydrophoben Bereich der Aggregate parallel zu den
Kohlenwasserstoffketten ein (Pottel et al., 1983). Durch Einstrahlung von linear polari-
siertem monochromatischen Licht (A =360 nm) werden die DPH-Molekiile elek-
tronisch angeregt. Dabei ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine Anregung maximal, wenn
das Dipolmoment des DPH-Molekiils parallel zur Richtung des elektrischen Feldvektors
des anregenden Lichtes liegt. Nach erfolgreicher Anregung desaktivieren die DPH-
Molekiile zeitverzogert mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit emissiv, und die beo-
bachtete Strahlung ist zu hoheren Wellenldngen verschoben. Der elektrische Feldvektor
des von den Molekiilen emittierten Lichts liegt wiederum parallel zum Dipolmoment
des Molekiils. Mit einer erhohten Beweglichkeit der Kohlenwasserstoffketten geht nun
ebenfalls eine erhohte Beweglichkeit der Farbstoffmolekiile einher, und die Einheit-
lichkeit der Polarisation der emittierten Strahlung nimmt ab, da sich in der Zeit von An-
regung zur Emission das DPH-Molekiil und mit ihm der Dipolmomentvektor aus der
Polarisationsrichtung der Anregungsstrahlung herausdreht. Entsprechend findet man bei
maximalem Ordnungszustandes eine maximale Fluoreszenzintensitit Durch
schrittweise Erhohung der Temperatur und gleichzeitiger Aufnahme der parallelen und
senkrechten Polarisation (relativ zur Anregungsstrahling) kann somit der Ubergang von
der gelférmigen in die fliissig-kristalline Phase der Kohlenwasserstoffketten bestimmt

werden.

Spektrometer. Die Messungen wurden an einem Spektralphotometer Modell Fluorolog
F1 T11 (Spex Industries GmbH, Grasbrunn, Deutschland) durchgefiihrt. Es ist als Zwei-
strahl-T-Anordnung ausgefiihrt und ermdglicht so die gleichzeitige MeBung der
parallelen und senkrechten Komponente des Fluoreszenzlichtes (relativ zur
Polarisationsrichtung des Anregungslichts). Als Strahlungsquelle wird eine Xenon-
Bogenlampe verwendet, die Wellenldngenselektion erfolgt iiber Spiegelgitter-
monochromatoren, Schlitzblenden dienen der Einstellung der Strahlintensitdten, und
mittels Glan-Thompsen-Prismen kann die Polarisation eingestellt bzw. analysiert

werden. Die Detektion erfolgt mit Photomultipliern, die bei Bedarf mit Peltier-
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Elementen gekiihlt werden konnen. Mit Hilfe der Software DM3000 (Spex Industries
GmbH, Grasbrunn, Deutschland) wird das Spektrometer gesteuert sowie die

Fluoreszenzintensititen ausgelesen und verarbeitet.

4.3.6  CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie gehdrt zu den Verfahren der Absorptionsspektroskopie, die die
Chiralitdt von Molekiilen, d. h. optisch aktive Verbindungen, ausnutzen. Mit Hilfe der
CD-Spektroskopie kann z. B. die Sekundarstruktur von Proteinen untersucht werden. So
zeigen Proteinbereiche mit a-helikalen Strukturen eine optische Aktivitdt aufgrund der
asymmetrischen o-Kohlenstoffatome sowie durch Kopplung mit benachbarten
Bindungen.

Circularer Dichroismus. Optisch aktive Verbindungen besitzen sowohl unterschiedliche
Brechungsindizes als auch unterschiedliche Extinktionskoeffizienten fiir rechts- bzw.
linkspolarisiertes Licht. So erhédlt man bei der Transmission von linear polarisiertem
Licht durch eine optisch aktive Substanz elliptisch polarisiertes Licht, da sich die beiden
Vektoren des elektrischen Feldes unterschiedlich schnell durch die Probe bewegen und
die Amplituden verschieden stark verdndert werden. Beide Effekte sind nicht nur von
der Menge der Substanz, sondern auch von der durchstrahlten Weglédnge abhingig. Der
Unterschied in den Extinktonskoeffizienten ist die MeBgrofe, die man bei der CD-

Spektroskopie erhilt und wird praktisch als Elliptizitét

(4.12)

gemessen, mit Ig und I den Intensititen flir rechts bzw. links polarisiertes Licht nach

Durchgang durch die Probe.

Spektrometer. Die CD-Messungen wurden mit einem Jasco-720 Spektropolarimeter
(JASCO Labor-und Datentechnik GmbH Deutschland, Gross-Umstadt) durchgefiihrt.
Bei diesem Gerét wird der zirkular polarisierte Lichtstrahl aus einem linear polarisierten
Strahl erzeugt, indem man diesen durch einen Quarzkristall schickt, an dem eine
hochfrequente Wechselspannung anliegt, die eine Strukturdnderung des Kristalls

bewirkt. Fiir die Messungen wurden verschiedene Quarzglaskiivetten verwendet, eine
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Tandemkiivette (Schichtdicke 2 x 4,375 mm) und eine Rundkiivette (Schichtdicke
1 mm). Die Tandemkiivette besitzt gegeniiber der Rundkiivette den Vorteil, dal} sie liber
zweil getrennte Kammern verfiigt, die je einen Reaktionspartner aufnehmen, so daf3 CD-
Spektren vor und nach der Bindung jeweils in Anwesenheit beider Bindungspartner auf-
gezeichnet werden konnen. Die Rundkiivette wurde bendtigt, um den Konzentrations-

bereich in dem gemessen werden konnte zu bestimmen.

Experimentdurchfihrung. Um einen Vergleich des Einflusses der LPS auf die Struktur
des LL32 zu bekommen, wurden CD-spektroskopische Messungen des Proteins in Ab-
und Anwesenheit von LPS-Aggregaten durchgefiihrt. Dafiir wurde zunéchst der fiir die
Messungen optimale Konzentrationsbereich fiir sowohl LPS als auch Peptid bestimmt.
Dazu wurde zunéchst mit der Rundkiivette gemessen und verschiedene Konzentrationen
von Peptid (1 bis 10 uM) und LPS (1 bis 10 uM) eingesetzt. Es wurden sowohl fiir
Peptid als auch LPS optimale Konzentrationen von 5 uM gefunden. AnschlieBend
wurden die Kammern der Tandemkiivette mit gleichen Volumina an Peptid- und LPS-
Suspension befiillt und die Elliptizitit bestimmt. SchlieBlich wurde der Inhalt beider
Kammern durch kréftiges Schiitteln gemischt und erneut die Elliptizitit gemessen. Die
Meldaten wurden mit einem von der Herstellerfirma mitgelieferten Programm aus-
gelesen, als ASCII-Files abgespeichert und mittels Origin 6 ausgewertet und graphisch

aufgearbeitet.

4.3.7 Rontgenkleinwinkelstreuung

Dreidimensionale Strukturen lassen sich mit Hilfe der Rontgenbeugung untersuchen
und aufkldren. Mit den in den letzten Jahrzenten gemachten Fortschritten auf dem
Gebiet der Rontgenkleinwinkelstreuung ist es inzwischen mdglich, Strukturunter-
suchungen an biologischen Préparaten, wie z. B. Lipidaggregaten in waBriger Losung,
vorzunehmen, die keine Einkristalle bilden. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber die
Rontgenbeugung an biologischen Makromolekiilen findet sich in (Makowski und Li,
1984). Im folgenden soll kurz auf das Wesentliche der Methode der Kleinwinkel-
streuung eingegangen werden.

MeRprinzip. Gemial3 der Bragg’schen Streuformel

2-d-sinf=n-A (4.13)
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findet unter dem Winkel 0 (Einfalls- respektive Ausfallswinkel) eine Beugung von
Rontgenstrahlung an den Netzebenen eines Kristalls statt, mit d = Netzebenenabstand,
A = Wellenldnge der verwendeten Strahlung und der Ordnung n=1, 2, 3,... der beo-
bachteten Reflexe. Fiir Einkristalle erhélt man fiir jede Netzebenenschar punktformige
Reflexe, hingegen weisen reale biologische Systeme nur sehr kleine kristalline
Dominen auf, und in géBeren Bereichen sind die Streuzentren mehr oder minder isotrop
angeordnet, so daf statt scharfer Reflexe ein Debye-Scherrer-Streubild auftritt. Aus der
Analyse der Beugungsdiagramme kann auf die vorliegende Aggregatstruktur ge-
schlossen werden. Hierbei interessiert in erster Linie der Beugungsbereich von
0<s<0,8nm" (s ist der Streuvektor, es gilt |s| = 1/d), da dieser die Fernordnung der
Lipidaggregate enthilt, d. h. die Gitterkonstanten, die gewohnlich im Bereich zwischen
5 und 20 nm liegen. Es seien kurz die Strukturen dargestellt, die spezifische Reflexe
verursachen.

Lamellare Strukturen. Aquidistante Reflexe bei di, di/2, di/3, di/4, ... deuten auf das
Vorhandensein lamellarer Strukturen hin (dp Lange der lamellaren Elementarzelle, s.

Bild 4-7). Dies gilt in erster Linie fiir multilamellare Anordnungen, bei der die lamellare

e

lamellar (L)

[

n

hexagona
(Hi)

2

Bild 4-7: Molekiilkonformationen verschiedener Lipid A-Monomere (links), die daraus
resultierenden dreidimensionalen Aggregatstrukturen in walriger Losung (Mitte) und die
zugehorigen Rontgenbeugungsmuster (rechts).
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Periodizitit d; eine Lipiddoppelschicht und die zwischen den Lamellen liegende
Wasserschicht umfafit. Bei unilamellaren Strukturen hingegen treten sehr breite
Reflexionen auf, die keine oder nur eine geringe Anzahl hoherer Ordnungen aufweisen
und eine Identifizierung erschweren oder auch zunichte machen.

Kubische Strukturen. Die Beziehung zwischen Netzebenenabstand d und Gitter-

konstante a lautet fiir kubische Strukturen

a

R 14

mit h, k, 1 den sogenannten Millerschen Indizes der Netzebene (Henry und Lonsdale,
1969).

Die kubischen Strukturen konnen durch ihr unterschiedliches Rontgen-Diffraktogramm
unterschieden werden. So kann man z. B. fiir die kubische Raumgruppe Q*** folgende
Verhiltnisse fiir die Reflexpositionen finden: 1, \/2, \/3, \/4, \6, 8, \/9, \/10,... . Die
zweidimensionale Geometrie der hexagonalen Struktur gibt Anla3 zu Reflexen bei den
Positionen 1, \/3, \/4, \7, \/9, \/12, \/13,... . Fiir weitere Informationen siche: Inter-
national Tables (Lindblom und Rilfors, 1989).

Experimentdurchfihrung. Die Lipidsuspension wird in eine speziell konstruierte
Kiivette eingefiillt, die ein Volumen von ca. 100 ul und eine Weglinge von 1 mm
haben. Relativ hohe erforderliche Konzentrationen an Lipid (GroBenordnung 5 bis
10 mg, je nach Wassergehalt) stellen eine Limitierung der Methode dar. Die
grundlegende Vorrichtung fiir die Rontgenkleinwinkelstreuung (Small Angle X-ray
Scattering, SAXS) ist in (Koch und Bordas, 1983) beschrieben und steht an der Auf3en-
station des Europdischen Molekularbiologischen Labors (EMBL) am Hamburger Syn-
chrotronstrahlungslabor HASYLAB (c/o DESY). Die Intensititen herkdmmlicher
Rontgenquellen reichen nicht aus, da die Proben mit einem Wassergehalt von 85%
eingesetzt wurden, aus diesem Grund wurden die Streuexperimente mit Synchrotron-
strahlung durchgefiihrt. Gemessen wird mit der doppelt-fokussierenden Mono-
chromator-Spiegel Kamera X33 (Koch, 1988) im Temperaturbereich von 20 bis 80°C in
Intervallen von 10°C. Die Rontgenbeugungsmuster werden mit Expositionszeiten von 2

bis 3 min mit einem linearen Detektor aufgenommen. Vor jeder MeBperiode wird eine
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Wellenldngenkalibrierung mit trockenem Kollagen aus dem Rattenschwanz, das eine
Periodizitit von 65 nm hat, durchgefiihrt. Zu den Details der Datenaquisition siche
(Boulin et al., 1986), die in ASCII-Form vorliegenden Daten wurden schlieSlich mit
Origin 6.0 (Microcal Software Inc., Northhampton, MA, USA) ausgewertet und
graphisch aufgearbeitet.

4.4 Planare Lipiddoppelschicht-Membranen

Grundsitzlich existieren zwei Methoden, die sich fiir die Pridparation planarer Lipid-
doppelschichten eignen. Zum einen ist dies die Methode nach Mueller und Rudin aus
dem Jahre 1962 (Mueller et al., 1962) und zum anderen die 1972 publizierte Montal-
Mueller Methode (Montal und Mueller, 1972). Entsprechend ihrer Préparationsmethode
werden die nach der Mueller-Rudin Methode hergestellten Membranen auch ,,Painted
Bilayers® genannt: mittels eines Pinsels oder einer Drahtdse wird die membranbildende
Lipidlosung (typischerweise dient Hexadekan als Losungsmittel) direkt auf eine Apertur
(D = 1 mm) in einer diinnen Wand zwischen zwei mit waBriger Losung gefiillten
Kompartimenten gepinselt (Tien, 1974). Die so aufgebrachte Lipid-Alkan-Schicht
diinnt im Laufe weniger Minuten aus, und im mittleren Bereich der Apertur bildet sich
eine Lipiddoppelschicht aus. Betrachtet man den Ausdiinnungsproze3 im reflektierten
Licht, so zeigt sich das Entstehen der Doppelschicht als Schwarzfarbung, daher auch die
Bezeichnung ,.Black Lipid Membrane®. Nachteilig bei dieser Methode ist jedoch, daf3
sich beziiglich der Lipidverteilung nur symmetrische Membranen préparieren lassen,
die zudem {iber einen sehr hohen Restgehalt an Losungsmittel verfiigen. Die Methode
nach Montal-Mueller gestattet hingegen die Préparation von asymmetrischen
Membranen, wie z. B. Membranen die auf der einen Seite aus einem LPS und auf der
anderen Seite aus einem Phospholipidgemisch (wie es fiir Gram™ Bakterien gefunden
wird, siehe 3.2) bestehen. Sie ist damit hervorragend geeignet zur Priparation
rekonstituierter Lipidmatrizes der dufleren Membran Gram™ Bakterien. Auflerdem haben
die so hergestellten Membranen einen wesentlich geringeren Restgehalt an
Losungsmittel, aufgrund der Verdunstung des fiir die Lipide verwendeten leicht
fliichtigen Losungsmittels. Da ausschlieBlich Membranen nach der Montal-Mueller

Methode verwendet wurden, soll die Methode im Folgenden néher erldutert werden.
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441 Methode nach Montal und Mueller

Die Membranpréparation nach Montal-Mueller erfolgt in drei Schritten (siche Bild 4-8).

Zunichst wird in zwei MeBkammern auf einer wélrigen Phase je ein Lipidmonolayer

Lipid-L6sung
Elektrode
D
Al A B O <l z
/

Subphase —>

Lﬂ//Septum

Lipid-Monolayer

Bild 4-8: Membranpréparation nach Montal und Miiller. Zuerst werden zwei Monolayer
préapariert (A), dann durch Auffiillen von Subphase zunidchst ein Monolayer iiber die
Apertur gezogen (B) und schlieBlich entsprechend der zweite Monolayer aufgezogen (C),
es entsteht der Bilayer.

prapariert (Schritt A). Hierfliir wird eine Losung des entsprechenden Lipids in einem
leichtfliichtigen organischen Losungsmittel (CHCIs) auf die Oberfliche der wiBrigen
Losung aufgebracht und dem Losungsmittel Zeit gegeben zu verdampfen. Zwischen den
beiden MeBkammern (Kompartimente) befindet sich eine diinne mit einem kleinen
Loch (& = 100 — 150 um) versehene Teflonfolie, das Septum. Im zweiten Schritt (B)
wird durch das Nachfiillen von Subphase in einem Kompartiment der Fliissigkeits-
spiegel angehoben und so ein Monolayer iiber der Apertur aufgespannt. SchlieBlich
wird im dritten und letzten Schritt (C) der Subphasenspiegel der zweiten MeBkammer
ebenfalls auf vorgenannte Weise angehoben und der zweite Monolayer von der anderen

Seite liber die Apertur gezogen, und es bildet sich der Bilayer aus.
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Durch die Verwendung verschiedener Lipide in beiden Kompartimenten lassen sich so
asymmetrische Lipiddoppelschichten herstellen, die nahezu 16sungsmittelfrei sind, da
das Losungsmittel fast vollstindig abdampft. Aufgrund der geringen Membranstabilitét
der auf diese Art hergestellten Lipiddoppelschichten und den damit verbundenen
Praparationsproblemen ist die Methode nicht so weit verbreitet wie die Mueller-Rudin

Methode'.

4.4.2 Mechanischer MeRaufbau

Eine schematische Darstellung des mechanischen Versuchsaufbaus zur Pridparation
planarer Lipiddoppelschichten nach der Montal-Mueller Methode ist in Bild 4-9
gegeben. Von zentraler Bedeutung sind zwei halbkreisformige Teflonkompartimente,
die zusammengefiigt die Form eines Kegelstumpfs bilden und durch einen konisch aus-
gebohrten Metallring zusammengepreBt werden. Die Kompartimente besitzen ver-
schiedene Bohrungen, die grofite dient der Aufnahme der Subphase und stellt die
eigentliche Préparationszelle dar. Weitere Bohrungen, die {iber horizontale Ver-
bindungsbohrungen mit der Priparationskammer verbunden sind, dienen der Ein-
fiihrung von Elektroden, sowie von Schlduchen, die mit Spritzen verbunden sind, liber
die das Niveau der Subphase reguliert werden kann. Je zwei Kompartimente besitzen
gegeniiberliegend eine horizontale Bohrung, von der grofiten Bohrung zur planen Seite
verlaufend, zwischen denen das Septum eingespannt wird. Der Zwischenraum der
Kompartimente wird mit Hilfe von Silikonfett abgedichtet.

Die Septen setzen sich aus drei Folien zusammen, zwei je 30 um dicken Stiitzfolien aus
PFE (Breitenborn GmbH, Wuppertal) sowie einer inneren 12 um dicken PTFE-Folie
(Breitenborn GmbH, Wuppertal), dem eigentlichen Septum. Zwischen zwei
plangeschliffenen Metallplatten eingespannt, werden die drei Folien, nachdem sie von
anhaftendem Fett gereinigt wurden, fiir zwei Minuten bei 600 °C miteinander versintert.
Mittels einer Funkenentladung wird in der Mitte des Septums ein 100 — 150 um grof3es
Loch (die Apertur) erzeugt.

' Die Mueller-Rudin Methode ist nicht dazu geeignet, die Wechselwirkung von Peptiden mit
asymmetrischen Lipiddoppelschichten, wie z.B. der &duBleren Membran Gram™ Bakterien, zu
untersuchen.
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Bild 4-9: Aufbau der Apparatur zur Praparation planarer Lipiddoppelschichten.

Die MeBkammer steht auf einem MeBingblock, der durch eine elektrisch geregelte
Heizfolie auf eine konstante Temperatur gebracht werden kann. Darauf wird ein
Metallzylinder mit dem MeBkopf aufgesteckt, so daB ein die MeBanordnung
umgebender Faradayscher Kéfig entsteht. In die Metallabschirmung sind zwei
Offnungen eingelassen, durch die hintere wird iiber eine Kaltlichtquelle (Typ KL1500-
Z, Schott, Wiesbaden) die Apertur beleuchtet und durch die vordere kann sie mit einer
Stereolupe (Leitz, Wetzlar) betrachtet werden. Zum Zweck der Eliminierung von
mechanischen Storeinfliissen ist die gesamte Apparatur auf einer auf Luftkissen

gelagerten 200 kg schweren Granitplatte aufgebaut.

4.4.3 Elektrischer Aufbau

In Bild 4-10 ist der elektrische Aufbau der MeBapparatur als Blockdiagramm
dargestellt. Der Vorverstirker ist mit der Controller-Einheit eines Patch-clamp
Verstirkers (List-Medical, Darmstadt) verbunden. Der Controller umfasst die
Spannungsquelle sowie die Signalverstirkung. Es kann zwischen verschiedenen

Verstiarkungsfaktoren (von 0,5 mV/pA bis 1000 mV/pA) gewihlt werden. Mit Hilfe
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eines integrierten 6-Pol Bessel TiefpaBfilters wird das Ausgangssignal mit 10kHz
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Bild 4-10: Elektrischer Versuchsaufbau zur Bestimmung der Membrankapazitit und des
Membranstroms.

TiefpaB-gefiltert. Die an die Elektroden angelegte Spannung kann entweder von der in-
ternen Spannungsquelle oder einer mit dem Controller verbundenen Analog-Output
Karte (PCI20428W-1, Intelligent Instrumentation, Leinfelden-Echterdingen) eines
Personal-Computers bereit gestellt werden. So ist es moglich, spezielle
computergesteuerte Spannungsprotokolle an die Membran anzulegen. Strom- und
Spannungssignal konnen auf dem Oszilloskop (TDS 220, Tektronix, Wilsonville, OR,
USA) betrachtet werden. Die Datenspeicherung erfolgt mittels eines Digital-Tape
Recorders (DTR 1205, Biologic, Claix, Frankreich).

Zur Auswertung werden die Signale mittels eines elektronischen Filters (Ithaco
Scientific Instrumentation, Ithaca, NY, USA) mit einer Frequenz von 1 kHz Tiefpal3-
gefiltert und ggfs. um den Faktor 10 weiter verstirkt. Uber eine Analog-Input Karte
(PCI 20438W-1, Intelligent Instrumentation, Leinfelden-Echterdingen) werden die
Daten in einen PC eingelesen. Als Steuersoftware fiir Datenausgabe und -erfassung

diente Visual Designer 4.0 (Intelligent Instrumentation, Leinfelden-Echterdingen), fiir
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die Auswertung und graphische Aufarbeitung der MeBBdaten wurde Origin 6.0 (Microcal
Software Inc., Northhampton, MA, USA) verwendet.

444  Praparation der Membranen

Vorab wird die Oberfliche des Septums in einer Mischung aus Pentan und Hexadekan
(15:1 v/v) hydrophobisiert, um die Bildung eines Monolayers am Septum zu er-
moglichen. Dann wird die MeBBkammer, wie in Bild 4-9 gezeigt, zusammengesetzt, im
unteren Teil des Aufbaus platziert und tiber Schlduche mit den Spritzen verbunden. Die
Kompartimente werden mit 1,5 ml Subphase (100 mM KCl, 5 mM MgCl, 5 mM
HEPES, pH=7) befiillt und auf 37°C aufgeheizt. Danach wird Lipid in chloro-
form/methanolischer (LPS) oder chloroformischer (Phospholipide) Losung auf die
Subphase aufgebracht. Binnen weniger Minuten ist das Losungsmittel abgedampft, und
es werden nacheinander beide Subphasenspiegel und damit die darauf befindlichen
Monolayer iiber die Apertur im Septum angehoben. Es bildet sich wie in Bild 4-8
gezeigt der Bilayer aus. Fiir die Rekonstitution der duleren Membran wurde auf der
vorderen Seite LPS und auf der gegeniiberliegenden Seite eine Phospholipidmischung'

verwendet.

Die Membranbildung kann iiber eine Strom- und KapazititsMeBung kontrolliert
werden, intakte Membranen stellen einen guten Isolator darstellen und zeigen bei einer
angelegten Spannung von 100 mV keinen Stromflul. Desweiteren gibt eine MeBung
der Membrankapazitit AufschluB3 dariiber, ob tatséchlich eine Lipiddoppelschicht
erzeugt wurde. Bei einem AperturdurchMeBer von etwa 140 um sollten die Membranen
eine Doppelschichtkapazitit von etwa 70 pF aufweisen, jedoch steht nicht die volle
Flache der Apertur zur Membranbildung zur Verfiigung. Die Teflonfolie ist grob um
den Faktor 1000 dicker als die Membran, so daB ein Ubergangsbereich zwischen Folie
und Membran besteht. Deswegen wurden nur Membranen mit einer Kapazitit groBer
als 60 pF verwendet (empirisch ermittelt). Vor Zugabe des Peptides, zur LPS-Seite der
Membran , wurde der Membran mindestens fiinf Minuten Zeit fiir die Stabilisierung
gelassen. Im Folgenden wird die Seite der Peptidzugabe als erste genannt, also z. B.

LPS/PL, wenn die Zugabe auf der LPS-Seite geschah.

! Mischung der Phospholipide PE, PG und CL im molaren Verhiltnis von 81:17:2 (siehe 3.2).
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445  Bestimmung der Membrankapazitat

Die MeBung der Membrankapazitét bietet den Vorteil, dal die Bindung von Peptiden an
die Membran gemessen werden kann, ohne eine Anderung des Widerstandes der

Membran hervorzurufen, da nur eine sehr geringe Spannung angelegt wird.

Wie bereits in 3.4.2 erldutert kann die Membran in einfacher Nidherung elektrisch als
Plattenkondensator aufgefalit werden. In Bild 3-6 ist das entsprechende Ersatzschaltbild
des MeBobjektes (Membran, Subphase und Elektroden) gezeichnet. Aus den Messungen
der Kapazitit lassen sich Aussagen iiber die Fliche A sowie die Dicke d der Membran
treffen, jedoch muf} stets vergegenwirtigt werden, dafl die Interaktion mit Fremd-

molekiilen auch einen Einfluf} auf die Dielektrizitatskonstante € haben kann.

Prinzipiell erfolgte die KapazititsMeBung nach der Spannungssprung-Methode
(Alvarez und Latorre, 1978). Wird an die Membran ein Spannungssprung angelegt, so
kann aus dem Ladestrom (oder Entladestrom), durch den der Kondensator C geladen
(entladen) wird, die Membrankapazitit ermittelt werden, da die Amplitude des auf den
Einschaltvorgang (Ausschaltvorgang) folgenden Relaxationsstroms proportional der
Kapazitiat der Lipiddoppelschicht ist. Die bit-weise Spannungsdnderung der Analog-
Output Karte wurde ausgenutzt, um an der Membran schnelle Spannungspulse mit einer
sehr kleinen Amplitude (4.9 pV) anzulegen. Dazu wurde eine Dreiecksspannung mit
einer Frequenz von 50 Hz und einer Amplitude von 1 mV, deren Spannungsrampen aus
409 einzelnen Stufen bestehen, an die Membran angelegt. Zur Bestimmung der
Kapazitiat wurde die aus den einzelnen Strompulsen bestehende Stromantwort mit einer
Frequenz von 1kHz  TiefpaB-gefiltert und das  Ausgangssignal zur
Kapazitatsbestimmung herangezogen (Bild 4-11). Die Apparatur wurde mit einer Reihe
verschiedener Kondensatoren bekannter Kapazitit kalibriert. Dieser Aufbau ermoglicht
die zeitaufgeldste Erfassung der Membrankapazitidt mit einer Samplingrate von 1 Hz

(Gutsmann et al., 1999).
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Bild 4-11: Spannungssprungmethode zur Bestimmung der Membrankapazitit.
45  Material

Alle verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden, soweit dies nicht anders
erwihnt wird, von der Firma Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) bezogen und ohne
weitere Aufreinigung eingesetzt. Radioaktives 45Ca2+ wurde von der Firma Amersham
Buchler (Braunschweig Deutschland) bezogen.

Es wurden bei den Methoden z. T. unterschiedliche Puffer verwendet. Die durchgéngige
Verwendung ein und desselben Puffers war nicht immer mdglich. Zum einen sollte der
Storeinflul zusdtzlicher Ionen moglichst gering gehalten werden, zum anderen
erforderte die Methode die Zugabe eines speziellen Puffers. So ist es z. B. bei den
planaren Membranen fiir die Messung eines Stromes erforderlich, der Subphase
Kaliumionen zuzufiigen. Ebenso richtete sich die Wahl des Puffermediums nach bereits
gemachten Experimenten, um eine Vergleichbarkeit herzustellen. Die Puffer sind bei

den einzelnen Methoden sowie im Ergebnisteil aufgefiihrt.

45.1 Lipide

LPS. In den Messungen wurden LPS der Rauhmutanten von Salmonella enterica
serovar Minnesota verwendet (s Bild 4-12). Die Extraktion der LPS wurde nach der
Phenol/Chloroform/Petrolether Methode durchgefiihrt (Galanos et al., 1969) und so die
LPS in ihrer natlirlichen Salzform gewonnen. AnschlieBend wurden die LPS aufge-

reinigt, in die Triethylamin-(TEN)-Salzform iiberfiihrt und lyophylisiert.
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Bild 4-12: LPS-Struktur der Rauhmutanten von S. minnesota. Wesentliche Unterschiede
bestehen in der Anzahl der Zucker (also der Lange) und der Anzahl an Ladungen. Fiir eine
Ubersicht iiber die Substitutionsmuster siche Tabelle 7-1, im Anhang.

Fiir die Messungen an den planaren Membranen oder den Monolayern wurden die LPS
in einem Gemisch aus Chloroform (CHCI;) und Methanol (MeOH) im Volumen-
verhéltnis 10:1 (LPS R595, R4, R7 und Rz; 2,5 mg/ml) oder 10:3 (LPS RS, R345 und
R60; 1 mg/ml) gelost. Sofern sich die LPS nicht 16sten, wurde die Dispersion fiir zwei
Minuten auf 96°C erhitzt, hierzu wurde zuvor das Reaktionsgefdl druckdicht
verplombt. Fiir die Messungen an Aggregaten wurden die LPS, wie oben bereits

beschrieben (siehe 4.3.1), in wiBrigen Pufferlosungen dispergiert und bei 4°C gelagert.

Glycerophospholipide. Die verwendeten Glycerophospholipide wurden von der Firma
Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA) bezogen und ohne weitere
Aufreinigung in einer Konzentration von 2.5 mg/ml in CHCl; geldst und ebenfalls bei
4°C gelagert. Tabelle 4-1 gibt einen Uberblick iiber Herkunft, rel. Molekularmasse M,
und Nettoladung Q der benutzten Phospholipide
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Lipid Abkiirzung  Herkunft M, /g-mol* Qe
Phosphatidylethanolamin PE E. coli 871,6 0
Phosphatidylglycerol PG Eigelb 770,5 -1
Diphosphatidylglycerol DPG Rinderherz 1501 -2

Tabelle 4-1: Ubersicht iiber die in der Arbeit verwendeten Phospholipide.

45.2  Peptidsynthese

Das in den présentierten biophysikalischen Untersuchungen verwendete Peptid LL32
wurde im Forschungszentrum Borstel mittels Festphasensynthese mit einem auto-
matischen Peptidsynthesizer Model 433 A (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
mit amidiertem C-Terminus hergestellt. Die Synthese wurde nach einem Synthese-
protokoll des Herstellers (,,fastmoc synthesis protocol®, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) an einem Standard 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc)-Harz
durchgefiihrt. Entfernung der Schutzgruppe und Abspaltung des Peptids vom Harz
geschah durch eine dreistiindige Behandlung mit 90% Trifluoressigsdure (TFA), 5%
Anisol, 2% Thioanisol und 3% Dithiothreitol bei Raumtemperatur. Die erhaltene
Suspension wurde filtriert und bei 37°C das Peptid durch Zugabe von Diethylether aus
dem Eluat prazipitiert. AnschlieBend wurde zentrifugiert und mehrfach mit Diethylether
gewaschen. Das Peptid wurde durch eine RP-HPLC an einer Aqua-C;g Séule
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland) aufgereinigt, wobei ein Gradient von 0 bis
70% Acetonitril in 0.1% Trifluoressigsdure gewahlt wurde. Im Anschlufl daran wurde
das Peptid lyophylisiert und die Reinheit des Produkts durch die Aufnahme eines
Massenspektrums mittels MALDI-TOF kontrolliert. Das Peptid wurde bei —20°C
gelagert.

Fiir die Verwendung in Experimenten an planaren Membranen oder an den Monolayern
wurde eine Stammlosung des Peptids in einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,01%iger
Essigsdure hergestellt und diese je nach Bedarf weiter verdiinnt. Gelagert wurden die
Losungen bei —20°C (sechs Monate) bzw 4°C (1 Woche). Das Peptid wurde fiir die
ITC-Experimente in 20mM HEPES (pH=7) gelost und direkt eingesetzt. Fiir
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Messungen am ZetaSizer 4 wurde das Peptid in einer Konzentration von 1 mM in

10 mM Tris, 2 mM CsCl, (pH = 7) gelost und ebenfalls bei —20°C gelagert.

5 Ergebnisse

Die Interaktion von LL32 mit S. minnesota Bakterien und rekonstituierten Mono- und
Bilayern aus den entsprechenden aufgereinigten LPS wurde mit verschiedenen
Methoden untersucht. In diesem Kapitel werden die experimentellen Ergebnisse
vorgestellt und erldutert. Ferner wird untersucht, ob die experimentellen Daten mit den
LPS-spezifischen Parametern mittlere Nettoladung, Anzahl der Zucker sowie der
HilfsgroBBe Ladung/Anzahl Kernzucker korreliert werden konnen und welche Schliisse

hieraus zu ziehen sind.

5.1 Keimwachstum in Anwesenheit von LL32

LL32 inhibiert das Wachstum von S. minnesota Rauhmutanten. Um die Frage zu klaren,
ob die Rauhmutanten von S. minnesota, deren LPS sich im wesentlichen in der Lénge
der Zuckerkette und der Nettoladung unterscheiden, Unterschiede in ihrer Suszepti-
bilitdt gegeniiber der antibakteriellen Aktivitdt von LL32 aufweisen, wurde das Keim-

wachstum in Anwesenheit von LL.32 untersucht.

5.1.1  Koch’sches Plattengul3verfahren

Die Wirkung von LL32 auf das bakterielle Wachstum ist beispielhaft fiir die beiden
Rauhmutanten R595 und R345 von S. minnesota in Bild 5-1 dargestellt.

Bei der hochsten verwendeten Konzentration an LL32 von 333 pg/ml (85 uM) ist in den
gezeigten Beispielmessungen praktisch kein bakterielles Wachstum mehr zu erkennen.
Jedoch zeigt sich ein deutlicher Unterschied in den Empfindlichkeiten der beiden

Stimme gegeniiber der Wirkung von LL32 (umgekehrt kann dieses auch im Sinne einer
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differenzierten Aktivitdt des Peptids gegeniiber den verschiedenen Rauhmutanten auf-
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Bild 5-1: Koch’sches Plattenguflverfahren: Vergleich der Hemmung des bakteriellen
Wachstums der Rauhmutanten R595 und R345 in Abhéngigkeit vom Gehalt an LL32. Die
Kurven wurden iiberAnpassung an die Messwerte mit einem standardsigmoidalen Fit
(Origin 6.0) erhalten. (Wachstumsbedingungen: 100% LB-Medium, T = 37°C,
Inkubationszeit 30 min. Danach wurde ausplattiert, iiber Nacht stehen gelassen und am
nichsten Tag die Koloniezahl bestimmt).

gefasst werden). Bei dem Stamm R345 tritt die Hemmung des Koloniewachstums im
Vergleich zum Stamm RS595 erst bei hoheren Peptidkonzentrationen auf. Die
Auswertung der erhaltenen Hemmkurven wurde wie in Abschnitt 4.1.1 beschrieben
vorgenommen, und es wurden die ICsp-Werte bestimmt.

Qualitativ dhnelten sich die gemessenen Hemmkurven aller Stimme in ihrem Verlauf,
sie unterschieden sich aber in den Konzentrationen an LL32, die ndtig waren, um das
Wachstum zu hemmen. In Bild 5-2 sind die fiir die verschiedenen Rauhmutanten von S.
minnesota bestimmten ICsp-Werte zur besseren Vergleichbarkeit als Sdulendiagramm
dargestellt, in Tabelle 5-1 sind diese noch einmal gesondert aufgelistet. Fiir alle ver-
wendeten Stdmme konnte bei den verwendeten Peptidkonzentrationen bis auf zwei

Ausnahmen, R60 und S-Form, eine Inhibierung des Keimwachstums beobachtet
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werden. Die Stimme R5 und R345 weisen im Kontrast zu den Stammen R595, R4, R7
und Rz deutlich hohere 1Cso-Werte auf, wobei beim Stamm R5 im Vergleich zu R345
die Hemmung erst bei etwa der doppelten LL32-Konzentration auftritt. Der Stamm Rz,
zeichnet sich gegeniiber den restlichen dadurch aus, dal er am sensitivsten auf das

Peptid reagiert.
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Bild 5-2: Vergleich der ICsp-Werte von LL32 gegeniiber den verschiedenen Rauhmutanten
von S. minnesota. Die Werte wurden mit dem Koch’schen PlattenguBverfahren bestimmt.
Fiir die Stimme R60 und S-Form war bei den eingesetzten Peptidkonzentrationen keine
Wachstumshemmung und damit kein ICs,-Wert bestimmbar. (Wachstumsbedingungen:
100% LB-Medium, T = 37°C, Inkubationszeit 30 min. Danach wurde ausplattiert, iiber
Nacht stehen gelassen und am nichsten Tag die Koloniezahl bestimmt).

Von der Verwendung héherer Peptidkonzentration wurde abgesehen, da LL32 bei einer
Konzentration von 85 uM bereits prizipitierte und das Peptid auch nicht in aus-

reichender Menge zur Verfiigung stand.
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5.1.2  Mikrosuszeptibilitatstests

Im Vergleich zum Koch’schen Plattenguf3verfahren, dafl sehr zeitaufwendig und
materialintensiv ist, kommen die Mikrosuszeptibilititstests (s. 4.1.2) mit geringeren
Substanzmengen aus und konnen schneller durchgefiihrt werden. Aus diesem Grund
wurden in Mikrosuszeptibilitdtstests die Hemmug des Keimwachstums durch LL32
weiter untersucht. Die Hemmtests fiir LL32 wurden zundchst in 100% LB-Medium
durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Qualitativ ergaben sie die gleichen Ergebnisse
(MHK-Werte s. Tabelle 5-1), die auch im Koch’schen Plattenguf3 gefunden wurden. Fiir
die Staimme R60 und S-Form und dariiberhinaus auch fiir den Stamm R345 war keine
Hemmung des bakteriellen Wachstums zu beobachten. Versuche bei hoheren
Peptidkonzentration waren wiederum nicht moglich, da auch hier eine Prizipitation des

Peptides eintrat.

Um zu Vergleichswerten auch der weniger sensitiven Stimme zu gelangen und das
Problem der Préziptitation des Peptids zu vermeiden wurden die Hemmtests schlie3lich
in einem Minimalmedium durchgefiihrt (10%LB-Medium, 90% 20 mM HEPES (pH =
7)). So war es dann auch moglich fiir alle Stimme der S. minnesota Rauhmutanten
einen MHK-Wert zu bestimmen. Dies war insofern wichtig, da die MHK-Werte spiter
in Beziehung zu den biophysikalischen MeBparametern zu setzen waren. Im Folgenden

werden die Ergebnisse der im Minimalmedium durchgefiihrten Hemmtests présentiert.

Bild 5-3 zeigt beispielhaft einige Hemmkurven wie sie mit dem Mikrosuszptibilitatstest
erhalten wurden.

In Bild 5-3 sind als Beispiele die Hemmkurven fiir die gleichen Stimme - wie zuvor
beim Koch’schen Plattenguf3verfahren - sowie die Hemmkurve eines Vergleichsstamms
(Proteus mirabilis R45) gezeigt. Die duflere Schicht der dufleren Membran von Proteus
mirabilis R45 wird von einem LPS gebildet, das in seiner Struktur dem LPS R595
dhnelt, wobei am Lipid A-Teil und an einem der Kdo-Zucker zu einem bestimmten
Prozentsatz eine positiv geladene Aminoarabinose als Substituent gefunden wird. Die
Aminoarabinose erniedrigt die Nettoladung des LPS und ist verantwortlich fiir die
Resistenz gegeniiber dem bei Kaninchen gefundenen Kathelizidin rCAP18 (Gutsmann

et al., 2000). Ein Wert der rel. Extinktion von eins entspricht einem ungehinderten
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Bild 5-3: Mikrosuszeptibilitétstest: Vergleich der Hemmung des Wachstums fiir die
Stamme R595 und R345 sowie des Bakterienstamms P. mirabilis R45 durch LL32. Eine
rel. Extinktion von 1 entspricht ungehemmtem Wachstum. (Wachstumsbedingungen: 10%
LB-Medium, 90% 20 mM HEPES (pH = 7), T = 37°C, Inkubationszeit 24 h).

Wachstum, wihrend ein Wert von unter 0,01 der Hemmung des Keimwachstums
entspricht. Die Konzentration, bei der das Keimwachstum unter eine rel. Extinktion von
0,01 gefallen ist, wird als MHK (minimale Hemmkonzentration) definiert. Deutlich sind
in den Beispielmessungen Unterschiede in den MHK zu erkennen, wobei die
Suszeptibilitidt der Staimme folgende Reihenfolge aufweist: R595 < R45 < R345. Das
bakterielle Wachstum kann bei Konzentrationen unterhalb der Hemmkonzentration
stimuliert werden (erkennbar an einer rel. Extinktion > 1). Der Effekt wurde mehrfach
beobachtet, ist jedoch schwer zu reproduzieren und daher nicht quantifizierbar. Dies

wurde bereits flir andere Peptide beobachtet und beschrieben (André et al., 2004).

Eine Gegeniiberstellung der im Minimalmedium bestimmten MHK fiir die
Rauhmutanten von S. minnesota und P. mirabilis gibt Bild 5-4, der Vollstandigkeit
wegen sind die Werte in Tabelle 5-1 extra aufgefiihrt. Die getesteten Stimme lassen

sich in zwei Gruppen einteilen, eine Kategorie deren MHK beziiglich LL32 um 1 uM



5.1 Keimwachstum in Anwesenheit von LL32 75

des Peptids liegt, und eine zweite Kategorie mit MHK-Werten um die 10 pM
(gestrichelte Linie).

MHK / uM

S. minnesota Stamm P. mirabilis

Bild 5-4: Vergleich der MHK-Werte von LL32 gegeniiber den Rauhmutanten von S.
minnesota und dem Stamm P. mirabilis R45. Die getesten Stimme lassen sich in zwei
Gruppen unterscheiden (s. gestrichelte Linie); eine Gruppe mit MHK-Werten um 1 uM und
eine mit MHK-Werten um 10 pM. (Wachstumsbedingungen: 10% LB-Medium, 90% 20
mM HEPES (pH = 7), T = 37°C, Inkubationszeit 24 h).

In Bild 5-5 sind die fiir LL32 ermittelten MHK-Werte (im Minimalmedium) gegen
verschiedene LPS-spezifische Parameter aufgetragen (auf eine entsprechende
Auftragung der IC50-Werte aus den Koch’schen Plattentests wurde verzichtet, da keine
Werte fiir R345 und R60 bestimmt werden konnten, s. 5.1.1). Die Auftragung der
MHK-Werte gegen die Nettoladung des LPS weist eine geringe Korrelation auf,
wihrend eine Auftragung der MHK-Werte gegen die Anzahl der Kernzucker bereits

eine deutlich bessere Korrelation erkennen 146t: je ldanger der Kernzucker
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Bild 5-5: Auftragung der experimentell bestimmten MHK-Werte fiir LL32 gegen die LPS-
Deskriptoren Nettoladung (A), Anzahl der Kernzucker (B) sowie der Hilfsgrofie
Ladung/Anzahl Kernzucker (C). Bild A: Eine Beziehung der MHK-Werte zur Ladung ist
erkennbar. Bild B: Die Auftragung gegen die Anzahl der Kernzucker 148t bereits einen
Zusammenhang mit der Lange des LPS vermuten. Bild C: Eine deutliche Abhéngigkeit der
MHK-Werte von dem Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker ist zu erkennen.
(Wachstumsbedingungen: 10% LB-Medium, 90% 20 mM HEPES (pH = 7), T = 37°C,
Inkubationszeit 24 h).

des LPS, desto groBBer der MHK-Wert. Eine deutliche Abhangigkeit der MHK-Werte ist
jedoch fiir die Hilfsgroe Ladung/Anzahl Kernzucker des LPS erkennen (Bild 5-5, C).
Die Rauhmutanten R345 und R60 mit MHK-Werten um 10 uM finden sich am linken
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Ende der Skala, also bei Verhéltnissen von Ladung/Anzahl Kernzucker < 0,55. Die
restlichen Rauhmutanten, fiir die MHK-Werte um 1 uM gefunden wurden, haben

Verhiltnisse von Ladung/Anzahl Kernzucker > 0,55.

Zum Vergleich wurde die Wachstumshemmung der S. minnesota Rauhmutanten durch
PMB mittels des Mikrosuszeptibilitdtstests untersucht. Die Ergebnisse sind in Bild 5-6
als Sdulendiagramm gezeigt, und die MHK-Werte sind in Tabelle 5-1 zu finden. Es
ergibt sich folgende Ordnung der Suszeptibilititen der S. minnesota Rauhmutanten
gegeniiber PMB: R7 = R5 < R595 = R4 = Rz < R60 < R345. Ein erster Vergleich der
fiir PMB und LL32 gefundenen MHK-Werte 148t zundchst keine Gemeinsamkeiten in
der Wachstumshemmung durch LL32 und PMB erkennen.

MHK (PMB) / uM
o
[EEN

0,01

R595 R4 R7 Rz R5 R345 R60

S. minnesota Stamm

Bild 5-6: Hemmung des Keimwachstums der S. minnesota Rauhmutanten durch das Peptid
PMB. (Wachstumsbedingungen: 10% LB-Medium, 90% 20 mM HEPES (pH = 7), T =
37°C, Inkubationszeit 24 h).

Die fir PMB bestimmten MHK-Werte der Rauhmutanten von S. minnesota wurden

ebenfalls mit den LPS-Deskriptoren Nettoladung, Anzahl Kernzucker und dem
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Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker in Beziehung gesetzt (s. Bild 5-7). Es ist kein
einfacher Zusammenhang zwischen der Nettoladung oder der Anzahl der Kernzucker

des LPS und den MHK-Werten fiir PMB erkennbar. Jedoch ist wie auch bei LL32 eine
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Bild 5-7: Auftragung der experimentell bestimmten MHK-Werte fiir PMB gegen die LPS-
Deskriptoren Nettoladung (A), Anzahl der Kernzucker (B) sowie den Parameter
Ladung/Anzahl Kernzucker (C). Bild A: Die Korrelation mit der Ladung folgt keinem
einfachen Zusammenhang. Bild B: Die Auftragung gegen die Anzahl der Kernzucker zeigt
keine Korrelation mit der Lange des LPS. Bild C: Eine deutliche Abhéingigkeit der MHK-
Werte von dem Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker ist zu erkennen.
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Beziehung zu dem kombinierten Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker deutlich zu
sehen. In Bild 5-8 sind die MHK-Werte fiir LL32 und PMB vergleichend gegen den
Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker aufgetragen. Der Verlauf der MHK-Werte fiir
beide Peptide ist vergleichbar. PMB ist aktiver gegeniiber den Rauhmutanten von S.
minnesota. Die MHK-Werte fiir LL32 erstrecken sich tiber eine log-Stufe, wiahrend das

Intervall bei PMB mehr als zwei log-Stufen betragt.

LL32, PMB
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Bild 5-8: Vergleich der Hemmung des Keimwachstums verschiedener S. minnesota Rauh-
mutantenstimme durch LL32 und PMB. Der Parameter (Ladung/Anzahl Kernzucker) fiihrt
zu einer qualitativ vergleichbaren Ordnung der MHK-Werte fiir LL32 und PMB. Deutlich
ist zu sehen, daB beim Ubergang von Stamm R5 nach Stamm R60 mehr LL32 als auch
PMB zur Wachstumshemmung der Keime nétig ist. Fiir PMB ist aus der Auftragung eine
ausgeprigte Minimumkurve der MHK-Werte zu vermuten.

Es ist also ganz allgemein festzuhalten, daBl LL32 eine Aktivitit gegen die
verschiedenen Rauhmutanten von S. minnesota sowie den Stamm P. mirabilis R45
besitzt. Die MHK-Werte steigen mit der Anzahl der Kernzucker sowie der Nettoladung
des LPS. Eine positive Ladung am Lipid A-Teil hat ebenfalls einen groBeren MHK-
Wert zur Folge (P. mirabilis R45). Offensichtlich hat das Medium einen Einfluf} auf die
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Aktivitdt von LL32 gegen die Keime. Der Vergleich der MHK-Werte fiir LL32 und

PMB zeigt, da3 S. minnesota Rauhmutanten resistenter gegeniiber der Wirkung eines
AMP sind, je kleiner das Verhéltnis der Hilfsgrole Ladung/Anzahl Kernzucker des

entsprechenden LPS in der duleren Membran ist. Aus der Auftragung in Bild 5-8 kann

vermutet werden, dall bei der bakteriellen Suszeptibilitit beziiglich AMP sowohl die

Ladung als auch die Grofle des Kernoligosaccharides eine Rolle spielt. Es gibt

Unterschiede in den Suszeptibilitidten der Stimme gegeniiber der Wirkung der Peptide.

Koch’sches
Plattengufi- Mikrosuszeptibilititstest
verfahren
Sk ICs(LL32)/pM  MHK(LL32)/uM MHK(LL32)/uM MHK(PMB) / uM
Medium: 100% LB Medium: 100% LB Medium: 10% LB Medium: 10% LB.
90% 20 mM HEPES 90% 20 mM HEPES
R595 3,54 £0,.25 245 +£0.96 0,62 +£0.29 0,07 £0.03
R4 717 +0.57 5,95 £2,35 0,95 +0,64 0,05 +0.02
R7 3,54 £046 37,33 £16,17 0,73 +£0.,53 0,007 +0,003
Rz 0,23 +0,02 16.8 +6.26 1,24 +0,58 0,07 +£0,03
RS 385 +1.93 28 +12 1,09 +£0.44 0,005 +0,004
R345 173 +1.22 > 65 233 +723 1.1 £0.3
R60 > 85 > 65 12.83 +2.86 0.15 +£0.1
S-Form > 85 > 65 224 +7.67 -

Tabelle 5-1: Ubersicht iiber die aus den verschiedenen Bakterientests gewonnenen Daten.
In der zweiten Spalte sind die IC50-Werte aufgelistet, die mit den Koch’schen Plattentests
erzielt wurden. In den Spalten drei bis fiinf sind die MHK-Werte aufgelistet, die aus den
Mikrosuszeptibilititstests erhalten wurden. Uber den Spalten sind noch einmal die Medien,
in denen die Bakterientests durchgefiihrt wurden angegeben.
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5.1.3  Diskussion

Wie dargelegt, hemmen LL32 und PMB das Wachstum der S. minnesota
Rauhmutanten. Die fiir LL32 bestimmten 1Cso- bzw. MHK-Werte stehen im Einklang
mit in der Literatur dokumentierten Hemmkonzentrationen fiir LL32 (Larrick et al.,

1995b; Gutsmann et al., 2001).

Aus den Untersuchungen geht hervor, da3 das verwendete Kulturmedium einen Einflufl
auf die Testergebnisse hat. In 100% LB-Medium (Spalten 2 und 3 Tabelle 5-1) wurde
im Vergleich zu dem Medium, welches nur 10% LB-Medium (Spalten 4 und 5 Tabelle
5-1) enthielt, deutlich mehr an Peptid benétigt, um das bakterielle Wachstum der S.

minnesota Rahmutanten zu inhibieren. Folgenden Einflufl kann das Medium haben:

(a) das LB-Medium bietet den Bakterien optimale Wachstumsvoraussetzungen,
wihrend die Nahrlosung, welche sich aus 90% HEPES-Puffer (20 mM, pH = 7)
und 10% LB-Medium zusammensetzt, den Bakterien minimal notwendige
Wachstumsvoraussetzungen bietet. Die Bakterien im Minimalmedium sind
bereits von vorneherein einem ,, Wachstumsstre3* ausgesetzt, weisen damit eine
unterschiedliche Vitalitdt auf und sind weniger sensitiv je vitaler sie sind.

(b) In waBriger Losung erfolgte keine Prézipitation von LL32 bis zu
Konzentrationen von 250 uM. In den Bakterientests betrugen die hochsten
verwendeten Peptidkonzentrationen 84 pM (Koch’scher Plattenguf3) und 56 uM
(Mikrosuszeptibilititstest). Die Prazipitation, durch einen Mediumbestandteil
hervorgerufen, erniedrigt damit die wirksame Peptidmenge und deutlich hohere
MHK-Werte werden beobachtet.

(c) die Membran-Peptid Wechselwirkung konnte durch den groferen Ionengehalt
in 100% LB-Medium herabgesetzt sein. Der grofle Anteil an lonen kann die
Anziehung zwischen den negativ geladenen Membrankomponenten (LPS) und

dem kationischen LL32 herabsetzten.

In jedem Falle ist Vorsicht bei der Ubertragung der gefundenen Hemmkonzentrationen
auf die Verhiltnisse im menschlichen Organismus geboten. Beide Testmethoden, der
Koch’sche Plattengull wie auch der Mikrosuszeptibilititstest, stellen eine Labormethode

zur Uberpriifung der Aktivitit einer antimikrobiell wirksamen Substanz dar und
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unterscheiden sich damit schon einmal generell von der in vivo-Situation. Die
verwendeten Ndhrmedien boten zum einen optimale und zum anderen minimale Wachs-
tumsvoraussetzungen, wie sie so natiirlich nicht im humanen Serum vorliegen. Letztlich
ist es wahrscheinlich, dafl die in vivo Hemmkonzentrationen sich zwischen den fiir die

beiden Kulturmedien gefundenen bewegen wird.

Fiir die verschiedenen Rauhmutanten von S. minnesota wurden Unterschiede in den fiir
eine Hemmung des bakteriellen Wachstums nétigen Peptidkonzentrationen gefunden
(Bild 5-4 und Bild 5-6). Sowohl LL32 als auch PMB weisen eine &dhnliche
Abhingigkeit von dem Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker auf (Bild 5-8). Aus dem
Vergleich des Verlaufs der MHK-Werte fiir LL32 und PMB kann vermutet werden, daf3
bei der bakteriellen Suszeptibilitdt beziiglich dieser AMP sowohl die Ladung als auch
die GroBle des Kernoligosaccharides eine Rolle spielen. Das Kernoligosaccharid bietet
mit zunehmender Liange mehr Bindungsmdglichkeiten fiir geladene Peptide, hier sind
vor allen Dingen auch Phosphate im Kernzucker zu nennen. Zusétzlich hindert ein
groBBeres Kernoligosaccharid sterisch eine Anndherung der Peptide an die Membran,
besonders die Substitutionen mit zusétzlichen Zuckern in der Seitenkette sind
hervorzuheben. So findet man fiir die Stimme R345 und R60 mit einer hohen
Nettoladung des LPS (6 bzw.4,8) bei gleichzeitig sehr langem Kernzucker sowie
zusitzlichen Zuckern in der Seitenkette deutlich hohere MHK-Werte (Bild 5-8). Fiir den
Stamm Rz, dessen LPS im Vergleich zu LPS R595 zwei zusitzliche Heptosen im
Kernzucker aufweist, die aber deutlich unterschiedliche Nettoladungen tragen (5,3 bzw.
3,6), sind die MHK-Werte etwa gleich gro3. Hier kann also geschlossen werden, daf3
der abschirmende Effekt des Zuckers durch die héhere Nettoladung wieder aufgehoben

wird.

Es bleibt weiterhin unklar, warum im Fall von LL32 die anderen Stimme keine
Unterschiede in den MHK-Werten aufweisen. Vom Stamm R595 iiber R4 bis zum
Stamm R7 nimmt die Ladung des LPS kaum zu (R595: 3,6, R4:4, R7: 4,1), aber die
Anzahl der Heptosen im Kern steigt um jeweils eine an, dennoch ist kein signifikanter
Unterschied in den MHK-Werten zu beobachten. Fiir PMB scheint das Verhalten noch
etwas komplizierter zu sein, ist doch fiir die Stimme R7 und RS5 ein ,,Minimum® im

Verlauf der MHK-Werte zu sehen. Eventuell sind diese Unterschiede auf einen
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grundsitzlich anderen Wirkmechanismus des PMB im Vergleich zu LL32

zuruckzufiihren.

Rana et al. berichten von &dhnlichen Hinweisen beziiglich der Abhdngigkeit der
Resistenz Gram™ Bakterien von der Struktur ihres Lipopolysaccharides (Rana und
Blazyk, 1989; Rana et al., 1991). Sie fanden eine differentielle Suszeptibilitit ver-
schiedener Rauhmutanten von S. typhimurium gegeniiber der Wirkung von Magainin 2,
einem ebenfalls helikalen antimikrobiellen Peptid. Die Autoren berichten, daBl die
Sensitivitdt der Bakterien umso geringer ist je grofer das Kernoligosaccharid ist.

Desweiteren vermuten sie eine Beteiligung der Nettoladung des jeweiligen LPS.

Neuere Studien berichten ebenfalls einen dhnlichen Trend, so berichten Andri et al.,
dall die Suszeptibilitit der S. minnesota Stimme gegeniiber NK-2 (einem Derivat des
Peptides NK-Lysin, aus natiirlichen Killerzellen des Schweins) in der Reihenfolge R595
< R60 < S-Form abnimmt (Andrd et al., 2004). Die Untersuchung beschriankte sich
jedoch auf diese drei Stamme, und eine systematische Untersuchung hinsichtlich des
Einflusses der LPS-Struktur auf die bakterielle Resistenz war nicht Gegenstand dieser

Arbeit.

Grundsitzlich ist anzumerken, daB prinzipiell auch andere, bislang nicht bekannte,
Mechanismen fiir den beobachteten Verlauf der MHK-Werte verantwortlich sein

konnen.

5.2 Messungen an Lipid-Monolayern

5.2.1  Einbauvon LL32 in LPS-Monolayer

Monomolekulare Schichten, die aus Lipiden an der Grenzfliche Wasser-Luft prapariert
wurden, stellen ein stark vereinfachtes Modellsystem fiir Zellmembranen dar, da sie nur
aus einer Halfte der biologischen Membran bestehen. So fehlt bei Monolayern ein Teil
des intrinsischen Membranpotentials, fiir welches eine Beteiligung bei der Wechsel-
wirkung mit antibakteriellen Peptiden diskutiert wird (Hagge et al., 2004). Desweiteren
sind die Fluiditdtseigenschaften des Monolayers verschieden von denen des Bilayers
(Hagge, 2003). Der Monolayer kann mit der Filmwaage leicht manipuliert werden, z. B.

kann ein konstanter lateraler Druck eingestellt oder die Zusammensetzung der Subphase
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gedndert werden (s. 4.2.3). Auch sind die Messungen an Monolayern gut reproduzier-
bar, da iiber eine grofle Fldche gemittelt wird, und die Ergebnisse sind gut vergleichbar
mit Ergebnissen anderer Methoden (Gutsmann et al., 2000). Daher werden Monolayer
oft eingesetzt, um die Wechselwirkung von AMP mit Lipiden zu untersuchen (Maget-

Dana, 1999).

Mit Hilfe der Filmwaage wurde die Interkalation von LL32 in verschiedene LPS-Mono-
layer untersucht. Die Monolayer wurden bei T =20°C auf einen biologisch relevanten
lateralen Druck von 25 mN/m (Chapman, 1975b) komprimiert, dann mindestens eine
Stunde Aquilibriert, bevor schlieBlich Peptid unter den Monolayer injiziert wurde.
Zunichst wurden Einbaumessungen mit verschiedenen Mengen LL32 an Monolayern
aus LPS R595 mit dem kiirzesten und LPS R60 mit dem ldngsten Core-Zucker

vorgenommen (s. Bild 5-9). Die Monolayer wurden mit je 3 nmol LPS auf einer
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Bild 5-9: Vergleich der durch LL32 induzierten Flichendnderung von Monolayern, die aus
LPS R595 und R60 prépariert wurden, in Abhéngigkeit von der injizierten Peptidmenge.
Die Monolayer wurden durch Auftropfen von jeweils 3 nmol LPS auf eine wiirige Phase
prépariert. (100 mM KCl, 5 mM HEPES, pH =7, T =20°C).
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wéBrigen Phase (100 mM KCI, 5 mM HEPES, pH = 7) prépariert. Bei den verwendeten
LL32-Konzentrationen ist noch keine Séttigung des Peptideinbaus zu erkennen, d. h. die
Konzentration, bei der eine Sattigung der an der Oberfliche zur Verfligung stehenden
Bindungsplétze eintritt, ist noch nicht erreicht. In Bild 5-9 ist die absolute Fldchen-
zunahme dargestellt. Dies ist insofern zuléssig, als der molekulare Platzbedarf an der
Grenzfliche im Monolayer von LPS R595, (1,21 +0,07) nm?/Molekiil, zu LPS R60,
(1,23 +0,05) nm*/Molekiil, kaum ansteigt und es fiir die Ergebnissbetrachtung keinen
Unterschied macht, ob relative oder absolute Flichendnderungen betrachtet werden.
Aus den Steigungen kann der molekulare Platzbedarf von LL32 im jeweiligen
Monolayer berechnet werden. Hierfiir wird die Flichezunahme in nm” und die LL32
Stoffmenge in die Zahl an Molekiilen umgerechnet. Der molekulare Platzbedarf von
LL32 im LPS R595-Monolayer zu (1,9 + 0,1) nm” In Monolayern aus LPS R60 hat

LL32 einen molekularen Platzbedarf von (0,5 + 0,1) nm’.
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Bild 5-10: Vergleich der relativen Flachenidnderung die durch Injektion von 0,75 nmol
LL32 unter die entsprechenden Monolayer induziert wurde. Die Monolayer wurden auf
wélriger Subphase prépariert. (100 mM KCI, 5 mM HEPES, pH =7, T =20°C).
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Fiir die weiteren Messungen mit LPS-Monolayern wurden wieder jeweils 3 nmol LPS
sowie die Menge von 0,75 nmol LL32 eingesetzt. In Bild 5-10 sind die Flichen-
anderungen dargestellt, die durch die Injektion des Peptids unter die entsprechenden

Monolayer induziert wurden.

LL32 interkaliert in alle LPS-Monolayern und fiihrt zu einer Zunahme der
Monolayerfliche. Die Reihenfolge der LPS nach der durch LL32 induzierten
Flachenzunahme ist RS = R595 > Rz > R4 > R7 > R345 = R60. Die Unterschiede
zwischen LPS RS5 und LPS R595 sowie zwischen LPS R345 und LPS R60 sind

praktisch zu vernachlédssigen.

Insgesamt ist festzustellen, daB LL32 unterschiedlich stark mit Monolayern aller

verwendeten S. minnesota LPS interagiert und in diese interkaliert.

5.2.2  Verdrangung von Calcium aus LPS-Monolayern

Die Anreicherung grenzflichenaktiver Substanzen, beispielsweise von AMP, an
Membranen kann zu einer Verdrangung der an die geladenen Kopfgruppen der Lipide
gebundenen Ionen fiithren. Diesen Umstand nutzt man bei der Calciumverdriangung aus.
Dazu wird ein Monolayer auf einer *Ca*"-Ionen enthaltenden Subphase pripariert und

die Verdridgung durch das Peptid gemessen.

Mittels der Calciumverdringung wurde die Anlagerung von LL32 an Monolayer ver-
schiedener S. minnesota LPS untersucht. In Bild 5-11 ist beispielhaft eine MeBkurve fiir
die Ca’"-Verdringung aus einem LPS R4-Monolayer durch LL32 gezeigt.
Eingezeichnet sind die Groflen Isyp, Imono Und Ipepiid, aus denen die relative B-Intensitit
berechnet wird (s. 4.2.4). Die MeBkurve wurde bereits geglittet (100 Punkte-gleitender
Durchschnitt). Desweiteren wurden an den durch die Pfeile gekennzeichneten
Zeitpunkten jeweils 200 pl LL32-Losung (0,05 mM) zugegeben. Deutlich erkennbar ist
die durch Zugabe von LL32 induzierte Abnahme der detektierten -Strahlung aus der

Oberflache. Kontrollmessungen ergaben eine stabile detektierbare [-Intensitét
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Bild 5-11: Calciumverdrangung an einem LPS R4-Monolayer durch LL32. Gezeigt ist die
Rohdatenkurve. Der Anstieg der B-Intensitét, der Iy, entspricht, resultiert aus der Zugabe
des Ca*" zur Subphase. Dann wird der Detektor von der MeBzelle genommen (t ~ 40
min), um den Monolayer zu préparieren. Die anschlieBend detektierte f-Intensitét ist als
Folge der an den Monolayer angelagerten “*Ca*'-lonen deutlich erhoht. Die Pfeile
markieren die Zeitpunkte der Zugabe von jeweils 2 nmol LL32 zur Subphase unter den
Monolayer. (Subphase: 12 uM CaCl,, 10 mM KCIl, 5 mM HEPES, pH = 7, *Ca*'-
Aktivitdt: 80 kBg/umol Ca*", T = 20°C).

eines priparierten Monolayers iiber 24 h (Daten nicht gezeigt). Eine Auftragung der
relativen B-Intensititen, die jeweils 30 min nach der Peptidzugabe erreicht war, gegen

die zugesetzte Stoffmenge LL32 ergibt die in Bild 5-12 gezeigte Kurve.

Die zugesetzte Menge an LL32 verteilt sich auf 60 ml, dies entspricht bei einer
Stoffmenge von 50 nmol LL32 einer Konzentration von 0,8 uM LL32. Nach Zugabe
von 50 nmol LL32 verbleibt ein Rest B-Intensitidt von < 20% (wie man der Kurve in
Bild 5-11 entnimmt, bleibt dieser Wert auch unveridndert). Da die gemessene [3-
Intensitit proportional zu der im Kopfgruppenbereich der LPS gebundenen Ca®"-Ionen
ist, wurde durch das LL32 also etwas iiber 80% der Ca*"-Ionen aus dem Monolayer

verdrangt.
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rel. B-Intensitét

n(LL32) / nmol

Bild 5-12: Auftragung der relativen B-Intensitit gegen die Peptidkonzentration (fiir die
Messung aus Bild 5-11.) Die relativen B-Intensititen wurden jeweils 30 min nach der
Zugabe von je 2 nmol LL32 bestimmt. Durch die Zugabe von LL32 kommt es zu einer
Verdringung der gebundenen Calciumionen. Nach Zugabe von insgesamt 10 nmol LL32
wurden etwas mehr als 80% der Calciumionen aus dem Kopfgruppenbereich der den
Monolayer bildenden LPS R4-Molekiile verdrangt. (Subphase: 12 uM CaCl,, 10 mM KCI,
5 mM HEPES, pH = 7, *Ca’"-Aktivitit: 80 kBg/umol Ca**, T = 20°C)

Die Calciumverdrangungsexperimente wurden aufler fiir LPS R5 fiir alle S. minnesota
LPS durchgefiihrt. Fiir Experimente an LPS R5-Monolayern stand LL32 nicht mehr in
ausreichender Menge zur Verfligung. Als Parameter fiir die Auswertung wurde die
Stoffmenge LL32 gewihlt, die zu einer 50%igen Reduktion der Strahlungsintensitit,
entsprechend einer 50%igen Verdrangung der Calciumionen aus dem Monolayer, flihrte

(s. Bild 5-13).
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Bild 5-13: Vergleich der LL32 Stoffmengen, die zu einer 50%igen Reduktion der
detektierten B-Strahlung aus den jeweiligen Monolayern fiihrten. Die Monolayer wurden
jeweils aus 10 nmol des entsprechenden LPS prépariert. (Subphase: 12 uM CaCl,, 10 mM
KCI, 5 mM HEPES, pH = 7, **Ca*"-Aktivitit: 80 kBg/umol Ca**, T = 20°C).

In Bild 5-13 ist deutlich zu erkennen, da3 es zwischen den untersuchten LPS praktisch
keinen Unterschied hinsichtlich der fiir eine 50%ige Strahlungsreduktion benétigten

Menge LL32 gibt. Eine Ausnahme bildet wiederum LPS Rz mit etwa 35 nmol LPS.

Die verbleibende Reststrahlung, die bei der hochsten LL32-Konzentration noch
detektiert werden kann, zeigt, daf} diese praktisch fiir alle LPS gleich gro8 ist (25 - 30%
Reststrahlung).

In allen Experimenten wurden 10 nmol LPS eingesetzt. Der molekulare Platzbedarf der
verschiedenen LPS im Monolayer unterscheidet sich praktisch nicht. Dies bedeutet, daf3
die Versuche unter gleichen lateralen Druckbedingungen (~ 10 mN/m) durchgefiihrt
wurden. LL32 besitzt jedoch die Féhigkeit, in einen Monolayer zu interkalieren und
eine Flaichenzunahme des Monolayers bei Lateraldrucken von 25 mN/m zu induzieren

(s. 5.2.1). Weiter bedeutet dies aber, da3 bei den Verdringungsmessungen mit einem
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Anstieg des lateralen Drucks zu rechnen ist. Darum wurden zusétzlich die lateralen
Drucke am Ende der Messungen bestimmt. Dabei ergab sich, da3 die Enddrucke aller

Monolayer im Bereich von 23 — 25 mN/m lagen.

5.2.3  Diskusssion

Es ist ein ausdriicklicher Trend in der Abnahme der durch LL32 induzierten Flachen-
anderung von Monolayern aus den verschiedenen Mutanten-LPS festgestellt worden.
Zundchst nimmt die induzierte Flachenzunahme von LPS R595 {iber LPS R4 nach LPS
R7 ab. Diese LPS unterscheiden sich durch jeweils eine weitere Heptose, d. h. LPS R4
besitzt prinzipiell die gleiche Struktur wie LPS R595 plus einer zusétzlichen Heptose.
LPS R7 besitzt im Vergleich zu LPS R4 wiederum eine Heptose mehr. Die Netto-
ladungen der LPS unterscheiden sich hingegen nicht wesentlich voneinander: 3,6 (LPS
R595), 4 (LPS R4) und 4,1 (LPS R7). Die Unterschiede in den induzierten Fldchen-
anderungen lassen sich also nicht alleine durch die Nettoladungen erkldren. Denn wire
die Interkalation einzig von der Nettoladung des LPS abhingig, so sollten LPS R4 und
LPS R7 in etwa die gleichen Flichendnderungen aufweisen, wahrend bei einem LPS
R595-Monolayer eine geringere Flichendnderung zu beobachten wire. Die
MeBergebnisse lassen vielmehr einen Einflufl der Kernzucker vermuten. Fiir LPS R595,
LPS R4 und LPS R7 sind geladene Molekiilteile nur am Lipid A-Teil, sowie den Kdo
zu finden (s. Tabelle 7-1, Anhang), dadurch haben die Ladungen bei LPS R595 eine
exponierte Lage und werden schrittweise durch die hinzukommenden Zucker bei LPS
R4 und LPS R7 verdeckt und sind nicht mehr so zugénglich fiir das Peptid. Durch die
»abgeschirmten* Ladungen kommt es zu einer geringeren Anlagerung und Interkalation
von LL32 in die Monolayer bei LPS R4 und LPS R7. Prinzipiell ist es auch denkbar,
dafl LL32 in den @uBeren Kernzuckern gebunden wird und somit nicht weiter vordringt,
so daB} die induzierte Flichendnderung geringer ausfillt. Fiir kurze Kernzucker scheint
dies eher unwahrscheinlich, konnte aber mit steigender Zuckerlinge an Bedeutung
gewinnen.

Vergleicht man die Fldchendnderungen von LPS R7 und LPS Rz, so fillt die deutliche
Zunahme der induzierten Flichendnderung bei LPS Rz auf. Zwischen LPS R7 und LPS
Rz besteht beziiglich der Lipid A Struktur sowie der Anzahl der Kernzucker kein
Unterschied, jedoch steigt die mittlere Nettoladung von 4,1 (LPS R7) auf 5,3 (LPS Rz)
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an, und die geladenen Molekiilteile sitzen am letzten Kernzucker und haben wieder eine
exponierte Position. Somit ist hier wieder eine deutlich groflere Flichenzunahme zu er-

warten, und diese wurde auch beobachtet.

Mit der Ausnahme von LPS RS5 ist Bild 5-10 zu entnehmen, daf} die Flichenédnderungen
mit steigender Zuckerzahl von LPS Rz nach LPS R345 drastisch abnimmt. Hier macht
sich moglicherweise die Substitution mit weiteren Zuckern in der Seitenkette bemerkbar
(s. Tabelle 7-1, Anhang), die zusétzlich zu dem ldngeren Core-Oligosaccharid hinzu-
kommen. Damit nimmt die Anzahl potentieller Bindungsplitze, die weiter entfernt vom
Lipid A-Teil liegen, fiir LL32 zu. Zwischen LPS R345 und LPS R60 schlieBlich sind
die Unterschiede in den bestimmten Fliachendnderungen nicht mehr so deutlich. Dies
kann wieder daran liegen, dal3 bei prinzipiell gleicher Struktur wie bei LPS R345 nur
ein das Core-Oligosaccharid verldngernder Zucker hinzukommt. Auffillig ist aber der

Unterschied in den Nettoladungen, 4,8 (LPS R345) und 6 (LPS R60).

Die durch die Interkalation von LL32 verursachten Flichendnderungen liegen in dem
Bereich, der fiir den Einbau von LL32 in Monolayer aus Phospholipiden und E. coli
LPS F515 berichtet wurde (Gutsmann et al., 2001). Ferner wird die molekulare Fldche
von LL32 im LPS F515 Monolayer mit 1,1 nm’ (100 mM KCI1, 5 mM HEPES, pH =7,
T=37°C) und 2,0 nm’ (100 mM KCI, 5 mM HEPES, 5 mM MgCl,, pH =7, T =37°C)
bestimmt und ist somit zu den bestimmten Werten von 1,9 nm’ (LPS R595)

vergleichbar (100 mM KCIl, 5 mM HEPES, pH =7, T = 20°C).

Es ist bemerkenswert, da3 bei der Calciumverdringung keine Unterschiede zwischen
den verschiedenen LPS-Monolayern beobachtet wurden. Aus den Mef3daten folgt, daf3
unabhingig vom verwendeten LPS die Verdringung der Calciumionen in gleichem
MaBe stattfindet, daB weder eine Ladungsabhiingigkeit noch eine Abhingigkeit von der

Anzahl der Zucker vermutet werden kann.

Die Ergebnisse des Einbaus von LL32 in LPS-Monolayer bei konstantem Lateraldruck
sollten nicht mit den Ergebnissen bei der Calciumverdriangung verglichen werden.
Bedingt durch den bestehenden MeBaufbau konnten die Calciumverdringungs-
experimente nur unter der Bedingung einer konstanten Fliche durchgefiihrt werden. So
wurde flir die Verdrangungsexperimente der niedrige Druck von 10 mN/m gewéhlt, um

die Interkalation von LL32 durch einen zu stark ansteigenden Druck nicht zu behindern.
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Die Einbaumessungen an der Filmwaage konnten unter der Bedingung eines konstanten
Lateraldrucks von 25 mN/m durchgefiihrt werden. Bei 25 mN/m ist aber die Packungs-
dichte der LPS deutlich hoher als bei 10 mN/m und es kann angenommen werden, daf3
das Peptid bei 25 mN/m einen groferen Widerstand beim Einbau in den Monolayer

erfahrt.

In diesem Zusammenhang erscheint eine neuere Arbeit erwdhnenswert (Bucki et al.,
2004). Die Autoren untersuchten den Einbau von LL37 in Monolayer, die aus ver-
schiedenen Lipiden prépariert wurden. Dabei wurden die Monolayerflichen konstant
gehalten und die Druckidnderung, die durch das Peptid verursacht wurden, aufge-
zeichnet. Die induzierten Druckanstiege waren, unabhéngig vom verwendeten Lipid (ob
geladen oder ungeladen) immer gleich, hingen jedoch vom Anfangsdruck ab. Bei etwa
10 mN/m stieg der Druck um etwa 22 mN/m an, bei einem Anfangsdruck von 40 mN/m
war LL37 nicht mehr in der Lage, einen Druckanstieg hervorzurufen. Insofern erklart
dies moglicherweise den Umstand, dal3 der beobachtete Druckanstieg bei den Calcium-
verdrdngungsexperimenten unabhédngig vom verwendeten LPS immer gleich ausfiel..
Die Einbauexperimente sollten also nur mit Vorbehalt mit den Verdringungsex-
perimenten verglichen werden, solange keine weiteren experimentellen Unter-
suchungen, z. B. Verdriangung mit einem Anfangsdruck des Monolayers bei 25mN/m,

stattgefunden haben

5.3 Messungen an LPS-Aggregaten

5.3.1 Kalorimetrische Studie zur LL32/LPS-Interaktion

Fiir ein besseres Verstindnis intermolekularer Wechselwirkungen ist eine thermo-
dynamische Charakterisierung von groler Bedeutung. Eine Moglichkeit hierzu bietet
die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC). Beinahe jede chemische Reaktion ist mit
einem Wirmeumsatz verbunden, und dieser 146t sich mit Hilfe der ITC iiber einen
Leistungskompensationmechanismus messen (s. 4.3.2). So lassen sich viele biologisch
relevante Wechselwirkungen untersuchen, wie z. B. Enzym-Substrat, Enzym-Arznei-
stoff oder auch Protein-Lipid.

Es wurde die Bindung von LL32 an LPS-Aggregate in mikrokalorimetrischen Experi-

menten untersucht. Typische Ergebnisse aus kalorimetrischen Titrationen, wie sie fiir
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die Interaktion von LL32 mit verschiedenen S. minnesota LPS erhalten wurden, sind
bespielhaft in Bild 5-14 wiedergegeben. Alle Titrationen wurden unter gleichen
Bedingungen durchgefiihrt, die Konzentration der LPS-Dispersionen betrug jeweils
0,05 mM (20 mM HEPES, pH =7), LL32 wurde in einer Konzentration von 1,5 mM
(20mM HEPES, pH = 7) eingesetzt. Die Titrationen wurden alle bei 40°C durchgefiihrt,
damit lag die Temperatur in allen Féllen {iber den Phaseniibergangstemperaturen der
LPS, so daf ein Beitrag der Phasenumwandlung ausgeschlossen werden konnte. Ins-
gesamt wurden 30 Aliqouts von LL32 von je 3 pl zur LPS-Ldsung titriert. Bedingt
durch die Zugabe von 30 x 3 ul Peptidlosung zu 1,5 ml der LPS-Dispersion nimmt das
Gesamtreaktionsvolumen um 6% zu. Dementsprechend findet eine Verdiinnung der
Reaktanten statt, und es tritt eine Warmetdnung auf, die in der gemessenen Enthalpie
mit enthalten ist. Daher wurden die Messungen um den entsprechenden Anteil der

Verdiinnungswirme korrigiert. Der Korrekturterm fiir die Verdiinnung von LL32 wurde
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Bild 5-14: Vergleich der kalorimetrischen Titration von LPS R4 und LPS R60-Aggregaten.
Es wurden 30 Injektionen von jeweils 3ul LL32 (1,5 mM) in die vorgelegte LPS-
Dispersion (je 0,05 mM) durchgefiihrt. (Subphase: 20 mM HEPES, pH = 7; T = 40°C).
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durch Titration des Peptids in reinen Puffer bestimmt, er ergab sich zu (16,7 + 2,9)
kJ/mol. Die Titration von reinem Puffer in die LPS-Ldosung ergab im Rahmen der
Messgenaugkeit keinen messbaren Warmeumsatz, so dal3 davon ausgegangen werden
kann, daB3 die Verdiinnungswiarme von LPS vernachldssigbar klein ist (Daten nicht
gezeigt).

Die Bindung von LL32 an die verschiedenen S. minnesota LPS zeigten alle eine dhnlich
sigmoidale Charakteristik, wie sie in Bild 5-14 gut zu erkennen ist. Zu Beginn wird eine
unterschiedlich starke exotherme Reaktion beobachtet, die sich im Laufe der Titration
abschwicht, bis schlieBlich keine Warmetdnung mehr zu messen ist. Wie man weiterhin
sieht, unterscheiden sich LPS R4 und R60 in dem Sittigungswert des molaren
Verhiltnisses von Peptid und LPS, dies gilt ebenfalls fiir die restlichen LPS (s. unten).
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Bild 5-15: Integrale Wérmetonung fiir die Titration verschiedener LPS-Aggregate (s.
Legende) mit LL32. Gut zu erkennen sind zwei unterschiedliche Gruppen von LPS: eine
Gruppe, bei der die Titration bei molaren Verhéltnissen von [LL32]:[LPS] < 1 in die
Sattigung geht, wihrend die LPS der anderen Gruppe bei Werten von [LL32]:[LPS] > 1 in
die Sattigung gehen. (Subphase: 20 mM HEPES, pH = 7; T = 40°C)

Fir die weitere Auswertung wurde aus der differentiell gemessenen die integrale

Wirmetonung Aq = f(By) berechnet; in Bild 5-15 ist Aq beispielhaft fiir eine Auswahl
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verschiedener LPS dargestellt. Der Darstellung entnimmt man, daB3 die LPS in zwei
Gruppen aufgeteilt werden konnen: LPS R595, R4 und R7 auf der einen Seite und LPS
R60 und Rz auf der anderen Seite, mit deutlich héheren Nettoladungen der letzteren.
Wie in 4.3.2 beschrieben, wurde die Funktion (4.8) an den Verlauf der integralen
Wirmetonung Aq = f(B;) angefittet und daraus n, H und K erhalten. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 5-2 aufgefiihrt. Fiir R595 ist keine Bindungskonstante angegeben, da hier die
Fitprozedur versagte. Mit verschiedenen Anfangsbedingungen lieferte der Fit mit
Werten im Bereich von 10® — 10*' 1 mol™ keine eindeutigen Ergebnisse, so daB hier auf
die Angabe eines Wertes verzichtet wurde.

Eine Auftragung der Molekularitit n gegen LPS-spezifische Parameter, wie die Anzahl
der Zucker, die Nettoladung des LPS und den Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker ist
in Bild 5-16 zu sehen. Je mehr Zucker das Kernoligosaccharid besitzt, desto

ausgepragter ist beispielsweise die Fahigkeit, LL32 zu binden, d. h. desto groBer ist also

R595 R4 R7 Rz R5 R345 R60
N 0,31 0,51 0,44 1,43 0,69 0,95 1,01
+0,06 +0,02 +0,03 +0,01 +0,01 +0,03 +0,01
AHy / 52,1 -46,8 -46,1 -56,9 47,7 -45,3 -65,1
kJ mol* +1 +0,3 +1,1 +0,3 +0,3 +2,3 +0,7
K/ 9 5 3 4 0,2 2
| pmol™® +2 +2 +0,6 +1 +0,1 +0,3
Aq/ -238 -332 -286 -1114 -129 -396 -915
kJ mol* +21 +31 +39 +43 +33 +121 +30

Tabelle 5-2: Ubersicht iiber die verschiedenen thermodynamischen Parameter, die die
Interaktion zwischen LPS-Aggregaten und LL32 charakterisieren. Die Werte wurden durch
Anpassung der Gleichung (4.8 an die experimentell bestimmten Wéarmetonungen erhalten.

die Molekularitit n, die Anzahl gebundener LL32 Molekiile pro Molekiil LPS (Bild
5-16 A). Folglich steigt dann ebenso mit der molekularen Masse auch das Binde-

vermdgen fiir LL32, da die Masse natiirlich mit der Anzahl der Zucker steigt (Daten
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nicht gezeigt). Das Bindungsvermdgen der LPS fiir LL32 steigt ebenfalls mit steigender
Nettoladung der LPS (Bild 5-16 B). Desweiteren sinkt die Molekularitdt mit steigendem

Wert des Verhiltnis von

zuordnen.

Ladung/Anzahl Kernzucker. Rz ist nicht in den Trend ein-
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Bild 5-16: Zusammenhang zwischen der Molekularitdit n und den LPS-spezifischen
Parametern: Anzahl der Kernzucker (A), Nettoladung (B) und Ladung/Anzahl Kernzucker

Ladung / Anzahl Kernzucker

(C) des LPS. (Subphase: 20 mM HEPES, pH = 7; T =40°C).

5 Ergebnisse
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AuBlerdem wurden sowohl die Gibb’sche Freie Enthalpie wie auch die Entropie
(genauer TAS) aus den erhaltenen Daten bestimmt. Es ist jedoch anzumerken, daf alle
Bindungskonstanten bei 10° 1 mol” liegen, es kommt also in allen Fillen zu einer
starken Bindung von LL32 an LPS. Geritetechnische Beschrinkungen gestatten in
diesem Bereich keine zuverldssige Bestimmung der Bindungskonstante (eine Analyse
der apparativen Beschriankungen ist in (Wiseman et al., 1989) zu finden). VerlaBliche
Aussagen konnen damit prinzipiell nur noch fiir n und AHy getroffen werden. Gleich-
wohl soll aber nicht auf einen Vergleich zwischen den kalorischen GroBen (Bild 5-17)
verzichtet werden, da hieraus generell die Reaktion bestimmende Grofle hervorgeht.
Auf die Angabe eines Fehlers wird aber aus oben genannten Griinden verzichtet. Die
Freie Enthalpie AG der Wechselwirkung von LL32 mit den verschiedenen LPS ist in
etwa gleich grof3. Der entropische Beitrag (TAS) fiir die Bindung von LL32 an die ver-

schiedenen LPS-Aggregate ist negativ, in allen Féllen nimmt also bei der Bindung von
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Bild 5-17: Vergleich der kalorischen Zustandsgrofen fiir die Interaktion von LL32 mit den
Aggregaten verschiedener LPS. In allen Fillen ist die Reaktionsentropie negativ und
entspricht somit einer Zunahme der Ordnung durch die Bindung von LL32. (Subphase: 20
mM HEPES, pH = 7; T =40°C).
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LL32 an die Aggregate die Ordnung des Systems zu. Der Verlauf der Reaktions-
enthalpien (AH) weist keine Systematik auf. Aufgrund der negativen Reaktionsentropie
stellt AH die treibende Kraft (AG < 0) der Bindung von LL32 an die LPS-Aggregate

dar.

5.3.2  Einflul3 von LL32 auf das Oberflachenpotential von LPS-Aggregaten

Das Oberfliachenpotential und die Oberflichenladungsdichte von Membranoberflaichen
bestimmen die Wechselwirkung mit geladenen Substanzen. Die negativen Ladungen im
Core-Oligosaccharid der LPS fithren zu einem negativen Oberflichenpotential im
hydrophilen Kopfgruppenbereich der LPS-Aggregate. Die Anlagerung membranaktiver
kationischer Substanzen, wie z. B. LL32, an die negativ geladene Oberfldache der LPS-

Aggregate kann in einer Abschirmung des Oberflichenpotentials resultieren.
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Bild 5-18: Zetapotential von LPS R595- und R60-Aggregaten in Abhingigkeit von dem
molaren Verhéltnis von LL32 zu LPS. (Subphase: 2 mM CsCl,, 10 mM Tris, pH =7, T =
20°C).

Der Einflul von LL32 auf das Oberflichenpotential verschiedener LPS wurde durch

Messung des Zetapotentials in Abhidngigkeit von der LL32-Konzentration untersucht (s.
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4.3.3). Représentative Messungen fiir die Abhingigkeit des Zetapotentials von der
Menge an LL32 sind in Bild 5-18 fiir LPS R595 und LPS R60 gezeigt.

In den Beispielmessungen ist in beiden Fillen deutlich die starke Anderung des
Zetapotentials der LPS-Aggregate durch LL32 zu erkennen. Bei LPS R595 tritt sie
jedoch im Vergleich zu LPS R60 bereits bei deutlich geringeren LL32-Konzentrationen
auf. Die Messkurven weisen eine sigmoidale Charakteristik auf: zunéchst &dndert sich
das Zetapotential wenig mit steigendem Gehalt an LL32, dann folgt ein Bereich mit
einer sehr starken Anderung, bis schlieBlich am Ende die Sittigung erreicht wird. Die
Messungen mit den anderen LPS verliefen analog. Bei allen Messungen wurde eine
Uberkompensation, d. h. eine Umkehr im Vorzeichen des Zetapotentials durch LL32
beobachtet. Ausgewertet wurden die Daten iiber die Anpassung eines standard-

sigmoidalen Fit (Origin 6.0) an die MeBpunkte (sieche die durchgezogenen Kurven in
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Bild 5-19: Vergleich der molaren Verhéltnisse von LL32 zu LPS am Wendepunkt der
jeweiligen Titration. (Subphase: 2 mM CsCly, 10 mM Tris, pH =7, T = 20°C).
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Bild 5-18). Die angefitteten Kurven wurden schlieBlich differenziert und daraus die
molaren Verhidltnisse am Wendepunkt bestimmt, (Bild 5-19). Zwischen LPS R595, LPS
R4, LPS R7 und LPS RS5 bestehen praktisch kaum bzw. keine Unterschiede hinsichtlich
der fiir eine Abschirmung des Zetapotentials der LPS-Aggregate benotigten Menge an
LL32.

Fiir LPS Rz und LPS R345-Aggregate ist die fiir eine Abschirmung des Zetapotentials
notwendige Peptidmenge grofler und fiir LPS R60-Aggregate deutlich am grofiten. Es
ergibt sich ein Zusammenhang zwischen der Nettoladung des LPS und der Menge an
LL32, die zur Potentialabschirmung notwendig ist (Bild 5-20). Je groBer die Netto-
ladung des LPS ist, um so mehr LL32 muB fiir eine Abschirmung des Oberflichen-

respektive Zetapotentials verwendet werden.
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Bild 5-20: Einflu von LL32 auf die Zetapotentiale von Aggregaten verschiedener S.
minnesota LPS. Aufgetragen ist das molare Verhéltnis von LL32 zu LPS am Wendepunkt
der jeweiligen Titration gegen die Nettoladung des entsprechenden LPS. Je hoher die
Nettoladung des LPS, desto mehr LL32 ist erforderlich, um das Zetapotential abzuschirmen
(Subphase: 2 mM CsCl,, 10 mM Tris, pH =7, T = 20°C).
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Eine Korrelation zwischen der fiir die Potentialabschirmung benétigten Menge an LL32
und der Anzahl der Kernzucker bzw. des Quotienten Ladung/Anzahl Kernzucker wurde

nicht gefunden und daher auf eine Darstellung verzichtet.

5.3.3  Einfluss von LL32 auf die Fluiditat der LPS

Die Interaktion von AMP mit Lipidmembranen kann wie in 3.4.1 dargelegt sowohl zu
einer Fluidisierung als auch zu einer Rigidisierung der Membran fiihren. Dies kann sich
in einer Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur T, zwischen der gelférmigen Lg-
und der fliissigkristallinen L,-Phase ausdriicken. Fiir die Bestimmung de Fluiditdt von
Lipidmembranen eignen sich sowohl die FTIR-Spektroskopie (s. 4.3.4), als auch

Fluoreszenzpolarisationsmessungen (s. 4.3.5).

Mittels FTIR-Spektroskopie an LPS-Aggregaten wurde zunéchst die Fluiditit der reinen
LPS-Aggregate untersucht. An Mischungen von LPS und LL32 wurde schlieBlich der
EinfluB von LL32 auf die Fluiditdit des LPS untersucht. Zum Vergleich wurden
Fluoreszenzpolarisationsmessungen an LPS-Aggregaten unter Zugabe von LL32
durchgefiihrt. In der Darstellung der Ergebnisse sind stets molare Verhéltnisse von

LPS : Peptid angegeben.

FTIR-Spektroskopie. In Bild 5-21 sind Messungen der v{(CH;)-Bandlage fiir LPS R595,
LPS Rz und LPS R60 in Abhédngigkeit vom Gehalt an LL32 gezeigt. Die molaren
Verhiltnisse sind in der Legende angegeben. Bei der Korpertemperatur eines Menschen
bei T = 37°C ist eine vertikale Linie eingezeichnet. LL32 wirkt auf LPS R595- und LPS
Rz-Aggregate (Bild 5-21 A, B) in geringem Male fluidisierend, erkennbar an einer
hoheren Wellenzahl der v4(CH;)-Bande. Bei LPS R60 (Bild 5-21 C) fiihrt die An-
wesenheit von LL32 zu einer Verschiebung der Phaseniibergangstemperatur T, von
37°C (1 : 0) iiber 32°C (1 : 0,1) auf etwa 21°C (1 : 0,2), wie auch zu einer Abnahme des
Ordnungszustandes der Acylketten. Fiir LPS R4- und LPS R7-Aggregate wurde ein
vergleichbarer Effekt von LL32 auf den Ordnungszustand der Acylketten wie bei LPS
R595-Aggregaten gefunden (Daten nicht gezeigt).

Zu Vergleichszwecken wurde der EinfluB von LL32 auf die Fluiditit der LPS-
Aggregate mit der Fluoreszenzpolarisationsspektroskopie untersucht. Es wurden

Aggregate aus LPS R595, LPS R7, LPS Rz und LPS R60 verwendet. Es wurde eine fiir
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alle LPS-Aggregate vergleichbare fluidisierende Wirkung durch LL32 festgestellt
(Daten nicht gezeigt).
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Bild 5-21: FTIR-spektrometrische Untersuchungen zum Phasenverhalten von LPS R595
(A), Rz (B) und LPS R60 (C). Dargestellt ist die Bandlage der symmetrischen
Streckschwingung der Methylengruppen in Abhéngigkeit von der Temperatur fiir
verschiedene molare Verhéltnisse von LPS zu LL32 (c¢(LPS) =20 mM; Subphase: 20 mM
HEPES, pH = 7).
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Das Ergebnis beider Methoden ist also, dal LL32 fluidisierend auf die Aggregate ver-
schiedener LPS wirkt. Hinsichtlich der Wirkung von LL32 auf die Fluiditit der LPS
R60-Aggregate war der drastische Effekt, der mit der FTIR-Spektroskopie zu

beobachten war, mit der Fluoreszenpolarisationsspektroskopie nicht zu bestétigen.

Beide MeBmethoden zeigen unabhéngig voneinander eine Fluidisierung der LPS-
Aggregate durch LL32 an. Im Falle der IR-Messungen sind diese nicht immer deutlich

zu erkennen, wurden jedoch durch die Polarisationsmessungen bestétigt.

5.3.4  EinfluR von LPS auf die Struktur von LL32

Mit der CD-Spektroskopie kann die Konformation von Peptiden untersucht werden. Das
erzeugte CD-Spektrum ermoglicht Aussagen iiber die integrale Peptidstruktur, die durch
intra- und intermolekulare Wechselwirkungen wie z. B. Wasserstoffbriickenbindungen
oder Coulombwechselwirkungen bedingt ist. Konformationsdnderungen von Peptiden
resultieren in einem verdnderten CD-Spektrum. Methoden zur Strukturbestimmung aus
CD-Spektren von Proteinen sind bereits seit Jahrzenten etabliert (Greenfield, 1996).
Jedoch sind die Verfahren zur Strukturbestimmung fiir kleine Peptide nur eingeschrinkt
geeignet. Daher wird anhand der CD-Spektren lediglich qualitativ iiberpriift, ob die
Interaktion zwischen LL32 und LPS-Aggregaten zu einer strukturellen Anderung des
Peptids relativ zum ungebundenen Zustand fiihrt.

Es wurden CD-Spektren von reinem LL32 und LL32 in Gegenwart von LPS R595, LPS
R7 bzw. LPS R60 aufgezeichnet.

Die CD-Spektren des reinen Puffers zeigten keinen Einfluss auf die Polarisations-
richtung der Strahlung (Daten nicht gezeigt). In wiBriger Losung ist das CD-Spektrum
von LL32 indikativ fiir das Vorliegen eines a-helikalen Peptids (Bild 5-22 A) mit
Absorptionsbanden bei 208 und 223 nm.

In Gegenwart von LPS (Bild 5-22, B) finden im wesentlichen zwei Verdnderungen im
CD-Spektrum des Peptids statt. Die Absorptionsbanden sind um etwa 2 nm bathochrom
verschoben, wobei die Absorptionsbande um 208 nm schwach (LPS R595) bzw. nicht
(LPS R7 und LPS R60) ausgeprigt ist. Desweiteren dndert sich das Intensititsverhéltnis
der Absorptionsbanden zueinander. Die Bande bei hoheren Wellenldngen dominiert das

CD-Spektrum. Im CD-Spektrum des reinen Peptids dominierte die Bande bei der
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kiirzeren Wellenldnge. Die CD-Spektren in Anwesenheit der verschiedenen LPS-
Aggregate dhneln sich recht stark mit der Ausnahme, dall bei Anwesenheit von LPS

R595 die Bande bei ~210 nm deutlich zu erkennen ist.

i LL32
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Bild 5-22: CD-Spektren von LL32. Es sind die molaren Elliptizititen gegen die
Wellenldnge aufgetragen. Bild A: Bei Abwesenheit von LPS weist das CD-Spektrum fiir
LL32 die fiir a-helikale Peptide typischen Banden bei 208 und 223 nm auf. Bild B: Die
Interaktion von LL32 mit LPS fiihrt zu einer bathochromenVerschiebung sowie einer
Umkehr des Intensititsverhéltnisses der Banden. Die Spektren sind um den Anteil des LPS
korrigiert. (Subphase: 5 mM HEPES, pH = 7, RT).
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Die Anderung der CD-Spektren zeigen eine offensichtliche Bindung von LL32 an die
LPS-Aggregate und eine daraus folgende konformationelle Anderung des Peptids.

5.3.5 Einflul von LL32 auf die LPS-Aggregatstruktur (Kleinwinkelstreuung)

Eine wichtige Analysemethode der supramolekularen Physik ist die Rontgenklein-
winkelstreuung. Sie bietet die Mdglichkeit, die Struktur aggregierter Teilchen, wie z. B.
von LPS-Aggregaten, zu bestimmen. Die Methode kann dazu beitragen, Aussagen iiber
z. B. wirkstoffinduzierte Anderungen der supramolekularen Struktur in aggregierten
Phasen zu treffen. Sie stellt damit eine zur CD-Spektroskopie komplementéire Methode
dar, da hier strukturelle Anderungen der LPS-Aggregate beleuchtet werden. Da LPS

immunstimulatorische Fahigkeit besitzt (die zu einer schweren Sepsis fiihren kann) und
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Bild 5-23: Beugungsmuster der Kleinwinkelstreuung an LPS R595-Aggregaten fiir zwei
Temperaturen. (A): In Abwesenheit von LL32 liegt eine gemischt kubisch-lamellare
Struktur vor. (B): In Anwesenheit von LL32 deuten die Peakpositionen auf eine
multilamellare Struktur hin. (20 mM HEPES, pH = 7; molares Verhéltnis [LPS R595] :
[LL32]=6":1).
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diese mit der dreidimensionalen Aggregatstruktur korreliert (s. 3.3.2), wurde untersucht
welchen Einflull LL32 auf die Aggregatstruktur ausgewahlter LPS hat.

Die Untersuchung des Peptideinflusses auf die LPS-Aggregate mittels der
Rontgenkleinwinkelstreuung wurde in wafiriger Phase vorgenommen, das molare Ver-
héltnis LPS : Peptid betrug 6 : 1, wobei die LPS-Konzentration 3mM betrug. Einen Ver-
gleich der Beugungsdiagramme fiir LPS R595 ohne (A) und in Gegenwart von LL32
(B) bei verschiedenen Temperaturen ist in Bild 5-23 zu sehen. In reinem Puffer (20 mM
HEPES, pH = 7) nehmen LPS R595-Aggregate eine gemischt kubisch-unilamellare
Struktur an, wohingegen bei Anwesenheit von LL32 die Positionen der Peaks auf eine
multilamellare Struktur hinweisen (dquidistante Verhiltnisse der Reflexpositionen). Es
ist allerdings festzuhalten, dafl in dem gezeigten Beispiel ohne Peptid das Rontgens-
pektrum nicht gut aufgelost ist (Seydel et al., 1993a).

Desweiteren wurde der Einflul von LL32 auf die Aggregatstruktur von LPS R60, dem
LPS mit dem lédngsten Core-Oligosaccharid, untersucht (Daten nicht gezeigt). LL32 hat
auf die LPS R60-Aggregate den gleichen EinfluB3, es wirkt lamellarisierend, jedoch ist
der Effekt geringer ausgepragt.

Es ist festzuhalten, dal LL32 mit den LPS-Aggregaten in Wechselwirkung tritt und
dabei strukturelle Anderungen der LPS-Aggregatstruktur bewirkt, die in einer Lamel-

larisierung resultiert.

5.3.6  Diskussion

Die Bindung von LL32 an die LPS-Aggregate wird durch die Nettoladung und die
Anzahl der Kernzucker des LPS bestimmt (s. Bild 5-16). Je mehr Kernzucker das LPS
besitzt desto grofler ist die Zahl potentieller Bindungsmdglichkeiten und damit steigt die
Kapazitit sowie die Wahrscheinlichkeit fiir eine Bindung von LL32. Eine hoéhere
Nettoladung des LPS bedeuteten eine stirkere ionische Wechselwirkung zwischen LPS
und dem kationischen LL32 und folglich eine stirkere Aufkonzentrierung des Peptids
an der Oberfliche der LPS-Aggregate. Unklar bleibt, weshalb LPS Rz hiervon eine
Ausnahme bildet. Eine mdgliche Erkldrung konnte sein, da3 LPS Rz neben einer hohen
Nettoladung (5,3) wenige Kernzucker (6) aufweist und die Ladungen zum Teil eine ex-
ponierte Lage besitzen. Beide Umstdnde wiirden eine Wechselwirkung zwischen LL32

und LPS deutlich begiinstigen und so zu der hohen Molekularitét fiihren.
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Die Reaktionsentropien fiir die Interaktion von LL32 mit LPS-Aggregaten sind,
unabhingig vom LPS, stets negativ. Dies entspricht einer Zunahme der Ordnung des
Systems und ist damit einer Bindung von LL32 an die LPS-Aggregate entgegen-
gerichtet. Die Interaktion zwischen LL32 und den verschiedenen LPS-Aggregaten ist
exotherm (AH ~ -45 kJ/mol bis -65 kJ/mol). Die Reaktion zwischen LL32 und LPS-
Aggregaten ist enthalpisch (AH) begiinstigt, da die Entropie zunimmt (TAS < 0).

Eine stark exotherme Reaktionsenthalpie neben einer negativen Reaktionsentropie bei
der Bindung an negativ geladene sowie neutrale Membranen wurde bereits fiir das
antibakterielle Peptid Magainin beobachtet (Wieprecht et al., 1999; Wieprecht et al.,
2000).

Die exotherme Wirmetonung, welche die Bindung von LL32 an LPS-Aggregate
begleitet, kommt z. T. durch ionische Wechselwirkung sowie Wasserstoffbriicken
zwischen dem kationischen LL32 und den anionischen Kopfgruppen der LPS zustande.
Dafiir sprechen die ebenfalls hohen Assoziationskonstanten. Wéahrend LL32 an die
LPS-Aggregate adsorbiert, findet eine strukturelle Anderung des Peptids statt (siche
CD-Daten). Die Ausbildung einer Helix aus einer ungeordneten Struktur ist mit rund
4,2 kJ/mol Aminosdurerest ein exothermer Prozefl (Chou und Scheraga, 1971; Massey
et al., 1979). Eine grobe Abschitzung liefert fiir LL32 ein Zunahme von etwa 20% der
helikalen Struktur (CD-Daten) in Anwesenheit von LPS. Dies wiirde die beobachteten
Reaktionsenthalpien zur Hélfte ausmachen. Die Betrachtung ist jedoch vorldufig und
muf} weiter abgesichert werden. Das Eintauchen der hydrophoben Aminosdurereste in
die Kohlenwasserstoffphase als Folge der Anlagerung des Peptids im Kopfgruppen-
bereich, der sogenannte nichtklassische hydrophobe Effekt, ist ein ebenfalls exothermer
Prozef3 und wiirde zu einer exothermen Reaktion beitragen (Seelig et al., 1993).
Ausgehend von der Annahme, dafl LL32 ausschlieBlich an der Aggregatoberfldche
gebunden wird und nicht die duBlere Lipiddoppelschicht passiert, 148t sich die negative
Reaktionsentropie  erkldren. Die Anlagerung von LL32 vermindert die
Oberflichenladungsdichte und damit die Interaktion mit weiterem LL32. Die bereits an-
gelagerten LL32-Molekiile wiirden weitere LL32-Molekiile absto3en (repulsive Ionen-
interaktion) und die angelagerte Schicht wiirde eine grole Ordnung aufweisen.

Die Messungen zum Einflul von LL32 auf das Zetapotential stehen im Einklang mit

einer primdr ionischen Interaktion sowie einer Verminderung der Oberflachen-
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ladungsdichte stehen. Die Zugabe von LL32 setzt das Zetapotential herab, bis
schlieBlich eine Umladung der Oberfliache stattgefunden hat. Desweiteren wird mehr
LL32 fiir eine Abschirmung des Zetapotentials der LPS-Aggregate bendtigt je hoher die
Ladung des entsprechenden LPS ist (s. Bild 5-19). Dies spricht fiir eine Auf-
konzentration von LL32 an der duBleren Schicht der LPS-Aggregate. Ein EinfluB3 der
Anzahl der Kernzucker konnte bei den Messungen zum Zetapotential nicht ausdriicklich
festgestellt werden. Dies verwundert insofern vielleicht nicht, da daf} Zetapotential im
wesentlichen durch die Ladungen der LPS verursacht wird.

FTIR-spektroskopische Messungen und Polarisationsmessungen an LPS-Aggregaten in
An- und Abwesenheit liefern vergleichbare Aussagen: LL32 wirkt prinzipiell
fluidisierend auf LPS-Aggregate wirkt. Dies kann dadurch erklédrt werden, da3 LL32 an
der Grenzfliche zwischen der LPS-Kopfgruppe und dem hydrophoben Bereich
interkaliert und so eine Aufweitung der lateralen Organisation der LPS-Molekiile
bewirkt mit der Folge, dall die Acylketten mehr Bewegungsfreiheit erhalten. Weshalb
sich die FTIR-spektroskopische Messung an LPS R60-Aggregaten so deutlich von den
Messungen an andern LPS-Aggregaten unterscheidet bleibt unklar.

Durch die Bindung von LL32 an LPS-Aggregate kommt es zu einer bathochromen
Verschiebung der CD-Banden (Bild 5-22). Bathochromie wird in der Regel bei einem
Ubergang von einem polaren zu einem nicht-polaren Solvenz beobachtet, mit anderen
Worten die Verschiebung der Banden spricht fiir eine hydrophobere Umgebung, in der
sich das Peptid befindet. Dies spricht fiir eine Position von LL32 nahe den Acylketten in
den LPS-Aggregaten. Fiir LL37 konnte bereits nachgewiesen werden, dal3 es sich in
Phospholipidmembranen durch Verdringung der Molekiile in die Grenzfliche Kopf-
gruppe/hydrophobe Phase parallel zur Membran einlagert (Henzler Wildman et al.,
2003).

Berechnungen anhand der CD-Daten ergaben eine Zunahme des a-helikalen Anteils,
jedoch variierten die Werte je nach Berechnungsmethode zwischen 20 — 80% Zunahme.
Deshalb sind diese Werte auch nicht in den Ergebnissen aufgefiihrt. Die Anderung des
Verhiltnisses der Absorptionsbanden zueinander deutet also auf eine verstirkte
Ausprigung der o-helikalen Strukur des Peptids in Gegenwart von LPS hin. Die
Ahnlichkeit der CD-Spektren von LL32 in Gegenwart verschiedener LPS LBt
vermuten, daf sich das Peptid in allen LPS-Aggregaten in grundsitzlich dhnlichen Um-
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gebungen befindet. Es ist zu vermuten, dal} es sich vornehmlich in der Grenzfliche nahe
der Kohlenwasserstoftketten befindet.

Die Beugungsdaten, die an LPS-Aggregaten in Ab- und Anwesenheit von LL32
beobachtet wurden, deuten auf eine starke Interaktion von LL32 mit LPS R595-
Aggregaten hin, LL32 wirkt lamellarisierend. Bei LPS R60-Aggregaten ist prinzipiell
der gleiche Einflu3 zu erkennen, aber geringer ausgeprégt, da das reine LPS R60 bereits
eine stirkere Tendenz hat lamellare Strukturen zu bilden (wegen des lidngeren Core-
Zuckers). Die Messungen zeigen, dal LL32 die Membrankrimmung der LPS-
Aggregate dndert. Die Anderung der supramolekularen Struktur der LPS-Aggregate
durch LL32, von kubisch unilamellar zu multilamellaren Strukturen konnte bedeuten,
dafl sich die Konformation des Lipid A-Teils dndert, von einer konischen (der
Platzbedarf der Acylketten ist groBBer als der Platz, den die Kopfgruppe beansprucht) zu
einer zylindrischen Konformation, mit gleichem Platzbedarf der Acylketten und der
Kopfgruppe. Die Lamellarisierung der LPS-Aggregate kann aber auch durch die
Einlagerung von LL32 in den Kopfgruppenbereich der LPS-Molekiile und die damit
verbundene ,,Aufweitung® der Aggregatstruktur bedingt sein. Fiir eine dieser beiden
Alternativen kann zumindest aus den Messungen nicht entschieden werden, obwohl
letztere zu vermuten ist.

Die supramolekulare Struktur der LPS-Aggregate ist korreliert zu den immun-
stimulatorischen Eigenschaften des LPS. LPS mit einer Priferenz invertierte
unilamellare LPS-Aggregate zu bilden besitzen eine grofle biologische Aktivitit. LPS
mit einer gemischt lamellar/nicht-lamellaren Struktur besitzen eine geringe biologische
Aktivitit. Die durch LL32 induzierte Anderung der LPS-Aggregatstrukturen von einer
kubisch unilamellaren zu multilamellaren Strukturen weist auf eine Neutralisierung der
biologischen Aktivitidt des LPS durch LL32 hin. Dies konnte in Vorversuchen in vitro
an humanen Zellen bestitigt werden. Die LPS-neutralisierende Wirkung von AMP ist
wiinschenswert, da dafl durch die Wirkung der AMP freigesetzte LPS gleichzeitig

biologisch unwirksam gemacht wird und so keine Sepsis (s. 3.2) hervorrufen kann.

5.4  Untersuchungen an Planaren Membranen

Gram™ Bakterien besitzen eine duBlere Membran, deren Lipidverteilung asymmetrisch

ist beziiglich der beiden Seiten der Lipiddoppelschicht. Mit Hilfe des planaren
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Rekonstitutionssystems flir asymmetrische Membranen ist es mdoglich die dufere
Membran Gram™ Bakterien nachzubilden und damit dem natiirlichen System so nahe

wie moglich zu kommen.

Die Montal-Mueller Methode (4.4.1) wurde -eingesetzt, um die asymmetrisch
aufgebaute duBlere Membran der Gram™ Bakterien nachzubauen. Dafiir wurden Bilayer
prépariert, die auf einer Seite aus einem der LPS der Rauhmutanten von S. minnesota
und auf der anderen Seite aus einem Phospholipidgemisch (PL) (3.1) bestanden.
Anhand elektrischer Messungen wurde der EinfluB von LL32 auf eine mogliche

Permeabilisierung der asymmetrischen planaren Membranen untersucht.

Anhand elektrischer Messungen wurde der EinfluB von LL32 auf eine mogliche
Permeabilisierung der asymmetrischen planaren Membranen untersucht. Durch
Variation des fiir die Membranprédparation verwendeten LPS sollte der Effekt der

Lipidmatrix auf die Wechselwirkung mit LL32 untersucht werden.

In allen Messungen wurde der gleiche Puffer (100 mM KCl, 5 mM MgCl, und 5 mM
HEPES, pH =7, T = 37°C) verwendet.

Kapazitatsmessungen. Eine Anlagerung von membranaktiven Substanzen veridndert die
Membrankapazitit. Aus dem zeitlichen Verlauf konnen Aussagen zum Prozel3 der
Anlagerung gemacht werden. In Bild 5-24 ist eine Beispielmessung dargestellt (gezeigt
sind die direkt ermittelten Rohdaten) von einer Membran, die auf einer Seite aus LPS
R4 und auf der anderen Seite aus dem Phospholipidgemisch PL besteht. Es ist nicht
gezeigt, dal vor Aufzeichnung des MeBprotokolls die Membrankapazitit, nach
Priparation der Membran, {liber einen Zeitraum von 5 - 10 min kontrolliert wurde (sie
war iiber diesen Zeitraum stabil, so daBB mit der Messung begonnen werden konnte).
Gezeigt ist der Stromverlauf, der Verlauf der Membrankapazitit und die angelegte
Spannung. Fiir die Priifung der Membranstabilitdt wurde zunéchst fiir jeweils 30 s eine
Spannung von £ 100 mV an die Membran angelegt, um diese auf ihre ,,Dichtigkeit™ zu
priifen (etwa 30 bis 100 s). Bei Instabilitit des Bilayers oder bei Vorliegen von
Verunreinigungen kommt es infolge der anliegenden Spannung zu einem Stromfluf3 und

das Experiment muf} abgebrochen und die Membran von neuem prépariert werden.
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Bild 5-24: Rohdaten fiir eine Messung an einer LPS R4/PL-Membran. Die Kurven ergeben
sich wie folgt: rot: Strom, blau: Spannung und griin: Membrankapazitit. Die Zugabe von
LL32 auf die LPS-Seite ist gut an der durch mechanische Erschiitterung ausgeldsten
Storung der Strom- und Kapazititskurven zu erkennen. Die Zugabe von LL32 fiihrt zu
einer Anderung der Membrankapazitit. Das Anlegen einer Spannung fiihrt zu einem
StromfluB3 durch die Membran. (Subphase: 100 mM KCl, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH
=7,T=37°C).

Die Elektrode auf der PL-Seite war geerdet und die auf der LPS-Seite je nach an-
gelegter Spannung positiv oder negativ geschaltet. Im biologischen System besteht {iber
der dufleren Membran, vom Auflen- zum Innenmedium, eine Potentialdifferenz von ~ -
20 bis -30 mV. Dies bedeutet fiir LPS/PL-Membranen, da3 eine positive Spannung auf

der LPS-Seite den Verhiltnissen im biologischen Systemen entspricht.

In der gezeigten Messung (Bild 5-24) wurden nach etwa 180 s 0,38 nmol LL32 auf der
LPS-Seite zugegeben, damit betrug die LL32-Konzentration auf der LPS-Seite
0,25 uM. Die Zugabe von LL32 verursachte eine Storung im Verlauf der MeBkurve (s.
Pfeil). Deutlich ist die nach der Peptidzugabe erfolgende Anderung der Membran-
kapazitit zu erkennen. Der zeitliche Verlauf der raltiven Membrankapazitit ist in Bild

5-25 dargestellt. Nach der Zugabe von LL32 kommt es infolge einer Anlagerung von
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LL32 an die Membran zu einem raschen Anstieg der Membrankapazitit und einem
langsamen Abfall auf das Ausgangsniveau. Nachdem sich die Membrankapazitit
zeitlich nicht mehr &nderte wurde eine Spannung angelegt (etwa 8 min), im
vorliegenden Beispiel kommt es bei einer Spannung von 50 mV zu einem Stromfluf3

durch die Membran (Bild 5-24).
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Bild 5-25: Zeitlicher Verlauf der relativen Membrankapazitit C/C, der Beispielmessung
aus Bild 5-24. Zum Zeitpunkt t = 0 wurden 0,38 nmol LL32 auf die LPS-Seite zugegeben.
(Subphase: 100 mM KCl, 5 mM MgCl,, S mM HEPES, pH =7, T = 37°C).

Untersucht wurde die Wirkung von LL32 auf asymmetrische Membranen, die mit LPS
R45 von P. mirabilis sowie mit allen LPS von S. minnesota (auler LPS R345)
pripariert waren. In allen Féllen kam es zu Kapazititsinderungen. Die durch LL32
verursachten Membrankapazititsdnderungen waren jedoch sehr heterogen und lieBen
sich nicht auf reproduzierbare Mefigroen reduzieren. Desweiteren kam es nach der
Zugabe von LL32 auf die LPS-Seite der LPS/PL-Membranen héufig zur Ruptur der

Membranen, auch ohne vorherige Anzeichen fiir eine Wechselwirkung zwischen LL32
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und den Membranen. Erschwerend war die zum Teil geringe Membranstabilitdt die
dazu fiihrte, daB die Membranen hédufig ohne erkennbares Muster auch ohne eine
Applikation von LL32 zusammenbrachen und so die Anzahl verwertbarer Messungen

stark reduzierte.

In Bild 5-26 ist die beobachtete Varianz in der Kapazititsidnderung dargestellt. Dafiir
sind vergleichend vier Messungen aufgetragen, die an LPS R60/PL-Membranen
durchgefiihrt wurden. Zum Zeitpunkt t = 0 wurden jeweils 0,38 nmol LL32 zur LPS-

Seite zugegeben. Eindeutig ist die sehr unterschiedlich verlaufende Anderung der

ci/c,
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Bild 5-26: Vergleich der Anderung der relativen Kapazitit fiir verschiedene Messungen an
LPS R60/PL-Membranen. Die Messungen erfolgten unter gleichen Bedingungen, es wurde
stets 0,38 nmol LL32 auf die LPS-Seite zugegeben. (Subphase: 100 mM KCI, 5 mM
MgCly, 5 mM HEPES, pH =7, T =37°C).

Membrankapazitit zu erkennen. Ahnlich heterogen war fiir alle LPS/PL-Membranen
der gefundene Verlauf der Membrankapazitdten nach Applikation von gleichen Mengen

LL32. Fir LPS R595/PL-, LPS R4/PL- sowie LPS Rz/PL-Membranen fiihrte der
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Verlauf der relativen Kapazitit nach Zugabe von LL32 sowohl zu Werten oberhalb als
auch unterhalb der Ausgangskapazitit. Fiir LPS R5/PL-Membranen waren Anstiege der
Kapazitdt im Bereich von 5 - 16% und fiir LPS R7/PL-Membranen Anstiege von 3 —
30% zu verzeichnen. Desweiteren wurden Kapazititsmessungen an LPS R45/PL-
Membranen durchgefiihrt. LPS R45 ist das Glycolipid der dufleren Membran des Gram™
Stamms P. mirabilis, welcher resistent gegeniiber der Wirkung des bei Kaninchen
gefundenen Kathelizidins rCAP18 ist. Die an LPS R45/PL-Membranen durch LL32
verursachten Kapazititsverldufe waren ebenfalls heterogen mit Werten sowohl oberhalb

als auch unterhalb der Ausgangskapazitit.

Die Zugabe von 0,76 nmol LL32 statt 0,38 nmol zur LPS-Seite fiihrte dazu, dal die
Membranen sofort nach dem Einbringen des Peptids platzten, jedoch wurde dies nicht

systematisch fiir alle LPS untersucht.

Nach der Zugabe von LL32 zu den verschiedenen LPS/PL-Membranen konnte bei aus-
reichender Membranstabilitdt durch Anlegen einer Spannung (mit Werten im Bereich
von 10 bis 50 mV waren diese flir eine gegebene LPS/PL-Membran ebenfalls sehr
heterogen) ein StromfluB induziert werden. Der detektierte Stromflul war, wie die

Anderung der Membrankapazitit, ebenfalls sehr uneinheitlich.

Messungen mit konstanter Klemmenspannung. Es konnte bereits gezeigt werden, daf}
die iiber der Membran anliegende Spannung einen Einflul auf die Aktivitit von
CAPI18-Derivaten hat (Gutsmann et al., 2001). Aus diesem Grund wurden Messungen
an planaren LPS/PL-Membranen durchgefiihrt, iiber denen ein konstantes Potential von

30 mV angelegt war.

Die Zugabe von LL32 (0,25 uM) in die Subphase auf der Seite des LPS fiihrte zu
Anderungen der Membranleitfihigkeit. Es war jedoch auch hier ein sehr unter-
schiedliches, schwer reproduzierbares Verhalten nach Zugabe von LL32 zu den

jeweiligen LPS/PL-Membranen beziiglich der induzierten Lasionen festzustellen.

Beispielhaft ist dies an LPS R60 demonstriert, dargestellt ist eine makroskopische
Stromspur (Bild 5-27). Zum Zeitpunkt t = 10 s wurden 0,38 nmol LL32 zur LPS-Seite
zugegeben. Deutlich zu erkennen ist, da3 es nach etwa 30 s zu einem Anstieg des
Stroms auf etwa 26 pA kommt. Der Anstieg in der Leitfahigkeit kann der Wirkung von

LL32 in der Membran zugerechnet werden, und sie ist darauf zuriickzufiihren, daf3
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Ionen der Subphase die Membran passieren. Es ist vorstellbar, dal das LL32 Poren
bildet bzw. weniger definierte Lasionen in der Membran verursacht. Um die Lésion
ndher zu charakterisieren, wurde die auf DAT-Band gespeicherte Strommessung noch
einmal mit einer hohen Auflosung abgetastet und ausgewertet. Die mikroskopische
Stromspur ist fiir den Bereich um 49 s in Bild 5-28 aufgetragen, der eingefiigte Kasten
zeigt eine AusschnittsvergroBerung des Leitfdhigkeitssprungs nach etwa 49 s (s. gelber

Rahmen). Deutlich ist zu sehen, dafl es vor dem Sprung zu einer Vielzahl von sehr
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Bild 5-27: Makroskopischer Strom durch eine LPS R60/PL-Membran, die
Klemmspannung betrug 30 mV. Nach etwa 10 s wurden 0,38 nmol LL32 auf die LPS-Seite
zugegeben. Nach ca. 40 s kommt es zu einem Anstieg des detektierten Stromes auf iiber 25
pA. Der Strom fillt anschlieBend auf ein Niveau unter 10 pA ab und nach etwa 100 s bricht
die Membran zusammen. (Subphase: 100 mM KCl, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH = 7,
T =37°C).

schnellen Fluktuationen mit Lebensdauern unterhalb von 20 ms kommt, die 20 pA nicht
iberstiegen. Nach etwa 49 s springt der Strom auf einen Maximalwert von etwa 36 pA,

um danach wieder abzufallen (s. makroskopische Stromspur). Der Sprung geschieht
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zwar in weniger als 20 ms, dennoch kann dieses nicht als Einbau einer einzelnen
Lasion/Pore gewertet werden. Es sind im erreichten Niveau ndmlich weiterhin deutliche

Fluktuationen zu erkennen.

Der makroskopisch beobachtete Stromverlauf ergibt sich offenkundig aus einer Uber-
lagerung einer Vielzahl von Stromfluktuationen. Zusitzlich wurde ein Amplituden-
histogramm fiir den Bereich von 40 — 100 s der Messung angefertigt (Bild 5-29). Das
Histogramm deutet auf mehrere bevorzugte Zustinde fiir Defekte hin, jedoch traten
diese makroskopisch beobachtbaren Niveaus zufdllig auf und zeigten eine geringe

Reproduzierbarkeit.

Strom / pA
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Bild 5-28: Mikroskopischer Stromverlauf fiir die Messung aus Bild 5-27. Der Ausschnitt
zeigt den Stromverlauf um den Sprung um 49 s herum. (Subphase: 100 mM KCl, 5 mM
MgCl,, 5 mM HEPES, pH =7, T =37°C).
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Bild 5-29: Amplitudenhistogramm der Messung aus Bild 5-27.

Zwei weitere Beispiele fiir Messungen an LPS R60/PL-Membran sind in Bild 5-30 ge-
zeigt. Die Ordinatenachsen sind gleich skaliert, jedoch mufl ausdriicklich auf die
unterschiedliche Skalierung der beiden Abszissen hingewiesen werden. Gut zu er-
kennen ist der unterschiedliche Verlauf beider Messungen (auch beziiglich der bereits
ausfiihrlich dargelegten Messung aus Bild 5-27). Es wurde jeweils zum Zeitpunkt t =0
0,38 nmol LL32 zur LPS-Seite zugegeben, die Klemmenspannung betrug in beiden
Experimenten 30 mV. In der rechts gezeigten Messung (B) ist deutlich zu erkennen, daf3
wenige Sekunden nach Peptidzugabe die Leitfahigkeit der Membran stark ansteigt, bis
diese schliellich nach etwa 70 s gerissen ist. Ein anderes Bild bietet die links gezeigte
Messung (A), bei der es nach etwa 2 min zu einem Leitfdhigkeitssprung kommt und fiir
mehrere Minuten ein konstantes Stromniveau gehalten wird. Dieses Verhalten wurde
mehrfach beobachtet. Eindeutige Lisionsgrofen lieBen sich nicht bestimmen. Die
Analyse bei hoherer Auflosung zeigte, dal die auftretenden Fluktuationen stets
gleichartig waren und denen in Bild 5-28 gleichen. Die bisherigen Ergebnisse

ermoglichen insofern keine Charakterisierung definierter Lasionen.
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Bild 5-30: Vergleich von Stromkurven aus zwei Experimenten mit LPS R60/PL-
Membranen bei konstanter Klemmspannug (30 mV) nach Zugabe von 0,38 nmol LL32
zum Zeitpunkt t = 0. (Subphase: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH=7,T =
37°C).

In Bild 5-31 sind die Stromspuren verschiedener LPS/PL-Membranen vergleichend ge-
zeigt. Gezeigt sind die Stromfluktuationen, die etwa 2 min nach Zugabe von LL32
beobachtet werden konnen. Wie zu erkennen ist, ist hinsichtlich des mikroskopischen
Erscheinungsbildes der Fluktuationen zwischen den verschiedenen LPS/PL-Membranen
kein Unterschied festzustellen. Wie bereits an LPS R60/PL-Membranen demonstriert,
waren die makroskopischen Stromverldufe recht heterogen. Es traten verschiedene

makroskopische Niveaus geringer Reproduzierbarkeit auf.
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Bild 5-31: Vergleich der durch LL32 induzierten Stromfluktuationen in verschiedenen
LPS/PL-Membranen. Das LL32 wurde stets auf der LPS-Seite zugegeben. (0,38 nmol
LL32, Ukjemm = 30 mV, Subphase: 100 mM KCl, 5 mM MgCl,, S mM HEPES, pH=7,T =
37°C).

Die Zugabe von LL32 zur LPS-Seite einer LPS/PL-Membran fiihrt zu einer Anderung
der Membrankapazitit und zeigt damit eine Interaktion zwischen LL32 und der
Membran an. Die beobachteten Anderungen der Membrankapazitit sind heterogen. Die
Membranstabilitdt wird durch die Zugabe von LL32 deutlich herabgesetzt. Bei einer
Klemmspannung von 30 mV fiihrt LL32 in allen LPS/PL-Membranen, die mit
Rauhmutanten LPS von S. minnesota prépariert wurden zur Induktion von Lasionen.
Membranen die mit dem LPS der Spezies P. mirabilis pripariert wurden von LL32
ebenfalls permeabilisiert. Der Stamm P. mirabilis ist R45 gegeniiber der Wirkung
mancher AMP, wie z. B. rTCAP18 (dem Kathelizidin, welches bei Kaninchen gefunden
wird). Die Resistenz des Stammes P. mirabilis R45 gegen rCAP18 findet seine
Entsprechung in der Tatsache, dal rCAP18 auch keine Lisionen im Rekonstitutions-

system der planaren Membran an LPS R45/PL-Membranen induziert.
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Hinsichtlich LésionsgroBe und Lebensdauer waren keine Unterschiede zwischen den
verschiedenen LPS/PL-Membranen festzustellen. Die Lisionen treten statistisch auf und
konnen sich zu einem makroskopischen iiber einen ldngeren Zeitraum stabilen Zustand

iiberlagern.

5.4.1  Diskussion
Der Wechselwirkung zwischen LL32 und LPS geht die Zugabe des Peptids voraus,
welches dann zur Membran diffundieren mul3. Die Diffusion bewirkt eine zeitliche und

ortliche Variation der Konzentration des Peptids.

Unabhéngig von der chemischen Struktur des LPS war LL32 in der Lage, mit allen
diesen Membranen zu interagieren und Lédsionen zu induzieren. Es ist in aller
Deutlichkeit hervorzuheben, daB3 dies im Rahmen der géngigen Vorstellungen zum
Wirkmechanismus der CAP18-Peptide (Gutsmann et al., 2001) den Befund erklért, daf3
sich LL32 in den Bakterientests gegentiber allen getesteten Stimmen als aktiv erweist.
Die MHK-Werte der S. minnesota Rauhmutanten unterscheiden sich zwischen
sensitiven und weniger sensitiven Mutanten um knapp eine Grofenordnung. Darin ist
eine der Ursache dafiir zu sehen, dal3 sich das Auffinden reproduzierbarer Unterschiede
in den MeBgrofen als problematisch erwies. Eine Uberschlagsrechnung soll dies
erlautern. In den Mikrosuszeptibilititstests werden in einem Versuch jeweils 10’
Bakterien absolut eingestetzt (pro ,,Napf“, s. 4.1.2). Die &uflere Form der S. minnesota
kann als zylindrisch mit Halbkugeln als Abschlul angenommen werden. Dies ist
gerechtfertigt, da es sich um stdbchenformige Bakterien handelt. Die Lange des
Zylindermantels eines Bakteriums betridgt durchschnittlich 3 pm, der Durchmesser 1pum
(Boehling, 2004). Damit ergibt sich die Oberfliche eines Bakteriums zu rund 13 pm?,
bei einer Bakterienzahl von 10° ergibt sich somit eine Fliche von rund 1,3-10° pm?. Der
Durchmesser einer planaren asymmetrischen Membran betrdgt 100 um, so daB die
Membran eine Fliche von etwa 7900 pm” hat. Der MHK-Wert aus den Bakterientests
wird folglich iiber Integration einer Flidche erhalten, die um zwei Zehnerpotenzen
grofler ist als die Fliche bei den Experimenten mit planaren Membranen. Die MHK-
Werte wurden iiberdies aus mindestens sieben unabhédngigen Versuchen bestimmt.
Demzufolge miiflite man eine groBe Anzahl an Messungen an den planaren Membranen

durchfithren, um eine vergleichbare Statistik zu erhalten und den relativ geringen
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Unterschied in den MHK-Werten aufzulosen. Weiter muf3 bedacht werden, dafl die
planaren asymmetrischen Membranen per se relativ instabil, weshalb Experimente an
planaren Membranen sehr zeitaufwendig sind, da eine Vielzahl von Fehlversuchen der
erfolgreichen Prdparation einer Membran vorangehen. Zusitzlich setzt LL32 die

Stabilitdt der Membranen noch deutlich herab.

Ein weiteres interessantes Ergebnis ist dieTatsache, da3 sich LL32 im Bakterientest als
aktiv gegeniiber der Spezies P. mirabilis R45 erwiesen hat und an planaren
asymmetrischen LPS R45/PL-Membranen durch die Induktion von Lisionen ein
membranvermittelter Mechanismus bestétigt werden konnte. Das bei Kaninchen
gefundene Pendant, rCAP18,06.137, erweist sich ndmlich als inaktiv gegeniiber dieser
Spezies und der entsprechend rekonstituierten planaren Membran, was auf das
Vorhandensein einer Substitution mit einem positiv geladenen Zucker zuriickgefiihrt
werden konnte (Gutsmann et al., 1999). Dies ist ein gutes Beispiel dafiir, dal3 trotz
Ahnlichkeit beider Peptide bereits geringe Variationen der Struktur des Peptides und
damit peptidspezifischer Paramter zu einer Anderung der antibakteriellen Aktivitit

fithren konnen.
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Antimikrobielle Peptide (AMP) sind ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems
praktisch aller Organismen. Sie repriasentieren eine erste Schranke, die von pathogenen
Keimen iiberwunden werden muB. Erstes Ziel der AMP ist die Zellmembran des
invasiven Organismus. Im Falle Gram™ Bakterien wechselwirken die AMP zuerst mit
der duBleren Membran (s. 3.2). Diese ist eine asymmetrische Lipiddoppelschicht: die
Innenseite besteht aus einem Phospholipidgemisch, die AuBenseite (dem Extra-
zellularraum zugewandte Seite) besteht aus Lipopolysaccharid (LPS). Als Bestandteil
der 4dufleren Membran hat LPS natiirlich auch einen EinfluB auf das
Permeationsvermdgen der AMP und damit eine zusitzliche Schutzfunktion. Fiir die
Aufkliarung der Wirkmechanismen der AMP ist es wichtig zu wissen welchen Einfluf3

die LPS-Struktur auf die Wechselwirkung mit AMP hat.

Ziel der vorliegenden Arbeit war den Einflul von LPS unterschiedlichen Chemotyps,
insbesondere mit Unterschieden in der Struktur des Kernoligosaccharids, auf die
Wechselwirkung mit dem antimikrobiellen Peptid LL32 zu untersuchen. Die
Peptid/LPS-Wechselwirkungen wurden mit verschiedenen Membranmodellsystemen (s.

Kapitel 4) charakterisiert, mit dem Ziel die folgenden Fragen zu beantworten:

Konnen biophysikalische MeBparameter mit LPS-Strukturparametern korreliert
werden?

LaBt sich eine Korrelation zwischen biologischer Aktivitit und den bio-
physikalischen Eigenschaften der LPS herstellen?

Ist die Lipidzusammensetzung der dulleren Membran Gram Bakterien ent-
scheidend fiir die Sensitivitidt respektive Resistenz gegeniiber AMP, ins-

besondere gegeniiber der Wirkung von LL32?

Bereits frilhere Untersuchungen an Rauhmutanten verschiedener Gram™ Stdmme (S.
typhimurium, S. minnesota, E. coli), kamen zu dem grundséitzlichen Ergebnis, dal die

Sensitivitdt der Bakterien gegeniiber AMP progressiv mit dem Verlust der Kernzucker



6 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick 123

steigt (Rest et al., 1977; Rest et al.,, 1978; Hodinka und Modrzakowski, 1983). In
Untersuchungen neueren Datums wurde neben der biologischen Aktivitdt schlieBlich
auch die Wechselwirkung der Peptide mit LPS untersucht. So zeigten Rana et al. in
biologischen Tests eine differentielle Aktivitdt von Magainin, einem Peptid aus der
Haut des Klauenfrosch, gegeniiber verschiedenen Rauhmutanten von S. typhimurium
(Rana et al., 1991), wobei die Aktivitidt gegeniiber den Rauhmutanten mit langerem
Zucker herabgesetzt war. Aus dem EinfluB, den Magainin auf die Fluiditdt der
Acylketten der isolierten LPS hat, leiteten Rana et al. ab, dal die Sensitivitit von S.
typhimurium gegen Magainin mit zunehmender LPS-Zuckerldnge und abnehmender
negativer Ladung des LPS abnimmt. Einschriankend ist hierzu allerdings anzumerken,
dafl keine klare chemische Strukturanalyse der verwendeten LPS vorlag. Einen
dhnlichen Zusammenhang vermuten Andrd et al. fiir die Aktivitit von NK-2, einem
Fragment von NK-Lysin, einem Peptid aus Abwehrzellen vin Schweinen (Andri et al.,
2004). Die Autoren konnten fiir die Rauhmutanten R595 und R60 sowie die
Wildtypform von S. minnesota in biologischen Tests eine differentielle Suszeptibilitét
gegeniiber der Wirkung von NK-2 nachweisen. Sie untersuchten ferner die Interaktion
von NK-2 mit den isolierten LPS der Stimme und leiten ebenfalls das Ergebnis ab, daf3
die Anzahl der Kernzucker sowie die Ladung des LPS ursdchlich fiir die beobachteten
bakteriellen Suszeptibilititen sind. Gutsmann et al. (1999) konnten einen Einflu3 der
LPS-Struktur auf die Wirkungsweise von rCAP18 (ein bei Kaninchen gefundenes
Kathelizidin, welches eine groBe Ahnlichkeit zum humanen CAP18 aufweist)
nachweisen. Die Autoren fiihrten antibakterielle Tests mit den Tiefrauhmutanten von
E.coli, P. mirabilis und S. minnesota durch. Untersuchungen an den nachgebildeten
duBeren Membranen der Stdmme mit dem Rekonstitutionssystem der planaren
Membranen zeigten, dal} die Resistenz des Stamms P. mirabilis gegeniiber rtCAB18 auf
Substitutionen mit einer positiv geladenen Aminoarabinose am Lipid A-Teil und an

einem der beiden Kdo-Monosaccharide zuriickzufithren ist.

LL32 ist antibakteriell aktiv gegen die S. minnesota Staimme (R595, R4, R7, Rz, RS,
R345 und S-Form) und gegen den Stamm P. mirabilis R45. Die Stimme konnten
beziiglich ihrer Suszeptibilitit gegeniiber der Wirkung von LL32 in zwei Gruppen
eingeteilt werden: R595 =~ R4 = R7 = Rz = R5 > R345 = R60 = S-Form ~ R45 (Bild
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5-4). Die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) zwischen suszeptiblen und weniger
suszeptiblen Stimme unterscheiden sich um etwa eine Grof3enordnung. LPS R45 von P.
mirabilis unterscheidet sich von LPS R595 von S. minnesota nur durch Substitution mit
einer positiv geladenen Aminoarabinose am Lipid A-Teil sowie am ersten Kdo. Es liegt
nahe zu vermuten, dal die Substitution mit Aminoarabinose flir die geringere
Suszeptibilitdt von P. mirabilis R45 gegeniiber LL32 im Vergleich zu S. minnesota

R595 verantwortlich ist.

Das LPS der S. minnesota Rauhmutanten R345 und R60 sowie des Wildtyps (S-Form)
weisen gegeniiber den Stimmen R595, R4, R7, Rz und R5 eine groflere Zahl an

Kernzuckern und zusétzlich die Substitution mit Zuckern in der Seitenkette auf.

Aus dem Vergleich der Suszeptibilitdten der Rauhmutanten von S. minnesota gegeniiber
der Aktivitdt von LL32 einerseits (Bild 5-4) und PMB andererseits (Bild 5-6) ergab
sich, dal LL32 eine geringere antibakterielle Aktivit als PMB besitzt. Aus der
Auftragung der MHK-Werte fiir LL32 und PMB gegen den Parameter Ladung/Anzahl
der Kernzucker kann auf einen Einflufl der Ladung und der Anzahl der Zucker des LPS
auf die antibakterielle Aktivitidt von LL32 und PMB geschlossen werden. Grundsétzlich
gibt es eine Tendenz zu hoheren MHK-Werten mit steigender Zuckerzahl und
steigender negativen Ladung. Eine Substitution am Lipid A-Teil mit einer positiv

geladenen Aminoarabinose fiihrt dagegen auch zu hoheren MHK-Werten.

Die Untersuchungen am Rekonstitutionssystem der planaren asymmetrischen Membran
ergaben, da3 die Zugabe von LL32 auf die LPS-Seite der rekonstituierten LPS/PL-
Membranen zu einer Anderung der Membrankapazitit fiihrte (s. 5.4) unabhingig vom
LPS-Chemotyp. Die Anderung der Membrankapazitit kann auf die Anlagerung von
LL32 an die Membran zuriickgefiihrt werden. In allen rekonstituierten LPS/PL-
Membranen wurde zudem durch die Zugabe von LL32 auf die LPS-Seite auch eine

Lisionsbildung in der Membran induziert (s. 5.4).

Im Rahmen der durchgefiihrten Messungen waren keine Unterschiede festzustellen
beziiglich der durch LL32 hervorgerufenen Anderungen der Membrankapazitit in den
verschiedenen rekonstituierten LPS/PL-Membranen der jeweiligen Stimme sowie

beziiglich der durch LL32 in den LPS/PL-Membranen induzierten Lésionen.
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Die Ausbildung von Lisionen steht im Einklang mit Modellvorstellungen zum
Wirkmechanismus vieler AMP (,,self promoted uptake®, Hancock, 1984). Auch LL32
permeabilisiert die dullere Membran durch Bildung ausreichend grofer Lisionen und
ermOglicht so den Durchtritt weiterer LL32-Molekiile. Durch die duBere Membran
hindurchgetreten, entfaltet LL32 vermutlich an der Zytoplasmamembran seine
eigentliche antibakterielle Wirkung. Die in allen rekonstituierten LPS/PL-Membranen
beobachtete Lidsionsbildung passt zu der Beobachtung, daB3 alle getesteten Gram™

Bakterien abgetdtet werden.

Die Untersuchungen an der Filmwaage zum Einbau von LL32 in die LPS-Monolayer (s.
5.2.1) zeigen ganz generell eine Wechselwirkung zwischen LL32 und den
verschiedenen S. minnesota Rauhmutanten-LPS an. Die durch LL32 induzierten
Flachendnderungen (s. Bild 5-10) in den jeweiligen LPS-Monolayern weisen auf eine
Beteiligung der Ladung als auch der Anzahl der Kernzucker hin. Mit zunehmender An-
zahl der Kernzucker des LPS ist der Platzbedarf von LL32 im LPS-Monolayer geringer.
Dies kann auf eine potentiell groere Zahl an Bindungsmdglichkeiten fiir LL32 in
einem ldngeren Zucker zurilickgefiihrt werden, so daf3 letztlich weniger LL32-Molekiile
in die Grenzfliche interkalieren. Mit steigender Ladung des LPS wéichst der durch
LL32 im LPS-Monolayer eingenommene Platzbedarf, was daran liegt, da3 die groBere
LPS-Ladung zu einer verstirkten Attraktion von LL32 aus der Subphase an den

Monolayer fiihrt.

Die Interkalation von LL32 in LPS-Monolayer deckt sich mit der Tatsache, dafl LL32
mit rekonstituierten LPS/PL-Membranen interagiert und in diesen auch Lisionen

induziert.

Desweiteren fiihrt die Anwesenheit von LL32 zu einer Fluidisierung der Acylketten der
LPS-Aggregate (s. 5.3.3), dabei erhalten die Acylketten mehr Bewegungsmoglich-
keiten, was sich mit einem Einbau von LL32 in die LPS-Aggregate deckt, infolge
dessen es zu einer Aufweitung der Aggregatstruktur kommt. Sowohl Lasionsbildung in
LPS/PL-Bilayern als auch Interkalation in LPS-Monolayer und Fluidisierung der LPS-
Aggregate sprechen fiir den Einbau von LL32 und eine Verdringung der LPS-
Molekiile. Die Abhingigkeit der MHK-Werte von der Ladung und der Anzahl des
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Kernzucker des LPS spiegelt sich in dem Einbau von LL32 in die LPS-Monolayer

wider, wie oben dargelegt.

Die durch LL32 in LPS/PL-Monolayer verursachten Flichenédnderungen sind vergleich-
bar zu in der Literatur veroffentlichten Daten von anderen Kathelizidinen (Gutsmann et

al., 2001).

Die Ergebnisse aus den Experimenten zur Verdrangung von Calcium durch LL32 aus
den LPS-Monolayern scheinen im Widerspruch zu den Einbaumessungen von LL32 in
LPS-Monolayer zu stehen. Wihrend bei dem Messungen zur Interkalation von LL32 in
Monolayer ein Einflull sowohl der Ladung als auch der Anzahl der Kernzucker des LPS
zu beobachten war, zeigte sich in den Experimenten zur Calciumverdringung weder ein
Einflul der Ladung noch ein EinfluB} der Anzahl der Zucker. Die Menge LL32, die fiir
eine 50%ige Verdringung der Calciumionen aus dem LPS-Monolayer benétigt wurde
war fur alle verwendeten S. minnesota Rauhmutanten-LPS praktisch identisch (5.2.2).
Jedoch ist zu beriicksichtigen, dafl die Messungen zur Calciumverdrdngung an einem
Versuchsaufbau gemessen wurden, der keine Fliachenidnderung des LPS-Monolayers
zulieB. Daher wurde bei den Verdrangungsexperimenten ein Startwert von 10 mN/m fiir
den lateralen Druck gewdhlt, um bei den Verdringungsexperimenten die Interaktion
von LL32 mit den LPS-Monolayern nicht durch einen zu hohen Anstieg des
Lateraldrucks zu behindern. Im Unterschied dazu wurde der Einbau von LL32 in die
LPS-Monolayer bei einem konstanten lateralen Druck von 25 mN/m gemessen, so daf3

sich die Ergebnisse beider Messmethoden nicht notwendigerweise vergleichbar sind.

Interessant ist das Ergebnis, daB3 der durch LL32 verursachte Anstieg des lateralen
Drucks am Ende der Verdringungsexperimente praktisch unabhéngig vom verwendeten
LPS gleich war. Bucki et al. (2004) berichteten, dal die Zugabe von LL37, einem 5
Aminosduren ldngeren Peptid als LL32, unter Monolayer, die aus verschiedenen
geladenen und ungeladenen Phospholipiden prépariert wurden, auch stets zum gleichen
Druckanstieg fiihrte. Weiterhin berichten die Autoren, dafl der durch LL37 verursachte
Druckanstieg in den Monolayern abhéngig war von der Peptidmenge und dem lateralen
Druck des Monolayers, bei 40 mN/m verursachte LL37 keinen Anstieg des lateralen

Drucks.
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Die Wechselwirkung zwischen LL32 und LPS-Aggregaten der verschiedenen S.
minnesota Rauhmutanten ist exotherm in der fliissig-kristallinen Phase (s. Tabelle 5-2).
Die auf das Peptid bezogene molare Reaktionsenthalpie fiir diese Wechselwirkung war
fiir alle LPS praktisch gleich grof3 (Bild 5-17). Die Molekularitét n, also die pro LPS
gebundenen Molekiile LL32, nimmt mit der Ladung sowie der Anzahl der Kernzucker
des LPS zu (s. Bild 5-16). Desweiteren wurde eine Abhingigkeit der Molekularitdt n
von dem LPS-Parameter Ladung/Anzahl Kernzucker gefunden. Mit einem ab-
nehmenden Wert des Quotienten Ladung/Anzahl Kernzucker steigt n. Die Entropie der
Wechselwirkung zwischen LL32 und den LPS-Aggregaten der verschiedenen S.
minnesota Rauhmutanten war in allen Féllen negativ (s. Bild 5-17), was einer Zunahme
der Ordnung wiahrend der Reaktion entspricht. Dies kann dadurch erkldrt werden, daf3
die bereits an die LPS-Aggregate angelagerten LL32-Molekiile die weitere Anlagerung
von LL32 behindern.

Die Molekularitit n weist ebenso wie die MHK-Werte eine Abhingigkeit von der
Ladung und der Anzahl der Kernzucker des LPS auf. Einer groeren Molekularitdt n
entspricht somit eine hohere MHK. Das heifit die Zucker stellen eine zusitzliche

protektive Barriere der Bakterien gegen die Peptide dar (Andri et al., 2004).

Die fiir eine Abschirmung des Zetapotentials der LPS-Aggregate bendtigten Mengen an
LL32 zeigen ebenfalls eine deutliche Ladungsabhingigkeit. Mit steigender Ladung des
LPS steigt auch die Menge an LL32, die bendtigt wird, um eine Abschirmung zu
erreichen. Ein Einflu} der Zuckeranteils war in den Messungen zum Zetapotential nicht
festzustellen. Da das Zetapotential nicht gleich dem Oberflichenpotential der LPS-
Aggregate ist, sondern einem Potential in einem bestimmten Abstand von der
Oberfldche entspricht, kann auch nicht unbedingt ein Einflufl der Zuckerstruktur auf die
zur Abschirmung bendtigte LL32-Menge erwartet werden. Hier kann somit davon
ausgegangen werden, daB3 die Messungen zum Zetapotential rein durch Ladungs-
wechselwirkung bestimmt werden. Die Anlagerung von LL32 an der Oberfldche fiihrt
zu einer Reduktion des in die Losung présentierten elektrostatischen Potentials und

damit auch des Zetapotentials.
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Sowohl die Ergebnisse aus den kalorimetrischen Messungen (Molekularitdt, s. oben) als
auch die Messungen zum Zetapotential zeigen eine Abhédngigkeit der Interaktion
zwischen LL32 und den LPS-Aggregaten von der Ladung des LPS. Ferner ist auch der
Einbau von LL32 in die LPS-Monolayer von der Ladung des LPS abhingig. Die
biologischen Daten zeigen ebenfalls eine, wenn auch nicht so stark ausgeprigte
Abhingigkeit von der Ladung des LPS. Die zentrale Rolle der Ladungen fiir die
Wechselwirkung zwischen AMP und Membranen ist fiir viele andere Peptide

beschrieben (Papo und Shai, 2003).

Die beobachteten CD-Spektren des Peptids LL32 in Anwesenheit von S. minnesota
LPS-Aggregaten (s. Bild 5-22) ergeben sich vermutlich aus einer Mittelung iiber die
verschiedenen Sekundirstrukturen, die LL32 im System annimmt: es sind dies die
Strukturen von ,,freiem* LL32 in der Subphase und die Strukturen, die LL32 an der
Oberflache der LPS-Aggregate annimmt. Beim Vergleich der CD-Spektren von LL32 in
Anwesenheit verschiedener LPS Chemotypen fillt auf, da diese sich kaum
voneinander unterscheiden. In Anwesenheit von LPS R7- und LPS R60-Aggregaten
sind die CD-Spektren von LL32 praktisch identisch, wihrend in Anwesenheit von LPS
R595-Aggregaten im CD-Spektrum des Peptids eine etwas ausgeprigtere Bande bei
~210 nm zu beobachten ist. Aus den CD-Spektren sowie den anderen Messdaten geht
die Position von LL32 beziiglich der LPS-Aggregatoberflache nicht eindeutig hervor.
Fiir eine Néhe zur hydrophoben Kohlenwasserstoffphase spricht die bathochrome
Verschiebung der Absorptionsbanden sowie der Einbau von LL32 in LPS-Monolayer.
Die aus den kalorimetrischen Messungen gewonnenen Molekularititen fiir die
Interaktion zwischen LL32 und LPS-Aggregaten lassen vermuten, dafl im Vergleich zu
LPS R7- und LPS R60-Aggregaten der Anteil der nicht an Aggregate gebundenen
LL32-Molekiile fiir LPS R595-Aggregate grofler ist und so die ausgepréigtere Bande bei
~210 nm im CD-Spektrum verursacht. Gebunden an LPS zeigt LL32, unabhéngig vom
jeweiligen Chemotyp, stets ein vergleichbares CD-Spektrum. und befindet sich somit
prinzipiell in den Aggregaten verschiedener LPS Chemotypen in vergleichbarer

Umgebungen.
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Fiir eine Position von LL32 in der Grenzschicht, zwischen den Lipidmolekiilen, mit
Kontakt zur hydrophoben Phase spricht ferner eine Studie mit LL37 (Henzler Wildman
et al.,, 2003). Die Autoren konnten zeigten, daBl sich LL37 in Gegenwart von
Phospholipiden nahe der hydrophoben Kohlenwasserstoffphase authilt, wobei die
hydrophoben Aminosédurereste in die Kohlenwasserstoffphase eintauchen und die

hydrophile Molekiilseite Kontakt zu den polaren bzw. geladenen Lipidkopfgruppen hat.

Die kubisch unilamellare Struktur der LPS-Aggregate von LPS R595 und LPS R60
anderte sich in Anwesenheit von LL32 zu einer multilamellaren Struktur (s. 5.3.5). In
der kubisch unilamellaren Phase ist die Molekiilkonformation des LPS (bzw. des Lipid
A-Teils) konisch (s. 4.3.7), mit unterschiedlichem Platzbedarf der Kopfgruppe und der
Acylketten. Die Lamellarisierung der LPS-Aggregate durch LL32 spricht dafiir, daf3
sich das Peptid in die Aggregatstruktur einbaut. Dabei kommt es zu einer Aufweitung
der LPS-Aggregate im Kopfgruppenbereich und die Membrankriimmung éndert sich.
Den entstehenden LPS (Lipid A)/Peptid-Komplexen kann dabei eine effektive
zylindrische Molekiilkonformation zugeschrieben werden, aufgrund derer es zu der
Lamellarisierung kommt. Die Rontgenbeugungsdaten decken sich mit den
Einbaumessungen an LPS-Monolayern (s. 5.2.1), die zeigen, dal LL32 in die
Monolayer interkaliert und dabei die LPS-Molekiile verdrangt. Der Einflul von LL32
auf die Fluiditdt der LPS-Aggregate (s. 5.3.3) spricht ebenfalls fiir einen Einbau von
LL32 in die LPS-Aggregate und eine Aufweitung der Aggregatstruktur. Auch die durch
LL32 induzierte Lésionsbildung in asymmetrischen planaren LPS/PL-Membranen (s.
5.4) bedeutet, daB LL32 beim Einbau in den Bilayer die LPS-Molekiile verdringt.
Uberdies decken sich die Ergebnisse zum Einfluss von LL32 auf die LPS-
Aggregatstruktur mit Befunden fiir LL37. Henzler Wildman et al. (2003) haben
nachgewiesen, daBl die Anwesenheit von LL37 zu einer Anderung der Kriimmung der
Membranoberfliche von Lipidvesikeln fiihrt. Ferner bedeutet die Lamellarisierung der
LPS-Aggregate durch LL32, dal die immunstimulatorischen Eigenschaften des LPS
inhibiert werden (s. 3.3.2). Dies ist in Ubereinstimmung mit der beobachteten
Lamellarisierung von LPS-Aggregaten durch ander Peptide, wie z. B. Lactoferrin

(Brandenburg et al., 2001), PMB (Brandenburg et al., 2002) oder NK-2 (Andri et al.,
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2004), und der daraus resultierenden Inhibierung der Immunzellstimulation durch das

LPS.

Im Folgenden wird ein Modell der LL32/LPS Wechselwirkung vorgestellt, dal im
Einklang mit den in dieser Arbeit gezeigten Daten steht (Bild 6-1).

€y o 7 4
Subphase — m—— M.' { Paib

Poberflé'\c he

hydrophile
Oberflache

e AP T 00 0 AP

Bild 6-1: Modell zur Wechselwirkung des Peptids LL32 mit einer LPS-Membran-
oberflache.

Es konnen verschiedene Bereiche unterschieden werden: die Volumenphase
(Subphase), eine hydrophile Oberfldchenschicht, deren Ausdehnung im wesentlichen
durch die Linge des LPS-Kernoligosaccharids bestimmt wird. Es folgt die Grenzfldche,
die die hydrophobe Phase der Acylketten von der hydrophilen Phase der Kernzucker
abtrennt. Die genannten Acylketten bilden den vierten Bereich. Im Rahmen dieses
Modells findet die Wechselwirkung von LL32 mit LPS-Membranen im wesentlichen in
zwei Schritten statt. Zundchst erfolgt eine Anlagerung (Anreicherung) von LL32 an die
hydrophile Oberfldche, was im Prinzip einer Adsorption an eine Oberflédche entspricht.
Die Adsorption wird durch ein erstes Gleichgewicht charakterisiert und ist abhidngig
von der Ladung (Attraktion), die die Oberflidche in die Subphase priasentiert und damit
von der Ladung des LPS. In einem zweiten Schritt lagert sich LL32 dergestalt in die
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Grenzflache ein, dal hydrophobe Aminosédurereste in die hydrophobe Phase eintauchen
(sogenannter nichtklassischer hydrophober Effekt). Der zweite Schritt wird durch die
Grenzflachenaktivitdt des LL32 bestimmt sowie der Struktur des Kernoligosaccharids

der LPS und kann durch ein zweites Gleichgewicht charakterisiert werden.

Aus den CD-Spektren ergibt sich fiir LL32 eine a-helikale Struktur, die in Anwesenheit
von LPS-Aggregaten etwas stirker ausgeprigter scheint. Nimmt man foglich fiir LL32
eine ideale a-helikale Struktur an, so ergibt sich die Lénge des Peptids zu 4,8 nm
(0,54 nm/3,6 Aminoséuren). Fiir LPS kann die Lange aus den lamellaren Periodizitdten
der LPS-Aggregate abgeschitzt werden. Fiir LPS-Aggregate wurden Periodizititen von
6 bis 8,8 nm bestimmt (Seydel et al., 1993b). Unter Vernachldssigung der
Wasserschicht entspricht die Ausdehnung einer Seite der Lipiddoppelschicht in etwa
der halben lamellaren Periodizitdt. Nimmt man ferner die Lénge der Acylketten zu 2 nm
an, erhdlt man fiir die Lidngen der Kernzucker der LPS Werte von 1 bis 2,4 nm
(entsprechend LPS R595 und LPS R60). Das Peptid LL32 hat also ungefdhr die
zweifache Lénge der Kernzucker der LPS. Dies bedeutet, dal bereits eine geringe
Neigung von LL32 gegeniiber der Membranparallelen ausreicht, um die hydrophile
Schicht (Kernzucker der LPS) zu durchspannen. Beriicksichtigt man weiter, daf3 das N-
terminale Ende von LL32 durch die hauptsdchlich hydrophoben Aminosduren einen
hydrophoben ,,Finger* bildet, so ist durchaus vorstellbar, da3 dieses Ende z. T. Kontakt
zur hydrophoben Phase hat, wihrend sich ein grofler Teil des Molekiils von LL32 noch
an der Oberfliche befindet. LL32 wird sich also nicht nur ausschlieBlich an der

Oberflache oder ausschlieBlich in der Grenzschicht finden.

Es kann daher wie folgt zusammengefasst werden. Es wurde gezeigt, da} die als
Modellstimme dienenden Rauhmutanten von S. minnesota eine unterschiedliche
Suszeptibilitdt gegeniiber der Wirkung von LL32 aufweisen. Weiter wurde eine Ab-
héngigkeit der MHK-Werte von LL32 gegen die S. minnesota Rauhmutanten von dem
Parameter Ladung/Anzahl der Kernzucker des LPS gefunden. Daraus und aus fritheren
Untersuchungen folgte die Interpretation, daB3 fiir den Verlauf der Suszeptibilitdten der

Modellstamme deren LPS-Struktur verantwortlich ist.
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Es wurden biophysikalische Untersuchungen zur Charakterisierung der Wechsel-
wirkung zwischen LL32 und den isolierten LPS der Modellstimme durchgefiihrt. Die
biophysikalischen Parameter konnten mit Strukturparametern der LPS korreliert
werden. Der Einbau von LL32 in LPS-Monolayer zeigte eine Abhdngigkeit sowohl von
der Ladung als auch der Anzahl der Kernzucker (s. Bild 5-10), wobei der Einbau von
LL32 in den LPS-Monolayer um so geringer war, je mehr Zucker das LPS triagt und
sein Einbau um so groBer war, je mehr Ladungen das LPS besitzt. Die aus
kalorimetrischen Messungen gewonne Molekularitét (s. Tabelle 5-2) zeigte ebenfalls
eine ausgesprochene Abhingigkeit von sowohl der Ladung als auch der Anzahl der
Zucker der LPS (s. Bild 5-16), und auch die Ergebnisse aus den Messungen zum
Einflul von LL32 auf das Zetapotential der LPS-Aggregate zeigten eine Abhingigkeit
von der Ladung der LPS (s. Bild 5-20). LL32 zeigte einen Einflul} auf die Fluiditét der
LPS-Aggregate (s. Bild 5-21) und &nderte die LPS-Aggregatstruktur von nicht-lamellar
zu lamellar (s. Bild 5-23). Dies entspricht einer Interkalation von LL32 in die LPS-
Aggregate und steht im Einklang mit dem Einbau von LL32 in LPS-Membranen. Die
Lamellarisierung der LPS-Aggregate bedeutet weiter, da LL32 die biologische
Aktivitit von LPS inhibiert (s. 3.3.2). Die Messungen an den rekonstituierten
asymmetrischen planaren Membranen zeigten, da3 LL32 in allen LPS/PL-Membranen
Lisionen induzierte (s. 5.4). Die Lisionsbildung steht im Einklang mit der Vorstellung
des ,self-promoted-uptake” und erklart die Suszeptibilitit der S. minnesota

Rauhmutanten gegeniiber LL32.

Die Abhingigkeit der MHK-Werte der verschiedenen S. minnesota Stimme von der
Ladung und der Anzahl der Kernzucker ihres LPS (ausgedriickt in dem Parameter
Ladung/Anzahl Kernzucker) spiegelt sich also in den verschiedenen biophysikalischen

Parametern wieder.

Gegenwirtig werden die Wechselbeziehungen der biophysikalischen MeBparameter
untereinander und mit den biologischen Aktivititen mit Hilfe eines neuronalen
Netzwerks untersucht. Der gro3e Vorteil neuronaler Netzwerke liegt darin, da3 mit ihrer
Hilfe nichtlineare Beziehungen zwischen den Objekten (biologische und bio-

physikalische MeBparamter) aufgefunden werden kénnen. Die ersten Ergebnisse sind
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vielversprechend, jedoch sind die Rechnungen wihrend der Niederschrift der vor-
liegenden Arbeit noch nicht beendet, so dall hier noch nicht abschlieBend dariiber

berichtet werden kann.
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7.1 Substitutionsmuster der S. minnesota LPS

o 0]
-

MY -
mmmeoes’

@

s -

(0]
Chemotyp S-form Ra |Rb, |Rc |Rd4/P |Rda |Re Lipid A
{Stamm) (R60)|(R345)|(RS) |(RT) _|(R4) | (R59S)
Rd4y/P
{Rz)
' Monosaccharid, ' Heptose, @j Ghicosamin, D 2-Hete-1-Decsyakianat (Hdo),
&  Phosphal = 1 Ethamolansin, ——fi—— | Felbaburousiis

R595 R4 R7 Rz RS R345 Rl
Salzform TEN] TEN] TEN]TTEN[ TEN[  TEN|  TEN
Masse 2238 2430 2622 284 2784 354 3826
T, "C 297 302 il.b 353 34,3 35,3 a7
1 L-Arag 3i-501 0 { L] { 0 0]
2 Hep 0 [EEL 106 1043 | 10 [REY | (36
3 Hep 0 0 1o L] 100 100 100
4 Hep 0 0 4] 0 0 1) 100
5 Gle {l 0 0 0] 100 1) 100
8 Ga 0 0 (0 0| i 25 [LH) 1030
7 Gal i L 0 0 s%25% 100 100
B Gic { 0 4] 1] 0 { 100
1 P-Ein 15 1] 0 0 0 0 B
1P {l 0 10 1040 10 30 100
2 P-Etn l 1] il ol | 3 14} | (i
2P {l 1 i 30 0 0 100
3 P-Efn 0 ] 4] L 0 0 40
Tetra 14 7 I 36| 6 13 45
Pemta 1} Il 0] 28| _6] 13 12
| Hexa 57 43 49 28| 63 63 30
Hepla 17 43 32 8 25 10 12
Melioladung 3.6 4 4.1 53| 4.1 4.8 [

Tabelle 7-1 Substitutionsmuster der S. Minnesota LPS. Die Bezeichnungen Tetra, Penta
etc. beziehen sich auf die Zahl der Fettsduren am Lipid A. Bei Masse ist das Molekular-
gewicht des Hexaacyl-LPS (s. Bild 7-1) angegeben. ® An Position 5 oder 6 zu 25%
vorhanden.
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7.2 Ubersicht tiber die vorkommenden Lipid A-Strukturen

Hepta Hexa
@) (@) (@) (@)
o oo 6
Penta Tetra

@) (@) @) (@)

Bild 7-1 Vorkommende Substitutionsmuster des Lipid A-Teils. Die eingekreisten Zahlen
geben die Zahl der Kohlenstoffatome der Fettsdure an.
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