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Kurzdarstellung

Kurzdarstellung

Die Lipidmatrix der &ufReren Membran Gram-negativer Bakterien dsie
asymmetrische Lipiddoppelschicht mit Phospholipiden auf der Innen- und
Lipopolysacchariden (LPS) auf der Auf3enseite. In der vorliegendent Avivd mit

Hilfe  elektrischer und optischer Untersuchungen an einem planaren
Rekonstitutionssystem fur diese Membran gezeigt, welchen EinfluB di
Zusammensetzung der Lipidmatrix auf Eigenschaften und unterschediunktionen

der Membran — zum einen als Tragermatrix fur bakterielle Mangyoteine und zum
anderen als Barriere fur antimikrobielle Peptide der ImmunabdehWirts — hat. Im
Mittelpunkt stand dabei stets die Rolle des LPS, insbesondere dasdegrstruktur

und effektive negative Ladung.

Am Beispiel des Phosphoporins vdescherichia coli, einem bakteriellen
Membranprotein, konnte nachgewiesen werden, dald insbesondere die Siasktur
Zuckerteils von LPS einen starken EinfluR auf die Porenbildung durcinePbat,
wobei die Porenbildungsrate mit langer werdendem ZuckerteilLB&s steigt. Des
weiteren konnte fir ein kationisches antimikrobielles Peptid ausFderilie der
Kathelizidine gezeigt werden, dal3 eine Reduzierung der effektiveativeag Ladung
des LPS durch positiv geladene Zuckergruppen zu einer verringerterogiaischen
Wechselwirkung zwischen dem Peptid und dem LPS und somit zu einer iRachldt
An- bzw. Einlagerung des Peptids fuhrt. Durch diesen Mechanisndsewie Lipid-
vermittelte Resistenz beschrieben. Erste fluoreszenzmikroskopistbesuchungen an
dem Rekonstitutionsmodell der auReren Membran ergaben bemerkenBeientee:
Domaénen, die in der LPS-Monoschicht deutlich erkennbar waren, wurden derch di
Anlagerung der Phospholipidgegenseite aufgeltst. Dieses Ergelmansteert, daf?
zwischen den Dbeiden Monoschichten der Lipiddoppelschicht eine starke

Wechselwirkung besteht.

viii



Abstract

Abstract

The lipid matrix of the outer membrane of Gram-negative bacteren asymmetric
bilayer composed of a phospholipid inner leaflet and a lipopolysaccHaf® outer
leaflet. In the present study, electrical and optical measenmts on a planar
reconstitution system of these membranes were performed totsbamfluence of the
composition of the lipidmatrix on properties and functions of the membraore the
one hand as a matrix, in which bacterial membrane proteinsrdredeed, and on the
other hand as a barrier for antimicrobial peptides of the immustersyof the host. The
focus was mainly directed on the role of LPS, in particular thectsire of its sugar
moiety and its net negative charge.

It could be shown exemplarily for the phosphoporin fi6cherichia coli that LPS — in
particular the structure of the sugar moiety — has a strong nc#uen the pore
formation by porins. In general, the pore formation rate increasedneiteasing length
of the sugar moiety of LPS. Furthermore, it could be shown fatianic antimicrobial
peptide of the cathelicidin family that a reduction of the ngatiee charge of LPS by
positively charged sugar groups leads to a decrease ofleéb&ostatic interaction
between the peptide and LPS and, thus, causing a reduction of the adomnauretor
intercalation of the peptide. A very remarkable result was mddaifrom first
fluorescence microscopic experiments on the reconstitution syefeitine outer
membrane: domains, which were clearly visible in the LPS-mongldisappear after
adding the opposing phospholipid-monolayer, indicating a strong interactimedret

both side of the lipid bilayer.



1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Die Zellhille Gram-negativer Bakterien besteht aus einer eénndviembran mit
vorgelagerter Peptidoglycanschicht, die von einer weiteren, der eiuBaéembran,
umschlossen sind. Wéahrend die innere Membran aus einem Gemisclchietdicher
Phospholipide aufgebaut ist, ist das Hauptmerkmal der &ufRReren Membean ihr
Asymmetrie: lediglich die Innenseite besteht aus Phopholipiden, ukerfseite wird

von einem Glycolipid, in der Regel einem Lipopolysaccharid (LPS),ldgbiLPS
besteht aus einem Membrananker, dem Lipid A, und einem Zuckextebler Lange.

LPS hat somit als Bestandteil der dul3eren bakteriellen MemimmarFenktion im
Sinne einer Erhdhung der Barriereeigenschaften der Membran uAdgstfsort fur
Peptide des Immunsystems des Wirts und fur antimikrobielle Wifkst@Gleichzeitig

hat LPS aber auch eine biologisahrkung . Gelangen Bakterien in die Blutbahn des
Wirts und freigesetztes LPS interagiert mit den Immunzellemn es diese zur
Produktion und Ausschittung von sogenannten proinflammatorischen Zytokinen
aktivieren. Dies steht am Anfang der Gram-negativen Sepkit/@Bgiftung), die auch
heute noch eine der haufigsten Todesursachen auf Intensivstationen darstellt

In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe elektrischer und sgiter
Untersuchungen an einem Rekonstitutionssystem der aul3eren Membran Gravemegat
Bakterien zur Beschreibung ddtfunktion beigetragen werden. Dabei wurde die
Membran auf ihre Hauptkomponente, namlich die Lipidmatrix, reduzied. s&hr
leistungsfahiges Modellsystem haben sich planare Membranen hestallsgdie aus
zwei unabhangig voneinander praparierten Lipidmonoschichten dargestelény Nur
diese Methode ertffnet die Mdoglichkeit, Messungen an asymmetrisglagaren
Membranen durchzufuhren. Sie kommt somit dem natirlichen System ldeuiher
als es beispielsweise bei Untersuchungen an Lipidvesikeln, die bisietmggezielt
asymmetrisch hergestellt werden kénnen, oder Lipidmonoschichtemudieine der
beiden Lipidschichten darstellen, der Fall ist.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war das in der Laborgruppe Bikphys
am  Forschungszentrum Borstel bereits seit einigen Jahren ieg&bl
Rekonstitutionssystem der planaren Lipiddoppelschichten. Dieses Sysbdte
weiterentwickelt und um zusatzliche MelRparameter erweitegtden, um die

Mdglichkeit zu schaffen, eigene biologische Fragestellungen zu beagmwartd

1



1. Einleitung und Zielsetzung

gleichzeitig die mef3technischen Grundlagen fur eine Vielzahl igeiténtersuchungen
zu schaffen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Rolle der Lipidmdin die
Ausbildung von Poren durch bakterielle Membranproteine, die Porine, wctiers
Porine bilden in der auReren Membran wassergeflllte Kanale undbemlgdomit den
Transport von Molekilen bis zu einer relativen Molmasse von ca. 600 Dzeritrum
des Interesses stand insbesondere der Einfluld des LPS-Zuckéntedlsr Literatur
werden eine Vielzahl von Prozessen in der Porinbiogenese besohmgbelurch die
Anwesenheit von LPS beeinflu3t bzw. deutlich beginstigt werden. Zudeth wi
beschrieben, dal3 Porine bei Bakterien, die LPS mit einem kurzekerait
exprimieren, in geringerer Anzahl in der duReren Membran vorliegehealsolchen
Bakterien, die LPS mit einem langen Zuckerteil exprimieren.Klémung der Frage, ob
die LPS-Zuckerstruktur einen wesentlichen Einflu? auf die Biegeerer Porinkanale
hat, wurde die Anderung der Porin-induzierten Leitfahigkeit planarer
Lipiddoppelschichten in Abhéangigkeit von der Lange des Zuckerteils LdRS
untersucht.

Die &ulRere bakterielle Membran hat zudem eine wiclkigetion als Barriere
gegen antimikrobielle Substanzen. Es gibt verschiedene Hinweiserdutedsur, dal?
auch hier die Zuckerstruktur und insbesondere die negative Ladungpitke bei der
Wechselwirkung mit positiv geladenen Peptiden/Proteinen eine gacRolle bei der
Permeabilisierung der Membran spielt. Hier sollte beispielfiaftzwei prominente
Vertreter der Klasse der antimikrobiellen Peptide, der Kaideliz und der Defensine,
durch die Messung der Peptid-induzierten Anderungen der Membrankapazitder
intrinsischen Membranpotentialdifferenz planarer Lipiddoppelschictekldug werden,
welchen EinfluB die Lipidmatrix — insbesondere deren Ladung - auf die
Wechselwirkung mit den Peptiden hat. Dies konnte zur Klarung dendnesmen von
lipidvermittelter Resistenzbildung beitragen.

Biologische Membranen bestehen aus einer Vielzahl (physiko)sblemi
unterschiedlicher Lipide und Proteine, die sich nicht zwangslaufig hommigchen.
Vielmehr kommt es zur Ausbildung von Lipid- und auch Protein-Lipid-Domanen.
Bekannt ist zum Beispiel die Ausbildung von Sphingomyelin- und Cholestcblen
Lipid-Rafts in eukaryotischen Zellen, deren Beteiligung an eia&izahl von
biologischen Prozessen diskutiert wird. Uns interessierten in di@ssammenhang

besonders Doménen unterschiedlicher Fluiditat in LPS-Monoschichten und

2



1. Einleitung und Zielsetzung

asymmetrischen LPS/Phospholipid-Doppelschichten. Um diese Doménepasizht
machen, wurde das System der planaren Membranen um einen
fluoreszenzmikroskopischen Aufbau erweitert und fluoreszenzmarkigige in die
Membran eingebracht. Dieses System wurde neu etabliert umel Elsssungen

durchgefuhrt.



2. Biologische und biochemische Grundlagen von
Lipidmembranen und Membranlipiden

2. Biologische und biochemische Grundlagen von

Lipidmembranen und Membranlipiden

In den folgenden Abschnitten werden zunachst die grundlegenden biologischen und
biochemischen Grundlagen erlautert, die fir das Verstandnis didseit notwendig

sind. Im Mittelpunkt steht dabei der Aufbau der Zellhille sowie dieiiSchaften und

die Struktur der fur diese Arbeit wichtigen Membranlipide. Der Schwerpumjttdabei

auf dem LPS, das auf Grund seiner chemischen Struktur und biophgsikalis
Eigenschaften eine wichtige spezifische Erkennungsstruktantimikrobielle Peptide
darstellt. Auf Struktur und Eigenschaften der in dieser Arbeit urntbten
Proteine/Peptide — sowohl Membranproteine als auch Peptide der humanen

Immunabwehr — wird in den entsprechenden Kapiteln (5 und 7) naher eingegangen.

2.1. Aufbau der Zellhtlle

Die kleinste Organisationseinheit des Lebens, die zu Stoffwechsel
Selbstreproduktion fahig ist, ist die Zelle. Generell unterschemah zwischen
prokaryotischen und eukaryotischen Zellen. Wéahrend die eukaryotische ZZeh
einen von einer Zytoplasmamembran umgeben und zum anderen im Innetkn dur
Membranen in unterschiedliche funktionale Einheiten kompartimentigrtisis die
prokaryotische Zelle lediglich von mindestens einer Membran umgebemunderen
nicht weiter kompartimentiert. Periphere und integrale Membragipegewahrleisten

— neben den passiven Transportprozessen — den Transport von Nahrstoffen in das Innere
der Zelle bzw. des Zellkompartiments, sowie den Abtransport von Abfallprodulésn. D
weiteren dienen membrangebundene Proteine zur Weiterleitung von Sigmadee
Zelle und zur Kommunikation von Zellen untereinander.

Obwonhl die eine Zelle unschlieBende Membran quasi ihre grof3te Oeganell
darstellt, blieb Aufbau der Membran lange Zeit ungeklart. Eitegrslodell lieferten
Groter und Grendel im Jahre 1925, ausgehend davon, dal3 die Membran eine
kontinuierliche Kohlenwasserstoffphase enthalt, die von den apolaren, hydrophobe

Fettsaureketten der Membranlipide gebildet wird. Die hydrophilen, rgola



2. Biologische und biochemische Grundlagen von
Lipidmembranen und Membranlipiden

Kopfgruppen der Lipide zeigen dabei nach aul3en. Vervollstandigt wursksdodell

im Jahre 1935 von Danielli und Davson, indem diese zusatzlich zu den Lugielen
Membranproteine in ihr Modell mit einbezogen. Dabei gingen sie davgndald diese

von beiden Seiten an die Membran angelagert sind. Ein gangiges | Miatel
Zellmembran stammt von Nicolson und Singer aus dem Jahre 1972. Essist da
sogenannte Fluid-Mosaic-Modell, das eine freie laterale Ddfusiansmembraner und

membranassoziierter Proteine in der flissig-kristallinen Lipiddoppelsichilaubt.

2.1.1. Die bakterielle Zellhille

Die bakterielle Zellhille besteht im wesentlichen aus ddo@gsmamembran und
einer vorgelagerten Peptidoglycanschicht (Murein-Sacculus). Bam@egativen
Bakterien, z. B.Escherichia coli (E. coli), Proteus mirabilis (P. mirabilis) oder

Salmonella enterica serovar Minnesota §( minnesota), ist die Dicke der
Peptidoglycanschicht deutlich geringer als bei Gram-positivereBakt dafir besitzen
sie aber eine zweite, der Peptidoglycanschicht vorgelagemehda (Abb. 1), die sich
durch eine starke Asymmetrie in der Lipidzusammensetzung alseeiftugtenberg
und Van Alphen, 1983). Da in dieser Arbeit die Gram-negativen Baktemnen
Vordergrund stehen, wird im folgenden auf eine detaillierte Bedunhrgider Gram-

positiven Zellhille verzichtet.

Bakterium Zellhtlle
Phospholipid
Peptidoglykan ——! s
Protein 0 %

Lipopolysaccharid
(Glycolipid)

<4———Omp A Protein

) V) Omp F/C Protein
i/
) — PhoE Protein

(Porin)

) Escherichia coli

)
© 5]
55,5 S
%) [
oslBles| EBE
=2l | =0
O El-|2E| o
cC Vlo =) 235
E=:la <=l On

Abb. 1: Schematischer Aufbau der Zellhille Gram-negativer Bakterien.
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Die innere Membran Gram-negativer Bakterie besteht ebensdi@itnenseite der
aulBeren Membran im wesentlichen aus den Phospholipiden (Kapitel 2.2.1)
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerol (PG) und Diphosyplgitakrol
(DPG, auch Cardiolipin genannt). Im Fall der Gram-negativen Sp&alesonella
enterica serovar Typhimurium liegen diese Lipide in einem molaren
Mischungsverhdltnis von PE:PG:DPG = 81:17:2 vor (Osborn et al., 1972). Diese
Phospholipidmischung (PL) wurde eingesetzt um die Lipidmatrix deenseite der
auReren Membran im planaren Rekonstitutionsmodell darzustellen éieheKapitel

4.1 und Wiese und Seydel, 2000).

Die Aullenseite der aul3eren Membran Gram-negativer Bakterien waird
Glycolipiden, in der Regel LPS (Nikaido und Vaara, 1985) (Kapitel 2.2 3)dge. In
einigen Spezies, wie zum Beispiel im Falle \@hingomonas paucimobilis kann es
aber auch ein Glycosphingolipid (Kawahara et al., 1991) sein. Gelaingse Bakterien
durch Wunden oder durch Erkrankungen der inneren Organe in den Blutkreislauf, so
kann das LPS beim Wachstum bzw. der Teilung oder durch den Einflud der
Immunabwehr des Wirtes bzw. den Einsatz von Antibiotika freigeset&rtden.
Freigesetztes LPS stimuliert Zellen des Immunsystermsbesondere mononukleare
Zellen wie Monozyten und Makrophagen — zur Produktion und Freisetzung von
endogenen Mediatoren, die zum Krankheitsbild der bakteriellen Blutvergif8epsis)
fuhren koénnen. Trotz hoher hygienischer und medizinischer Standards ishadeh i
heutigen Zeit in Europa und den USA die bakterielle Sepsis @meh&aufigsten
Todesursachen auf Intensivstationen. Etwa 40% aller an Sepsasiledn Patienten
erleiden einen septischen Schock, der in etwa der Halfte derzZu@th Tode fuhrt. Auf
Grund dieser Eigenschaften wird LPS auch als Endotoxin bezeichnet. Die
Minimalstruktur, die zum Krankheitsbild der Sepsis fuhrt, ist dgsdLA. Daher wird
dieses auch als ,endotoxisches Prinzip“ des LPS bezeichnet. aBis sthd viele
Prozesse, die im Krankheitsbild der Sepsis eine Rolle spielen,unvehnstanden, aber
auch die Wirkmechanismen von Substanzen, die als Therapeutika geg8apdie
wirken, sind nur in geringem Mal3e bekannt.

Eingelagert in diese aufere Membran sind unter anderem die sogenannten
Porine (Kapitel 5.1). Sie haben die Aufgabe eines molekularen Sielassden
Transport von Nahrstoffen und Abfallprodukten durch die &uf3ere Membran

ermdglichen (Nikaido und Vaara, 1985).
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2.1.2. Die Membran der eukaryotischen Zelle

Die Zellen hoher entwickelter Lebewesen sind wesentlich stéikeh intrazellulare
Membransysteme kompartimentiert als Bakterienzellen. Membii#memmehmen somit
auch innerhalb der Zelle eine Vielzahl wichtiger Funktionen. Die dosensetzung der
Membran eukaryotischer Zellen spielt in dieser Arbeit ledigfitr die Untersuchung
zytotoxischer Effekte antimikrobieller Peptide eine Rolle. Edesotlaher hier nur
einige wesentliche Grundlagen dargelegt werden.

Hauptbestandteil der  Lipiddoppelschicht sind auch  hier die
Glycerophospholipide. Wahrend das Vorkommen von PE und PG fur die bakterielle
Membran charakteristisch ist, sind in héheren Pflanzen und Tierendeesd?C und
PE anzutreffen (Lehninger, 1983). Einen groReren Anteil am Geégiaigéhalt haben
aber auch Sphingophospholipide (Kapitel 2.2.2), insbesondere das Sphingomyelin
(SM). Der Anteil an Sphingomyelin betragt je nach Zelltypsoen 2 und 15% des
Gesamtlipidgehalts. Ein weiterer wichtiger Bestandteil das Cholesterol (Chol)
(Kapitel 2.2.4), sein Anteil betragt bis zu einem Viertel des Lipidgehalts.

Es mul? erwahnt werde, dald auch die Membran eukaryotischer Zeltgn nic
symmetrisch aufgebaut ist. Fir humane Erythrocyten konnte geweiden, dald SM
etwa 42% der AuRenseite und nur 4% der Innenseite ausmacht. Aherliéiit\es sich
mit PC. Im Gegensatz dazu macht der Anteil an PE auf dendeite etwa 48% aus,

wahrend es auf der Auf3enseite nur zu 7% zu finden ist (Zachowski, 1993).

2.2. Chemische Struktur von Membranlipiden

2.2.1. Glycerophospholipide

Phospholipide sind — wie bereits erwahnt — die Grundbausteine der Lipidaédr
biologischen Membranen. Besonders haufig sind die Glycerophospholipideterertr
Sie bestehen aus einem hydrophoben Fettséaureteil - in der Regedn ein Glycerin
veresterte Fettsduren - und aus einer phosphathaltigen polaren Kopf(pappell et
al., 1986), die Uber eine Phosphodiesterbindung an den Glycerinrest gebuigdbh.ist
2).



2. Biologische und biochemische Grundlagen von
Lipidmembranen und Membranlipiden

A Kopfgruppe
R
|
O=p— i
(ID R: 0—CH~CH—CH,0oH Phosphatidylglycerol
H 1
H2(|2— G—CH,
o) o) i i
i I R: O=CH— CHZ_NH@ Phosphatidylethanolamin
o=cC c=0
B  Diphosphatidylglycerol C Diphytanoylphosphatidylcholin
¢@
(I)—CHZ— CHZ—I\II =CH,
o=p—0® CHs
OH !
| H 1
Hzlc_(I:_C\Hz H,C C=CH,
Lo (') (')
i
H o % H c c
H,C—— C—CH, CHg= C=——CH, CH,= !! g_cm
| | | 1 1
(I) o o o (CI:Hz)z (Clin)
OmC g:-o o-!: cl - 0 CH,=C=H H=C==CH
1
(CH.), (CH,)
1
CHy=C=H He= C=CH
(CH,), (CH)
CHy= C=H He= C=CH
1 1
CH CH

Abb. 2: Struktur in dieser Arbeit verwendeter Phospholipide.

Bei naturlichen Phospholipidextrakten liegt in der Regel eine Migckon, in der die
Fettsauren in Lange und Sattigungsgrad variieren. Die Langeettsdureketten kann
in einem Bereich von C:12 bis C:24 variieren, wobei der Anteil der Sétgten
Fettsaurereste meist kleiner als der der gesattigten(Bshga, 1985). Unter
physiologischen Bedingungen befinden sich die Kohlenwasserstoffkettier iRegel
im flussigkristallinen Zustand (siehe Kapitel 3.3), d.h. die Fettsé@uteilung

gewahrleistet eine ausreichend hohe Membranfluiditat (Kapitel 3.3 und Benga, 1985).
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2. Biologische und biochemische Grundlagen von
Lipidmembranen und Membranlipiden

Eine Charakterisierung der Glycerophospholipide erfolgt tUber die Art de
Kopfgruppe (Abb. 2) sowie der Lange und dem Sattigungsgrad der Fetts8aie
neutralem pH sind einige Phospholipide wie Phosphatidylcholin (PC) und PE
zwitterionisch, d.h. sie tragen neben der negativen Ladung am Phopliaticbest
Kopfgruppe eine positive Ladung, wahrend z.B. Phosphatidylglycerol {H@)
Phosphatidylserin (PS) negativ geladen sind.

2.2.2. Sphingophospholipide

Diese komplexen Molekile sind zusammengesetzt aus einem hydrophotedndem
Ceramid, und einer hydrophilen Komponente als Kopfgruppe. Als Ceramdddig
Verbindung von Sphingosin mit einer Fettsdure (Saureamidbindung) bezeichne
Neutrale Sphingophospholipide stellen wesentliche Membrankomponenten dast die
allem auch am Aufbau intrazellularer Organellen (Golgi-Appargsosomen) beteiligt
sind. Bei Phosphosphingolipiden bildet die endstandige Alkoholgruppe mit
Phosphorsaure einen Ester. Bei Sphingomyelin ist die Phosphorséaurehatin C
verknlpft. Fur eukaryotische Zellen wurde ein Gehalt von 2 bis 15% Sphyetjiom
(abhangig von der Art der Zelle) am Gesamtgehalt an Lipidgeadesen (Koval und
Pagano, 1989; Koval und Pagano, 1991). Ist das Ceramid statt mit Chbimem
Kohlenhydratrest verbunden, erhélt man die Cerebroside, Sulfatide oder Ganglioside

2.2.3. Lipopolysaccharide

Die AulRenseite der auf3eren Membran Gram-negativer Bakteréwvavi Glycolipiden
gebildet. In der Regel handelt es sich dabei um Lipopolysaccharigéigen Fallen

(wie z.B. Sphingomonas paucimobilis) auch um Glycosphingolipide. Prinzipiell sind
Glycolipide aus einem Kohlenhydratanteil unterschiedlichster $trukhd einem
Lipidanteil als Membrananker aufgebaut. Im Falle von LPS wirdMiembrananker
vom sogenannten Lipid A gebildet. Dabei handelt es sich unf3-€tucosaminyl-
(1>6)-a-p-Glucosamindisaccharid, das in den Positionen 1 und 4’ phosphoryliert ist
und bei Enterobakterien in der Regel sechs oder sieben Fettsaukestern und
Amidbindung tragt (Rietschel et al., 1994). An diesen Lipidanker m& Buckerkette

variabler Lange gebunden. Bei den sogenannten Wildtyp-Stammenhtbelkse
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2. Biologische und biochemische Grundlagen von
Lipidmembranen und Membranlipiden

Zuckerteil aus dem Kernoligosaccharid und der O-spezifischete Kaich O-Antigen
genannt). Bei bestimmten Bakterienstammen und Defektmutanten,odenasnten
Rauhmutanten, die ihren Namen ihrer Kolonienmorphologie verdanken, feh-die
spezifische Kette komplett, lediglich das Kernoligosaccharidnistinterschiedlicher
Lange ausgepragt. Dieses wird im Falle von Rauhmutanten odemRE®E vonS
minnesota entsprechend der Lange des Kernoligosaccharids in die Chemotygpen R
(komplettes Kernoligosaccharid) bis Re eingeteilt (Abb. 3). LPSCGlemmotyps Re
(Re-LPS) (Abb. 4) stellt die Minimalstruktur des LPS fiur didbdmrsfahigkeit Gram-
negativer Bakterien dar. Sie besteht nur noch aus Lipid A und 2vw&eto-3-
deoxyoktonat (Kdo) Monosacchariden (Holst, 1999).

o0 0O

Chemotyp Ra [|Rb2 Rc RdllP_ Rd2| Re

(Stamm) (R60) [(R345) | (R5) |(R7) | (R4)| (R595)
Rd1/P
(Rz)
. : Monosaccharid, : Heptose, @ : Glucosamin, <:> : 2-Keto-3-Deoxyoktonat (Kdo),
® : Phosphat, ~ : Ethanolamin, ——@—— : Fettsaurekette

Abb. 3: Schematische Darstellung der in dieser Arbeit verwend#t&nvonS
minnesota. Die beiden zusatzlichen Phosphate und das Phosphoethanolamin an

den Heptosen sind lediglich in den Chemotypen RauRd Rd/P" ausgebildet

Re-LPS unterschiedlicher Spezies unterscheiden sich im webkentllurch die Anzahl
und Verteilung von nichtstéchiometrischen Substituenten, wie 4-Amino-4-deoxy
arabino-pentopyranose (L-A@N), Phosphoethanolamin oder Fettsauren (Abb. 4). Der
Anteil nichtstochiometrischer Substitutionen wurde fir die in dieskeeifverwendeten
LPS massenspektrometrisch ermittelt. Fir LPS R595Svoninnesota ergab sich, dal3
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2. Biologische und biochemische Grundlagen von
Lipidmembranen und Membranlipiden

die an die amidgebundene 3-OH-14:0 Fettsaure in Position 2 des reddeier
Glucosamins gebundene 16:0 Fettsdure zu etwa 30% und die an das 4’-Phosphat
gebundene L-AmdN zu etwa 65% vorhanden ist. Im Falle des LPS R45 Ron
mirabilis sind die beiden L-AmN, die an das 4’-Phosphat des Lipid A und an das
erste Kdo gebunden sind, zu jeweils 50% vorhanden. Aus diesen Substitetigiien

sich eine Nettoladung von — 3 fir LPS R45, — 3,4 fir LPS R595 und — 4 fur LPS F515.

+NH3

o
5
Gl
A
I<<i
T
@]
(o
O
Z
O

NH /ll:,\o°
Q - O (@] O OH
O
© OH »Q
O

LPS F515 LPS R595 LPS R45
R1 0 % 65 % 50 %
R2 0 % 0% 50 %

Abb. 4: Chemische Struktur der in dieser Arbeit verwendeten FeviolRE. coli
Stamm F515S minnesota Stamm R595 un®. mirabilis Stamm R45

2.2.4. Cholesterol

Ein weiterer wichtiger Membranbestandteil eukaryotischereAalt das Chol. Chol ist

eine konjugierte Ringstruktur mit einer einzigen polaren Hydroxplgey die mit
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2. Biologische und biochemische Grundlagen von
Lipidmembranen und Membranlipiden

Gruppen auf oder in der Nahe der Membranoberflache interagieren khahh&
unterschiedliche Effekte auf die Membranfluiditat (Kapitel 3.3)dén fluiden Phase
neigt Chol dazu, die Bewegungsfreiheit von benachbarten Kohlenwaff&etten
einzuschranken, was zu einer Absenkung der Fluiditat oder Verstel&rmigiembran
fuhrt. Im Gelzustand agiert Chol als Fremdkorper, der den Ordnungsddsta dicht
gepackten Fettsaureketten stort. Chol wird in Konzentrationen bis zu i60%
unterschiedlichen Zellen gefunden, bei humanen Zellen betraghstsii etwa % des

Gesamtlipidgehalts.
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3. Elektrische und physikochemische Eigenschaften von Membranen

3. Elektrische und physikochemische Eigenschaften v on

Membranen

Die Membran laf3t sich als elektrischer Schaltkreis betractiémsen Eigenschaften mit
Hilfe biophysikalischer Methoden charakterisiert werden kénnen. In &apil soll
kurz auf die elektrischen Eigenschaften von Membranen eingegangerenwerd
Anschliel3end (Kapitel 3.2) sollen die wesentlichen Grundlagen fiVelasandnis von
Auftreten und Zusammensetzung von Membranpotentialen dargelegt werden.
SchlieBlich wird in Kapitel 3.3 auf eine weitere Eigenschaft, Hieiditat, von
Lipidmatrizes eingegangen.

Dem Leser mag auffallen, dal3 eine grof3e Anzahl von Zitaten imdi€apitel
aus den 70er Jahren stammt. Einer der Hauptgriinde dafir ist intsi@chieazu suchen,
daR eine nahere Untersuchung der schon damals beschriebenendgffiektit heutiger
Technik mdglich ist. Zudem existiert derzeit nur geringe AnzahlArtxeitgruppen, die
an der Weiterentwicklung der Methode der planaren Lipiddoppelschichten arbeitet

3.1. Elektrisches Ersatzschaltbild der Membran

Fur elektrische Messungen an Lipiddoppelschichten ist es sinnvolMelbran als
elektrischen Schaltkreis zu betrachten. Die reine Lipidmattikirsionen aller Art so
gut wie undurchlassig, stellt somit einen nahezu perfekten Isalatoin der Literatur
werden fur den auf die Einheitsfliche bezogenen spezifischen Mambeastand
Werte von 1 bis 10 Q-cnf fir natiirliche Membranen und etwa®10-cnf fiir
kinstliche Lipiddoppelschichten beschrieben (Adam et al., 1977). In der esfrig
Umgebung koénnen sich lonen dagegen frei bewegen, sie ist somiieigen. Ein
System, in dem zwei elektrisch leitende Phasen von einer stkinicht leitenden
Phase getrennt werden, ist ein Kondensator. Als ErsatzschaltbdéefMembran dient
also eine Parallelschaltung aus einem Kondensator und einem nahedlichrgrof3en

Widerstand. Fur planare Lipiddoppelschichten ergibt sich die Membrankapazitéat aus
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3. Elektrische und physikochemische Eigenschaften von Membranen

A
(2) C= sosg

mit & = 8,5510"*A-s-Vi.m* elektrische Feldkonstante.

Dabei ist A die Flache der Membran, d deren Dicke unddie relative
Dielektrizitatskonstante im Inneren der Membran. Fur die auf drehdisflache
bezogene spezifische Kapazitat werden Werte von (@f4nm® angegeben, diesem
Wert liegt eine Membrandicke von 4 nm und eine Dielektrizitatskatestéiir die
Membran von 2 zugrunde (Adam et al., 1977).

Es soll allerdings erwahnt werden, dal3 die Membrankapazitat keinstdtte
ist, sondern vielmehr abhangig ist von der transmembran angelggganudg U und
der intrinsischen Membranpotentialdiffered, auf die in Kapitel 3.2.4 né&her
eingegangen wird. Die Kapazitdt der Membran ergibt sich somit zu

(2) C= C0(1+ a(u +ALIJ)2).
Dabei bezeichnet Cdie Grundkapazitat der Membran fir U =A% und a einen
Proportionalitatsfaktor. Fir planare Lipiddoppeistkten werden fiuo Werte von etwa
0,02 V? angegeben (Alvarez und Latorre, 1978). Als Gruiddiesen Effekt werden
Anderungen der geometrischen Eigenschaften der endiskutiert. Zum einen wird
eine Abnahme der Membrandicke auf Grund von Elé&kimgpression (White, 1970a;
Crowley, 1973; Requena et al., 1975; Alvarez untbicta, 1978), zum anderen eine
Zunahme der Membranflache angegeben (WobschalR; 1@/hite, 1972; White und
Thompson, 1973; Requena et al., 1975). Moglichaisth eine Uberlagerung beider
Effekte. Dabei wird angenommen, daf3 das Membranvetu konstant bleibt, die
Membran also elastisch aber im Volumen inkompresssb (White, 1974).

3.2. Membranpotentiale

Bei Membranpotentialen mufd man prinzipiell zwischawei Grol3en unterscheiden,
dem transmembranen und dem intrinsischen Membranpak Das transmembrane
Potential ist eine Grol3e, die der Membran von awlBégepragt ist, sei @a vivo durch

unterschiedliche lonenkonzentrationen im Innen- inmé&ufRenmedium z.B. einer Zelle
oder im Modellsystem einer rekonstituierten Membrdarch extern angelegte

Spannungen. Das intrinsische Membranpotential lgegast ein Grol3e, die aus den
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3. Elektrische und physikochemische Eigenschafteniembranen

physikochemischen Eigenschaften der die Membraspanhenden Lipide resultiert
und setzt sich aus dem Gouy-Chapman-, den Dipal-dem Born-Potential zusammen.

Diese 3 Komponenten werden nach dem Trapezkurveslimagammengefihrt.

3.2.1. Gouy-Chapman-Potential

Auf einer Oberflache fixierte Ladungen ziehen Gégeen aus einer benachbarten
Phase an. Zusammen bilden die fixierten LadungérdisGegenionen eine sehr diinne
elektrische Doppelschicht, die nach ihrem Entdeckenannte Helmholtz'sche
Doppelschicht.

Unabhangig voneinander benutzten Gouy und ChapneaRalsson-Gleichung
zur Beschreibung der elektrostatischen Anziehung @egenionen durch die
Oberflachenladungen und die Boltzmann-Gleichung,dienTendenz der Gegenionen,
von einer Region hoher Konzentration wegzudiffurehe zu bertcksichtigen. Bei ihren
Betrachtungen trafen sie die folgenden idealisieftenahmen:

* es liegen keine distinkten Ladungen vor, sondem ldidungen sind
diffus Uber die Oberflache verschmiert,
» die walirige Umgebung ist homogen und
» die lonen lassen sich als Punktladungen darstellen.
Vom Oberflachenpotential muf3 die Bedingung
3 lim®(x) =0

X > 00

erfullt werden, wobei x der Abstand von der Obetiiist. Zudem muf®(x) fur x = 0,
also direkt an der Oberflache, einen endlichen Weygt besitzen. Diesen Wert
bezeichnet man als Oberflachenpotential. Der Véneun ®(x) laldt sich nach der
Gouy-Chapman-Theorie berechnen (McLaughlin, 198@),Ergebnisse sind hier kurz
wiedergegeben:
Fur kleine Werte voro|, mit
(4) |CDO| <<¥ =25mV (bei Zimmertemperatur, T = 293 K),

wobei T die Temperatur und

R =8,3166 J-mdtK™ Gaskonstante

F = 9,6487110" C-mol* Faraday-Konstante
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3. Elektrische und physikochemische Eigenschafteniembranen

sind, ergibt die Gouy-Chapman-Theorie fir den Raikerlauf
5) P(x) =P, [expEx/1,).

|4 bezeichnet man als Debye-Hlckel-Lange, sie isdbstand, in den® auf den e-ten
Teil von ®, abgefallen ist. Die Debye-Hlckel-Ld4nge wird bestimdurch die

Konzentration ¢ des Elektrolyten und durch die Ekélizitatskonstante der Losung

1 _[e,£RT
6 | ==Q|=°
©) ¢ F 2c

Die Debye-Huckel-Lange ist also umgekehrt propadlozur Konzentration des

Elektrolyten. Im Bereich physiologischer Elektrédghzentrationen (e 0,1 M) ergibt
sich fur |y ein Wert von etwa 1 nm.

Die exakte Beziehung fur das OberflachenpotenaahrGouy-Chapman lautet

1+a exr{— Ixj
7) d(x) = L d

e
0 1—aexp{—|XJ
d

mit  k=1,3805102%J-K* Boltzmann-Konstante
& =1,602110*° C Elektrische Elementarladung

unda berechnet sich zu
o )
(8) a= o .
ex;{eo 0 j +1

2kT

Ein geschlossener Ausdruck fir des Gouy-Chapmaerial von Membranen |ai3t sich

unter folgenden speziellen Annahmen angeben:
* die Ladungen in den Kopfgruppen der Lipide sind alsfus
verschmierte Ladungen zu betrachten,
» die relative Dielektrizitatskonstante des Elekttefy ist im gesamten
Volumen konstant,
» die lon-lon-Wechselwirkung ist zu vernachlassigad u
» eventuell auftretende Bildladungskréafte konnen aenfassigt werden.
Sind diese Annahmen erfillt, so ergibt sich fur dasuy-Chapman-Potential der
Ausdruck
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(9) (OIS :Earsim{éj,
ze, \/Be,eKTN ¢
dabei isto die Oberflachenladungsdichte, z die Wertigkeit@egenionen und
Na = 6,02201107 die Avogadro-Konstante.
Sind mehrere Salze in dem waRrigen Medium gelostwisdh das Gouy-Chapman-
Potential nach der Grahame-Gleichung berechnetaltiedings nur numerisch losbar
ist. Statt dessen ist es jedoch mdoglich, die lotdekes J anstelle der Konzentration in

Gleichung (9) zu verwenden. Diese ergibt sich durch

(10) J= %Z z’c, ,

dabei ist zdie Wertigkeit und jcdie Konzentration der lonensorte i und n die Ahzah
der lonensorten. Die lonenstarke ist also die aerm@tllonenkonzentration, bei der die

lonen entsprechend dem Quadrat ihrer Wertigkeitityelinverden.

3.2.2. Dipol-Potential

Das Dipol-Potential resultiert aus der Ladungswemtg an der Membran/Wasser-
Grenzflache. Es wird verursacht durch:

» die Polarisation der in den Lipiden vorkommendankfionalen Gruppen,

» die Orientierung der an die Membran angelagertenlBipnd

» die unterschiedlichen Elektronegativitaten der Aéom den Kopfgruppen der

Lipide.

An der Grenzflache zwischen Membran und wal3riger €bngg kommt es deshalb zu
einem Potentialsprung.

Aus theoretischen Berechnungen (Flewelling und le4l986) und kinetischen
Messungen der Transportrate von hydrophoben Ionemchdueine planare
Lipiddoppelschicht (Gawrisch et al., 1992) und durcipidvesikel (Franklin und
Cafiso, 1993) ergibt sich, daR das Dipol-Potentieispielsweise von
Phosphatidylcholin einen Wert von 220 bis 280 m\sita¢é und im Inneren der
Membran positiv ist.
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3. Elektrische und physikochemische Eigenschafteniembranen

3.2.3. Born-Potential

Bei der Bewegung eines lons von einem Bereich mihere hohen
Dielektrizitatskonstante  &{asser~ 80) in einen  Bereich  mit  niedriger
Dielektrizitatskonstanteg(iempran~ 2) Mul3 Energie aufgewendet werden. Diese Energie
wird fur das Abstreifen der Hydrathille des lons@itggt und wird als Born-Energie
bezeichnet.

Mathematisch kann dieser Sachverhalt durch sogemaBiitlladungskréafte
beschrieben werden. Diese Kréfte werden durch dierschiedliche Polarisierbarkeit
der Medien, in diesem Fall der Membran und der umugdre Losung, verursacht und
treiben lonen in der Membran, die sich in der NaéeMembran/Wasser-Grenzflache
befinden, von dieser Grenzflache fort in die waBrighase hinein. Die potentielle
Energie eines dieser lonen berechnet sich so, &s anstelle der wal3rigen Phase ein
zweites lon mit entgegengesetzter Ladung, eine neogee Bildladung. Die Kraft
zwischen Bildladung und lon fiihrt zu einer Energieiere fir lonen innerhalb der
Membran, deren obere Grenze innerhalb der Membrgn lie

Fir monovalente lonen ergibt sich fur die Born-E&neiMg der Ausdruck

z%e?
(1) W, = ( : j
€

8T[E 0 r Membran € Wasser

dabei ist z die Wertigkeit des lons, r dessen Rad@hempran UNd Ewasser di€
Dielektrizitatskonstanten der Membran bzw. der ug#lr Phase. Dabei wird
angenommen, dal3 aul3erhalb der Membran=W eV gilt (Neumecke und L&uger,
1969). Die Born-Energie und damit das Born-Poténsand sowohl von der
Dielektrizitatskonstante der Medien als auch von Badien der lonen abhéngig. Fir
Kalium-lonen, die einen Radius von 0,133 nm halegipt sich eine Born-Energie von
2,6 eV.
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3.2.4. Das Trapezkurvenmodell nach Schoch

Die Uberlagerung der Einzelkomponenten des insafgin Membranpotentials ist in
Abb. 5 wiedergegeben. Dabei wird der Potentialwérianerhalb der Membran als
linear angenommen (Schoch et al., 1979).

Gouy —Chapman - Walrige Membran Walirige
Potential

Phase Phase

X

T
Dipol -Potential o e
1
X
Born -Potential
T
-|- q)GCZ
q)GC,l J- ‘
1

X

Walrige  Membran
Phase

Abb. 5: Komponenten und Zusammensetzung des irgcimsn
Membranpotentials nach Schoch (2979). Die introies
MembranpotentialdifferenzeA® und AW ergeben sich aus den Unterschieden
der Uberlagerung der einzelnen Potentialkomponetgemeiden Membranseiten.
Der Ubergang zwischen den beiden Seiten des Memiwfils wird dabei in

erster Naherung als linear angenommen.

Dabei ergeben sich zwei unterschiedliche Verlaufe:
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1. Das Potential, das geladene Teilchen, die ddrehMembran durchtreten, sehen,
setzt sich zusammen aus Gouy-Chapman, Dipol- umd-Botential. Die Differenz
zwischen den beiden Seiten des Potentials wird atgrinsische
Membranpotentialdifferena® bezeichnet, auch hier wird der Verlauf des Poddsti
innerhalb der Membran als linear angenommen.

2. Die Uberlagerung aus Dipol-Potential und Gouwihan-Potential ergibt das
Potential, das den Effekt der KapazitatsminimieryKgpitel 3.1) bestimmt. Die
Differenz zwischen den Potentialen der beiden Belsr Membran bezeichnet man
als intrinsische Membranpotentialdifferenz AW, auch
Kapazitatsminimierungspotential genannt, welchesFatie einer asymmetrischen
Membran verschieden von 0 ist. Der Verlauf des m@s innerhalb der Membran

wird dabei als linear angenommen.

3.2.5. Transmembranpotentiale

Im Gegensatz zum intrinsischen Membranpotential dessen Komponenten ist das
Transmembranpotential nicht von den physikocheneisdiigenschaften der Membran
bestimmt. Im wesentlichen wird das Transmembrampiatie bestimmt durch die
unterschiedliche Verteilung von lonen im Auf3en- umd Innenmedium einer Zelle.
Dieses Potential 14t sich nach der Goldmann-Gleigtiiir K, Na' und CI berechnen

(12) UGoIdmann:ﬂln PK[K +]a + PNa[Na+]a + PCI[Cl_]a ,
F PK[K ]i -i-F)Na[Na ]i +PCI[C| ]i

dabei ist R die Aktivitat der lonensorte X, [xJdie Konzentration der lonensorte x im
AulRenmedium und [x]deren Konzentration im Innenmedium. Korpereigerdlen
besitzen im allgemeinen ein Transmembranpotentialatwa -60 mV (innen negativ).
Zum Transmembranpotential Uber der auf3eren Mem@nam-negativer Bakterien
tragen im wesentlichen die sogenannten ,Membramnieate Oligosaccharides” (MDO)
bei. Experimentell wurde fUE. coli ein Wert von -26 mV (innen negativ) (Sen et al.,
1988) gefunden. Fur die innere Membran werden ige@satz dazu Werte im Bereich
von -100 bis -150 mV (innen negativ) (Bakker undngerich, 1981) diskutiert. Es
konnte gezeigt werden, dal3 das Transmembranpdtemewesentliche Rolle fur die

Peptid-induzierte Lasionsbildung spielt (Gutsmatmle 2001). Im Modellsystem der
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planaren Lipiddoppelschicht wird das Transmembrgema@l im wesentlichen durch
extern angelegte Spannungen erzeugt.

3.3. Fluiditat der Lipidmatrix

Der Zustand, in dem sich die Kohlenwasserstoffketter Lipide befinden und der die
Fluiditat der Membran bestimmt, ist ein wesentlicharameter fir die Funktion
biologischer Membranen. Die Interaktion von extepplizierten Subtanzen mit der
Lipidmatrix fuhrt haufig zu einer Anderung der Flitét. Im wesentlichen lassen sich
zwei Phasenzustande unterscheiden, f[ie bzw. Gelphase und diex- bzw.

flissigkristaline  Phase. Bei der fir eine Lipidsor spezifischen

Phasenlibergangstemperaturfindet ein reversibler Phasenubergang 1. Ordntaig s
Tc hé&ngt dabei von der Fettsdurezusammensetzung€Liin Sattigungsgrad) und der
Kopfgruppenstruktur der Lipide sowie von Umgeburaggblen, wie dem pH-Wert

und der lonenkonzentration im umgebenden Medium, ab
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Gelphase

flussgkristalline
Phase

Abb. 6: Molecular Dynamics Simulation einer Phosgitaine-Doppelschicht in
der Gelphase und der flussigkristallinen Phaselé¢Het al., 1993)

Bei gleicher Kopfgruppe fuhrt eine Erh6hung dert&el&inge zu einem Anstieg vog, T
wahrend eine C=C Doppelbindung zu einer drastisé&tmrahme von § fuhren. Wird
zum Beispiel durch den Einbau eines Peptides odeteiRs in die Lipidmatrix der
Platz, der den Fettsdureketten zur Verfigung stebtringert, so nimmt deren
Beweglichkeit ab, bzw. der Phasenibergang von a#ph@se in die fllissigkristalline
Phase erfolgt bei einer h6heren Temperatur.

Experimentell wird die Fluiditat beispielsweise rHiilfe der Fourier-Transform
Infrarot (FTIR)-Spektroskopie bestimmt. Als Indigafftir die Fluiditat dient dabei die
Position der Absorptionsbande der symmetrischeeckséchwingung der CHGruppen
der Fettsaureketten, die im Gelzustand bei ca. 2880 liegt und sich oberhalb des
Phaseniibergangs in die fliissigkristalline PhaseWertte zwischen 2852,0 ¢hrund
2852,5 crit verschiebt. Die Messungen werden dabei an Lipidagden bzw.

-liposomen durchgefihrt. Der Einflul3 von Peptideoi@nen auf das Phasenverhalten

22



3. Elektrische und physikochemische Eigenschafteniembranen

der Lipide wird durch Zumischung der entsprechen8ebstanzen in verschiedenen

Konzentrationen bestimmt.
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4. Methoden

4.1. Praparation planarer Lipiddoppelschichten

Fur die Praparation planarer Lipiddoppelschichtendnnen grundsatzlich

unterschiedliche Methoden verwendet werden. Einhtiger Aspekt bei diesen
kinstlichen Membranen ist deren weitgehende Losuittgfreiheit. Weit verbreitet ist

die

Mueller-Rudin Methode (1962). Die nach dieser Metdergestellten Membranen
werden auch ,black lipid membranes* oder ,painteginmbranes* genannt: Die Lipide
werden in Dekan oder Dodekan gelést und dann mittghes Pinsels oder einer
Drahtdse direkt tUber einer Apertur (@ ~ 1 mm) atrgggen. Ein entscheidender
Nachteil dieser Methode ist, dal’3 das Losungsmittder Membran verbleibt und keine
asymmetrischen Membranen hergestellt werden konisme Erweiterung dieser
Methode wurde 1972 von Montal und Mueller vorgdstdlipiddoppelschichten

werden Uber einer Apertur (@ ~ 120 bis 150 um) awei Lipidmonoschichten

prapariert, wobei die Lipidmonoschichten aus -cHmischen Lipidlésungen

hergestellt werden. Da das Chloroform vor der PFatma der Doppelschicht aus den
Monoschichten abdampft, sind die Membranen weitgeéh®sungsmittelfrei. Eine

Abwandlung dieses Verfahrens stellt die SchindlettMde dar, bei der die
Lipidmonoschichten aus Liposomen hergestellt werd@chindler, 1980). Im

Folgenden werden die Technik und der Aufbau zurp&wsiion von planaren

Lipiddoppelschichten nach der Methode von Montal Mueller naher beschrieben, da

dies fur die vorliegenden Untersuchungen die Methael Wahl war.

4.1.1. Membranpraparation nach der Methode von Mont  al und

Mueller

Planare Lipiddoppelschichten wurden nach der Methwdn Montal und Mueller
(1972) préapariert (siehe Abb. 7). Dabei wird in zWel3Bkammern, die durch eine
dinne mit einem kleinen Loch (@ = 100 — 188) versehene Teflonfolie, dem Septum,

auf einer walirigen LOsung zunéchst je eine Lipidoschicht aus einer
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chloroformischen Lipidlésung prapariert (Schritt. Aurch Nachfillen von walriger
Losung in zunachst eine der Mel3kammern wird diedononoschicht (Schritt B).

Durch nachfullen von Flussigkeit in die zweite MaRkner wird eine zweite

Monoschicht tber das Loch gefaltet, es bildet sicke Lipiddoppelschicht aus (Schritt
C).

Hpidsung Elektrode
\ J I
A f Bl o C|f i ¢

Subphase + +

b Septum

Lipid-Monolayer

Abb. 7: Praparation planarer Lipiddoppelschichtaa awei Lipidmonoschichten
(oben: Ubersicht, unten: Detailansicht) nach derthidde von Montal und
Mueller (1972).

Durch Aufbringen unterschiedlicher Lipidlésungerf dan beiden Seiten des Septums
lassen sich somit auch asymmetrische Lipiddoppelstdn praparieren. Obwohl diese
Methode die am besten definierten, nahezu l6sungsreien Membranen liefert, ist
sie auf Grund der geringen Membranstabilitat — d@mhergehend einer hohen Anzahl
von Fehlversuchen und dementsprechend einem hoéidiclen Aufwand fir die
Durchfihrung gréf3erer Mel3reihen — nicht so weitbkeitet wie die Mueller-Rudin
Methode, auf die hier nicht im Detail eingegangesrden soll. Es sei nur angemerkt,
daRR letztgenannte Methode aus technischen Grundeim wlazu geeignet ist,
Wechselwirkungen zwischen Peptiden/Proteinen und ymaetrischen

Lipiddoppelschichten zu untersuchen.
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4.1.2. Mechanischer Aufbau

Der mechanische Aufbau der Apparatur zur Praparatsymmetrischer und
asymmetrischer planarer Membranen nach der MetliodeMontal und Mueller ist in
Abb. 8 dargestellt. Der Aufbau besteht aus einemeiteiligen geschlossenen
Metallzylinder, der als Faraday-Abschirmung didnt. unteren Teil befindet sich die
MelRkammer, im oberen der Mel3kopf. Diese Anordnueftsauf einer elektronisch
geregelten Heizplatte, mit deren Hilfe sich die penmatur in der MeRkammer auf etwa
1°C genau einstellen [a&Rt. Zusatzlich befindet sighter der Heizplatte ein
Magnetrihrer (Varimag Compact, H+P Labortechnik GmberschleiZheim). Um
Stérungen durch mechanische Erschitterungen zueidem steht der gesamte Aufbau

auf einer auf Luftfederelementen gelagerten Staitgl

7 — MelRkammer
Seitenansicht
Septum mit Apertur
—l—_, ﬁ/\ \U: Stahlring
r I <«— Elektrische Abschirmung 4 A
MeRelektronik Teflonkompartiment
N /
g Aufsicht
O
Bohrung fur
Verbindungsschlauche
Ll | A Spritzen Praparationskammer
Elektrodenldcher
ﬁ V/ Elektroden
\_/ — Kompartimente
<+——— Heizplatte Septum

<+—— Magnetruhrer

Apertur
PTFE-Folie

PFE-Folie

Abb. 8: Mechanischer Aufbau der Apparatur zur Prdjen planarer
Lipiddoppelschichten nach der Methode von Montal Mueller

Die MeRRkammer besteht aus zwei konischen halbrem§@én Telfonkompartimenten,
die mit verschiedenen Bohrungen versehen sind. @ate Bohrung stellt die
eigentliche Praparationskammer dar, sie hat einéesgerunde Offnung zur planen
Seite des Kompartiments und ist Uber eine horizentarbindungsbohrung mit einer

weiteren senkrechten Bohrung verbunden, in derdiiMeRelektroden befinden. Uber
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weitere kleinere Bohrungen kann die Praparationskamiber einen Teflonschlauch
mit einer Spritze verbunden werden, Uber die digéis$tgkeitsmenge in der
Praparationskammer reguliert werden kann.

Zwischen die beiden Kompartimente wird das sogetear8eptum plaziert.
Insgesamt drei Folien, zwei Stabilisierungsrings &iE-Folie (Breitenborn GmbH,
Wuppertal) als Stitze und eine innere Folie — dgsndliche Septum — aus einer 12-
13 um dicken PTFE-Folie (Breitenborn GmbH, Wupgdgrtaverden bei 600°C
zwischen zwei plangeschliffenen Metallplatten ftwae 2 min miteinander versintert. In
der Mitte des Septums wird dann mittels mehrerexkEnentladungen ein etwa 120 bis
150 um grol3es Loch, die sogenannte Apertur, erzeugt

In der Metallabschirmung befinden sich zwei Offnengdurch die vordere kann
die Praparation der Membran mittels einer Stereol(in83, Hund, Wetzlar) beobachtet
werden, die Beleuchtung erfolgt mit Hilfe einer #iahtquelle (FLQ-150, Hund,
Wetzlar) tiber eine Lichtleiteroptik durch die hirgte&ffnung.

4.1.3. Durchfihrung der Membranpraparation

Zunéachst wird die Hydrophobizitat des Septums duvakchen in einer Mischung aus
Hexan und Hexadekan (20:1 v:v) erhoht. AnschlieRevidd die Mel3kammer
zusammengesetzt, in den unteren Teil des Aufbaagigost und anschlieBend die
Spritzen eingesetzt. Die MeRBkammer wird mit 1,5 slektrolytischer Losung
(Subphase) beflllt und auf die voreingestellte Teratr, in der Regel 37°C,
aufgeheizt. Nach Erreichen dieser Temperatur wirngidL in chloroformischer
(Phospholipide) oder chloroform/methanolischer (LR8sung aufgetropft. Nachdem
das Losungsmittel abgedampft ist, werden nachegradée Subphasenspiegel und
damit die sich darauf befindlichen Lipidmonoschehtiber die Apertur in dem Septum
angehoben. Dabei kommt es zur Ausbildung eineddipppelschicht (siehe Abb. 7).
Fur die gezeigten Untersuchungen wurden nur sddembranen verwendet,
die (bei einem Aperturdurchmesser von 150 um) Keggazitat von mindestens 100 pF
zeigten. Nach den Werten in Kapitel 3.1 ergibt ®ah Wert von 75 pF, in der Praxis
ergeben sich jedoch Werte zwischen 100 und 11Bpkn Anlegen einer Spannung

von 100 mV Uber der Membran durfte der maximal@i8tB8 pA nicht Uberschreiten,
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um sicher zu stellen, das die beobachteten StrGomt aus Kriechstromen zwischen
den beiden Kompartimenten resultieren.

Die Zugabe der Proteine/Peptide erfolgte jeweilé dar vorderen Seite der
Membran. Im Folgenden wird diese als erste genamBt, LPS/PL, wenn die Zugabe
auf der LPS-Seite erfolgte, bzw. PL/LPS, wenn digabe auf der PL-Seite erfolgte.

4.2. Elektronischer Aufbau

Der elektronische Aufbau zur Bestimmung des Mendirames, der
Membrankapazitat und der intrinsichen Membranpaéttferenz A® nach der
Carrier-Transport-Methode (siehe Kapitel 4.4.1) ist Abb. 9 gezeigt. Der
Vorverstarker ist mit der Controllereinheit einedMEPCA Verstarkers (List-Medical,
Darmstadt) verbunden. Der Controller umfaldt einear®pngsquelle sowie die
Signalerfassungs- und Steuerelektronik. Es kann schen unterschiedlichen
Verstarkungsfaktoren (von 0,5 bis 1000 mV/pA) gelivirerden, und mit Hilfe eines
integrierten 6-Pol Bessel Tiefpal3filters wird dassgangssignal mit 10 kHz gefiltert.
Die Uber die Elektroden angelegte Spannung kannvesler tber die interne
Spannungsquelle oder tber den Stimuluseingang men Analog-Output Karte (PCI-
20428, Intelligent Instrumentation, Leinfelden-L&siingen) eines Computers, die mit
dem Controller verbunden ist, bereit gestellt ward@ie Datenspeicherung erfolg auf
einem DAT oder CD-Recorder (Biologic, Claix, Frapce
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DAC+
Computer
|
L] 1|
™ a 5 AR T
. - . \ [ A\
Vorverstarker Patch-clamp AR
Messkammer Verstarker
= | C l [ ] |
= | | |
ADC+ Analog- DAT/CD-
Computer filter Recorder

Abb. 9: Elektronischer Aufbau zur Bestimmung des nMeanstroms, der
Kapazitat und der intrinsischen MembranpotentifddénzA® nach der Carrier-

Transport-Methode

Zur Auswertung werden die Mel3daten mittels einektednischen Filters (Ithaco
Scientific Instruments, Ithaca, NY, USA) mit einErequenz von 1 kHz TiefpaRR-
gefiltert. Uber eine Analog-Input Karte (PCI-20428telligent Instrumentation,
Leinfelden-Lechterdingen) werden die Daten in ein®C eingelesen. Als
Steuersoftware wurde Visual Designer 4.0 (Intefligénstrumentation, Leinfelden-
Lechterdingen) verwendet, fur die grafische Aufiiaregy und Auswertung der
Mel3daten Origin 6.0 (Microcal Software Inc., Nodhipton, MA, USA).

Der Aufbau fur die Bestimmung der Membrankapazitadi der intrinsischen
MembranpotentialdifferenAY nach der IFC-Methode ist in Abb. 10 gezeigt. Der
MelRkopf ist mit dem Eingang eines 7265 DSP-Lock/krstarker (EG&G, Berks,
U.K.) verbunden. Der Verstarker umfal3t eine Quélle Sinusspannungen sowie die
Signalerfassungs- und Analyseelektronik. Die Glgpamnungskomponente wird von
einer Analog-Output Karte (PCI-20428, Intelligenhstrumentation, Leinfelden-
Lechterdingen) eines Computers zur Verfligung desi#@lr Auswertung werden die
Signale uber eine Analog-Input Karte (PCI-20428telllgent Instrumentation,
Leinfelden-Lechterdingen) in einen Computer eingete Als Steuerungssoftware

wurde Visual Designer 4.0 (Intelligent Instrumeraf Leinfelden-Lechterdingen)
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eingesetzt, die Auswertung und Aufbereitung dereBagrfolgte mittels Origin 6.0
(Microcal Software Inc., Northhampton, MA, USA).

Stimulus-Signal
Response-Signal

—H MelRkammer

Abb. 10: Elektronischer Aufbau zur Bestimmung deznvbrankapazitat und der

intrinsischen MembranpotentialdiffereA® nach der IFC-Methode

4.3. Messung der Membrankapazitéat

Wie eingangs beschrieben, dient als elektrischedeMoeiner Membran — als
Nichtleiter zwischen zwei leitenden Phasen — eatt®hkondensator (Kapitel 3.1). Die
Membrankapazitat lalt sich mefRtechnisch tUber denhdeine Spannungsdifferenz
induzierten kapazitiven Strom bestimmen. Dabei wurdum einen die
Spannungssprungmethode verwendet und zum anderenKdpazitdt aus der
Stromantwort der Membran auf eine sinusformige Weldpannungsanregung

bestimmt.
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4.3.1. Bestimmung der Membrankapazitat nach der

Spannungssprungmethode

Prinzipiell erfolgte die Kapazitditsmessung nach dgpannungssprung-Methode
(Alvarez und Latorre, 1978). Wird an die Membran 8pannungssprung angelegt, so
kann aus dem Strom I, durch den der Kondensatdsl€idhung 1) ge- bzw. entladen
wird, die Membrankapazitat ermittelt werden, da Areplitude des auf den Ein- und
Ausschaltvorgang folgenden Relaxationsstroms ptopml zur Kapazitdt der

Lipiddoppelschicht ist.
In unserem Fall wurde die bit-weise Spannungsamdeder Analog-Output

Karte ausgenutzt, um an der Membran schnelle Sp@spulse mit einer sehr kleinen
Amplitude (4,9 pV) zu erhalten. Dazu wurde eine i@gksspannung (f = 50 Hz) mit
einer Amplitude von 1 mV, deren Spannungsrampert@fxinzelnen Stufen bestehen,
an die Membran angelegt. Zur Bestimmung der Ka@iawitirde die aus den einzelnen
Strompulsen bestehende Stromantwort mit einer leregwon 1 kHz tiefpaRgefiltert

und das Ausgangssignal zur Kapazitatsbestimmurangerogen (Abb. 11).

Stimulus Antwort 1 kHz gefilterte Antwort
i L [
2 s 5
T % 5 T
g g N fia=c
Zeit Zeit Zeit

Abb. 11: Prinzip der Spannungssprungmethode

Die Apparatur wurde mit Hilfe von Kapazitdten bekser Grof3e kalibriert. Dieser
Aufbau ermdglicht es, die Membrankapazitat zeitaldfst mit einer Erfassungsrate von

1 Hz zu bestimmen (Gutsmann et al., 1999).
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4.3.2. Bestimmung der Membrankapazitat aus der Stro  mantwort auf

eine sinusférmige Wechselspannung

Nach Carius (1976) laRt sich die Kapazitat einermYdean aus der ersten 1.
Harmonischen der Stromantwort der Membran auf simesférmige Wechselspannung

bestimmen. Dabei gilt:

(13) 1, =Colt+3a(U? +1U2)| W, weogwt),

o ist ein Proportionalitatsfaktor, (Cdie minimale Membrankapazitat, o Udie
Gleichspannungskomponente, ; Udie Amplitude und w die Frequenz der
Sinuskomponente der Anregungsspannung.

Zur Bestimmung der Membrankapazitat wurde die Atagk des kapazitiven

Stroms mit Hilfe von Prazisionskondensatoren aefkhpazitat kalibriert.

4.4. Messung der intrinsischen Membranpotentialdiff erenz

Generell mu3 zwischen zwei Methoden der Membrampi@lenessung unterschieden
werden. Zunachst soll auf die Carrier-TransportiMde, mit der sich die intrinsische
Membranpotentialdifferen2A® bestimmen |af3t, eingegangen werden. AnschlieRend
wird die IFC-Methode zur Bestimmung der intrinsischMembranpotentialdifferenz

AW néher beschrieben.

4.4.1. Die Carrier-Transport-Methode

Zur Bestimmung der intrinsischen Membranpotentifddenz A® wird der Membran
ein sogenannter lonen-Carrier hinzugesetzt. Dabanddélt es sich um ein
Transportmolekul, das spezifisch lonen entlang sirfonzentrationsgradienten
transportiert. In der Regel werden fiir solche Wntehungen K-Carrier wie zum
Beispiel Valinomycin und Nonactin eingesetZA® ergibt sich aus der |/U-
Charakteristik des KTransports gemaR der Schoch-Gleichung (Schodh, 4939)
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AP+ (n,—n,)U exp@u) -1
n, —n, exp@(A® +n,U)) —explan U) ’

(14) 1=K

mita=zF/RT unK = azFAD

Ci CsysK a exp(—aCDl (O)) ’

wobei n ; die relativen Positionen der Ecken des TrapezeBatentialprofil,®;(0) die
Hohe der Ecke des Trapezes auf der VorderseitejeDDdfusionskonstante,; aie
Konzentration des transportierten Carriers in  derubpgbase, £ die
Subphasenkonzentration des unkomplexierten Cargigder Partitionskoeffizient des
unkomplexierten Carriers und,idie Assoziationskonstante zwischen lon und Caimier
der Subphase sind.

Da A® sich nicht rechnerisch bestimmen [&3t, wird esGleschung (14) durch
Kurvenanpassung der I/U-Charakteristik des Cameéuzierten Membranstromes
numerisch bestimmt (Abb. 12).

Carrier-Transport

o 300 300
arrier [
Nonacti i L
(Nonactin) 200 - 150L
] l : < 100+ |
= i 0
lon @ ® ion = 0 < I
—> S -100[ —» 50|
ol £ -200F P
lon/Carrier-Komplex — r h -
- -300f 3
g -a00[- -450F
_500 L PR I I NI I | _600 L 1 1 1 1 1 1
%‘ 0 100 200 300 -150 0 150
t/s u/mv

Subphase Membran Subphase

AT
_, AD+(n,n)U exp(aU)-1
O T S EEem D) epEn D)

=

Abb. 12: Prinzip der Bestimmung der intrinsischeenvbranpotentialdifferenz
A® Uber den durch den Carrier-induzierten lonentrarispverursachten

Membranstrom.
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4.4.2. Die Inner Field-Compensation Methode

Grundlage der Inner Field-Compensation (IFC) Methad die Tatsache, dal3 sich die
Kapazitdit einer Membran quadratisch mit der Summas ainnerer
MembranpotentialdifferenzZAW und einer extern angelegten Spannung U &andert
(Gleichung 2) (Babakov et al., 1966; White, 197Da/b
Wird die Membran mit einer Wechselspannung der Form

(15) U =U,+U, sin(wt)

angeregt, so ergibt sich aus

~dg-d
(16) 1= Q= CU)U

eine zweite Harmonische, die verschwindet, wepr=U AW (Sokolov und Kuz'min,
1980; Pohl et al., 2000).

Bei der IFC-Methode wird nun die Transmembranspagnuh tber einen
Regelkreis so variiert, das die 2. Harmonisches ¥l ist. Als Kontrollparameter fur
den Regelkreis dient dabei die Phase der 2. Hasooen, die bei;I= 0 einen Sprung
von 90° auf 270° bzw. 90° macht. Auf Grund von Rdues wird dieser Sprung zu
einem kontinuierlichen Ubergang verschmiert, so dia®hase an diesem Punkt einen
Wendepunkt hat. Das Grundprinzip der IFC-Methodeig\bb. 12 dargestellt.

1.03F
1.02F
g
O 101f

Loy

o

=]
T

=
o

Amplitude
[8)]
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g O O

o

Phase
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©
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Abb. 13: Prinzip der Inner Field- Compensation Noekd
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4.5. Aufbau fir fluoreszenzmikroskopische Untersuch ungen an

planaren Lipiddoppelschichten

Bei vielen Methoden in der modernen Biowissenscheaftht man sich den Effekt der
Fluoreszenz zu Nutze. Viele Prozesse finden auékutdrer Ebene statt und sind einer
direkten Beobachtung im Lichtmikroskop oder andexptischen Verfahren aus diesem
Grunde nicht zugangig. Durch gezielte Markierungn \Wolekilen wie Antikorpern,
Membranproteinen,  antimikrobiellen  Peptiden oder chau Lipiden  mit
Fluoreszenzfarbstoffen konnen diese Prozesse jedimtbktiert werden. Zu den
gangigen Fluoreszenzmethoden gehdren die z.B.uepibzenzmikroskopie, konfokale
Lasermikroskopie, die Fluoreszenzresonanz-Eneagister (FRET) Spektroskopie und
die DurchfluRzytomerie. Die physikalischen Grunéiagler Fluoreszenz werden hier
als bekannt vorausgesetzt.

Ein wesentlicher Teil der vorliegenden Arbeit basgtan der Erweiterung des
elektrischen Aufbaus zur Untersuchung von planatfdembranen um einen
fluoreszenzmikroskopischen Aufbau, der es erlaulsetite, zusatzlich zu den
elektrischen Parametern Informationen Uber die Mamborphologie — inshesondere
die Bildung von Domanen (siehe Kapitel 8.1) — assdm System zu erfassen. Bei der
Realisierung dieses Aufbaus galt es verschiedererderungen an das Mikroskop und
an die Mel3kammer zur Praparation von planaren Mandor nach der Methode von
Montal und Mueller zu beachten. Zum einen ist nmardér Fluoreszenzmikroskopie
bemdiht, eine mdglichst optimale Auflosung bei hdwligylicher Quantenausbeute zu
erreichen, andererseits ist man bei elektrischesshieggen an planaren Membranen
bemiiht, das System mdglichst frei von elektrisched mechanischen Stérungen zu
halten. Hinzu kommen technische Gegebenheiten,adge der Praparationsmethode
selbst resultieren.

Zunachst wurde eine Mel3kammer konstruiert, die reik&instmoglichen
Abstand zwischen Objektiv und Membran zulaf3t, giesitig wurde das Objektiv so
gewahlt, das es einen grofitmoglichen Abstand zunien zulal3t, so dal3 die fur die
Praparation von planaren Membranen notwendigenaBdstile, insbesondere das
Spritzen- und das Heizsystem, sowie die fur di&tetehen Messungen notwendigen
Bestandteile des Aufbaus, wie die Faraday-Abschgnund das Elektrodensystem,

Platz finden. Ein schematischer Aufbau der MelRRkamistein Abb. 14 gezeigt. Um
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eine moglichst geringe Dicke der Mel3kammer zu enen, wurde auf einige der in
Abb. 8 gezeigten Bohrungen verzichtet und eine geckbeometrie der MelRkammer
einer runden vorgezogen. Der Abschlul3 der MelRkanwirdrvon einem sogenannten
Haemacytometer Deckglas (Marienfeld, Lauda-Konifesip gebildet, dieses hat den
Vorteil, das es optisch plan ist und zudem in denutzen Wellenlangebereichen keine
Absorption zeigt. Zusammengehalten werden die beid@albelemente von zwei
Stahlplatten, die nach dem Zusammensetzen der Mefi&a miteinander verschraubt
werden. Uber jeweils eine Bohrung in den beidenalf@atten erfolgt zum einen die
Einkopplung des Mikroskopstrahlengangs in die Meféker, zum anderen die
Beleuchtung der Membran uber eine Kaltlichtquef&@ 150, Hund, Wetzlar) zur
optischen Beobachtung der Membranpraparation. fmtimechanischen Teile und

Gehéause wurden von Eastern Scientific (Rockvill®,MSA) hergestellt.

A B
AN Bohrung
________ (6) zum Verschrauben
zweier Kompartimente < Praparationskammer
. . Deckglas

Praparationskammer Bohrung fur < Septum mit

waagerechte Verbindungsschlauche Apertur

Verbindungsbohrung ¥

ii 9 Deckglas

<—— Kompartiment

zum Verschrauben
zweier Kompartimente

O @__ Bohrung

Abb. 14: (A) Frontansicht und Aufsicht eines Kontpaents fur den Aufbau zur
Fluoreszenzmikroskopie an planaren Lipiddoppels$tbit, (B) Schnitt durch die

MeRkammer.

In Abb. 15 ist der schematische Aufbau des flu@ezmikroskopischen Systems
gezeigt. Im Folgenden wird dieses System am Bdispéner Auslegung zur
Beobachtung der Fluoreszenz des Farbstoffes 78ditin2-oxa-1,3-diazol (NBD)
naher beschrieben. Als Lichtquelle dient eine Qa#orkurzbogenlampe (HBO 103
W/2, Osram, Miinchen). Uber ein optisches Filter eniter Wellenldnge von 455 nm
(455DF70, Omega Opticals, Brattleboro, VT, USA)duitie Anregungswellenlange fur
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NBD herausgefiltert und tber einen dichroitisch@mregel (515DRLP, Omega Opticals,
Brattleboro, VT, USA) in den Strahlengang eingelaippJber ein Apochromatobjektiv
(M Plan APO 50x, Mitutoyo America Corporation, Aua IL, USA), welches einen
Arbeitsabstand (Abstand zwischen Objektiv und Dé&daperseite) von 13 mm in Luft
besitzt, wird die Membran beleuchtet. Apochromatktiye eignen sich besonders zur
Aufnahme von Farbbildern, da sie fur 4 Farben clatsoh und 2 bis 3 Farben
spharisch korrigiert sind. Des weiteren ist beisdia Objektiv die Krimmung der

Bildebene korrigiert.

Vorverstarker

in Faraday-Abschirmung Lichtquelle
Filter 1
Elektroden Anregung
Objektiv [ ]
Membran
< > CCD-Chip
[
Filter 2 Filter 3

Dichroitischer Spiegel Emission

beheizbare Messkammer
in Faraday-Abschirmung
z an x-y-Fihrung

Abb. 15: Schema des Aufbaus zur fluoreszenzmiknqaiskben Untersuchung an

planaren Lipiddoppelschichten.

Das von der Membran in Reflektionsrichtung emitéeticht wird Gber das oben
beschriebene Objektiv und den dichroitischen Spjege im Bereich der Emission von
NBD durchlassig ist, sowie ein weiteres Filter (BL®, Omega Opticals, Brattleboro,
VT, USA) mit einer Grenzwellenlédnge von 515 nm, etrels den Durchtritt von Resten
des Anregungslichts verhindert, zum Detektor gdlenkur Erfassung der
Fluoreszenzbilder dient eine CCD-Kamera (C 8484-Gsmamatsu Photonics
Deutschland GmbH, Herschingen), die Uber die IEBB41Schnittstelle mit einem
EDV-System verbunden ist, welches eine weitere Ndeitung der Daten ermdglicht.
Das Kamerasystem ermoglicht eine Auflosung von ént& pm pro Bildpunkt, was im
sichtbaren Bereich ausreichend ist, um die phyisidla¢ Auflésung des Mikroskops

voll auszunutzen. Die optische Auflésung dieses rbBkops betragt mit Luft als
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Medium etwa 0,47 pum. Der Strahlteiler wurde vont&as Scientific (Rockville, MD,
USA) gefertigt.
Fur die weitere Verarbeitung der Daten diente &eftware WASABI

(Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herschingen)
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5. Einflul® der Glycostruktur von Lipopolysaccharide n auf

die Porenbildung durch Porine

Porine ermdglichen den Stofftransport durch dieoasten undurchlassige auliere
Membran Gram-negativer Bakterien. Die Kenntnis den Funktionsweise der Porine
und ihrer Biogenese ist daher entscheidend fur dderstandnis der
Uberlebensstrategien Gram-negativer Bakterien bEieits sehr gut untersuchtes Porin
ist das Phosphoporin PhoE vén coli. Es wurde bereits in unterschiedlichienvivo
und in vitro Untersuchungen gezeigt, da? LPS bei der Biogedeses Porins eine
wichtige Rolle spielt.

Porine werden als sogenanntes Vorlauferprotein ytopdasma synthetisiert.
Nach der Translokation durch die innere Membramnr{Btein, 2000) gelangen sie in die
periplasmatischen Raum, dort kommt es zur Abspgltler Signalsequenz (Schatz und
Beckwith, 1990), zur Faltung und Trimerisierunghlgfilich kommt es zum Einbau
der Porine in die aul3ere Membran. Es konnte gewnaglen, das LPS, das ebenfalls in
einer Vorstufe im Zytoplasma synthetisiert und tudee innere Membran transloziert
wird, einen wichtigen Einflu3 auf die Faltung (Semd Nikaido, 1991a/b; De Cock et
al., 1999) und die Trimerisierung (De Cock et 4890; Sen und Nikaido, 1991b) von
Porinen im Periplasma hat. Zudem wurde gezeigt, dlal¥Anzahl von Porinen und
anderen Proteinen der aul3eren Membran von dert@trdkes LPS des untersuchten
Gram-negativen Stammes abhangig ist (Ames et®4;ITommassen und Lugtenberg,
1981; De Cock et al., 1996).

Die hier gezeigten Untersuchungen fokussieren sioh den Einflu? der
Lipidmatrix, insbesondere der Glycostruktur der LESte der asymmetrischen
planaren PL/LPS-Membran als Modell fur die auf3eremMran Gram-negativer
Bakterien, auf den Einbau und das Schaltverhalten RhoE. Dabei wurde das Porin
entsprechend derin vivo-Situation auf der PL-Seite asymmetrischer planaren

Membranen zugegeben.
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5.1. Struktur und Eigenschaften von Porinen

Porine sind integraler Bestandteil der &uf3eren MamlGram-negativer Bakterien
(Nikaido und Vaara, 1985). Strukturell gehoren Hierine zu den sogenanntefi-,
barrel“ Proteinen, falRformigen Proteinen aus 16 b#s antiparallelenp-Faltblatt
Strukturen, die auf der Innen- und der Aul3ense#e Membran durch Schleifen
(,loops" und ,turns“) miteinander verbunden sindbf® 16). In der Regel bilden diese
Proteine Homotrimere. Durch die faRRartige Struktamdglichen sie Molekilen bis
etwa 600 Da einen Durchtritt durch die ansonstehema undurchlassige &aul3ere
Membran. Man unterscheidet bei den Porinen zwisd¢@ssischen Porinen (,general
diffusion pores"), die wenig oder keine Selektivifar bestimmte Molekile aufweist,
und Porinen, die wie das Maltose-spezifische MaltwmpLamB und das Phosphat-
spezifische Phosphoporin PhoE viégncoli spezifisch fur bestimmte Substanzen sind.
Wachsen Bakterien unter Mangel bestimmter Stofeewsd die Expression dieser
spezifischen Porine gesteigert, um dem herrschehti@gel entgegenzuwirken (Benz
und Bauer, 1988).

(A) PhoE-Monomer (B) OmpF-Trimer
3 £ }Pﬂc!c;'« )
£ Y g
AR e i AT g MY
PG> 1 ¥ a4 N Ny
\\h 7 ; \; ¢ | ﬁ ‘J}A‘I \ «5 g
YOOV O o \ WY O AOS R NS
| \Aﬂ) ‘71‘_, P4 l’/A ! A\ __‘_,,T
< . ) - y ™
G/( / ) I )'%r,{"' h ﬁ‘
v/ (i Znm Y 0 y e
Seitenansicht Aufsicht 9%

Abb. 16: 3-dimensionale Struktur des PhosphopoRh®E vonE. coli aus
rontgenkristallografischen Untersuchungen (Cowaralgt1992) (A) und eines
OmpF-Trimers (B).

In den letzten Jahren wurde zuweilen kontroverkutiisrt, welche Aufgaben einzelne
funktionale Gruppen der Porinmolekile haben. Ausitgénkristallographischen
Untersuchungen ist bekannt, daf3 sich einer deazeitularen Loops (L3) in das Innere

der Pore zuruckfaltet. Lange Zeit wurde vermutaf} dieser Loop verantwortlich dafur

40



5. Einflul® der Glycostruktur von Lipopolysacchandeuf die
Porenbildung durch Porine

ist, daf3 die Porine im Falle hoher transmembrapanSungen oder ungunstiger pH-
Werte schlieBen. Neuere rasterkraftmikroskopisch@etduchungen lassen jedoch
vermuten, daf3 dies nicht der Fall ist (Miller uncy&, 1999).

Weiterhin wird diskutiert,

welche Rolle LPS unc

i A
insbesondere dessen Glycostruk = ausere Membranvon yea100 C1000 .
E. coli Stamm
und physikochemische| | Efizienz des e
Eigenschaften bei der Biogene: | "™ Ra Rd, Re
) _ B
der Porine spielt. Es konnte gezei ESvon o e s e . s
werden, dal im Falle de @ g™ =
Chemotyp Ra Rb, Rc Rd, Rd, Re

Phosphoporins PhoE voR. coli

die Anzahl der Porine in der app 17: Vergleich der Anzahl von PhoE-
auBeren Membran in  einer

Mutante, die den LPS-Chemotyp

Molekilen in  der &uferen Membran
verschiedener Rauhmutanten-Stdmme von
Ra exprimiert, im Vergleich zu g ¢qi (De Cock et al, 1996) (A) und

Tiefrauhmutanten um etwa 95% gjnfyR unterschiedlicher LPS-Chemotypen
hoher ist (Abb. 17 A) (De Cock et \on g mrinnesota auf das Faltungsverhalten

al., 1996). Ein ahnlicher Effekt \on phoEin vitro (De Cock et al., 1999)
wurde bereits vorher fir andere (B).

Proteine der &aul3eren Membran

gezeigt (Ames et al., 1974).

Weiterhin wurde gezeigt, daf} die Faltungseffizieom rekombinant exprimiertem und

noch nicht gefaltetem PhoE in die trimerisierunpgfé, gefaltete monomere Form

stark abhangig ist von der chemischen StrukturldRS und den daraus resultierenden
biophysikalischen Eigenschaften. Dabei steigt dieziEnz des Faltens mit steigender
Lange des Zuckerteils (Abb. 17 B) (De Cock et H99). Bereits einige Jahre vorher
konnte ein Einflu3 von LPS auf Faltung und Trimiensng von OmpF-Porinen gezeigt

werden (Sen und Nikaido, 1991a).

5.2. Verwendete Materialien

Unterschiedliche LPS-Chemotypen vdh minnesota Rauhmutanten und Re-LPS

unterschiedlicher Gram-negativer Spezies, wie ZoB.E. coli undP. mirabilis, wurden
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fur die Praparation der LPS-Seite asymmetrischangser LPS/PL-Doppelschichten
verwendet. LPS wurde nach der Phenol/Chloroformdiimether Methode (Galanos
et al., 1969) hergestellt, aufgereinigt, lyophdisiund in die Triethylamin-Salzform
Uberfuhrt. LPS wurde in einer Konzentration von @gml in Chloroform/Methanol
(V:V = 10:1) aufgenommen und fur 2 min auf 96°Cienth Die Losung wurde bei 4°C
gelagert.
PE vonE. coli, PG aus Eigelb und synthetisches DPG (Avanti Pbipids,

Alabaster, AL, USA) wurden ohne weitere Aufreinigwerwendet. Die Lipide wurden

in einer Konzentration von 2,5 mg/ml in Chlorofogalost und bei 4°C gelagert.

T - -
D
m L -
m*
1 2 3

Abb. 18: SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese \aonvitro gefaltetem und
aufgereinigtem PhoE. Nachin vitro Faltung, Trypsinbehandlung und
anschlieBender Aufreinigung durch Anionen-AustauSbhomatographie wurde
PhoE fur 10 min bei Raumtemperatur (1), 56°C (2¥.b¥00°C (3) inkubiert un
anschlieBend angefarbt. Die Positionen der Trin(@)e Dimere (D), Hitze-
denaturierten Monomere (m) und der gefalteten Marem (m*) sind
gekennzeichnet. Die Abbildung wurde freundlichesgevon Hans de Cock vom
Institute for Biomembranes der Universitat Utreddtederlande, zur Verfliigung
gestellt.
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Das in dieser Arbeit verwendete LPS-freie PhoE wwoan Hans de Cock vom
Institute for Biomembranes der Universitat Utredtiederlande, aufgereinigt (Jansen et
al.,, 2000) und zur Verfiugung gestellt. Abb. 18 rettps Ergebnis einer SDS
Polyacrylamid-Gelelektrophorese Analyse der Poringie ebenfalls in der
Arbeitsgruppe von Hans de Cock durchgefuhrt wuféleoE wurde in 0.15 mg/ml
Triton X-100 geldst und vor der Verwendung fir neastens 3 Tage bei 4°C gelagert.

5.3. Ergebnisse

5.3.1. Porenbildung von Phosphoporin PhoE von Escherichia coli

Die Porenbildung durch PhoE ist in Abb. 19 am Bieispiner PL/LPS R60-Membran
gezeigt. PhoE (13 ng/ml) wurde entsprechend denelBatheiten im biologischen
System (Biogenese) auf die PL-Seite zugegeben. BBvhis 90 s nach der Zugabe
steigt der Strom in aquidistanten Stufen an, da&mespricht jede Stufe dem Einbau
eines einzelnen Porin-Trimers, nur vereinzelt kden gleichzeitige Einbau mehrerer
Trimere beobachtet werden (entsprechend einer aidlgtufe). Ab etwa 20 min sinkt
die Porenbildungsrate, bis sich schlie3lich eiti@tarer Zustand einstellt, ab dem kein
nennenswerter Einbau mehr stattfindet. Die AnzahlRbren wurde aus Stromen durch
die einzelnen Porin-Trimere (Kapitel 5.3.2) beresthrQualitativ &hnliche Ergebnisse
ergaben sich fur alle verwendeten LPS. Die Prajpargtlanarer PL/LPS-Membranen
unter Verwendung von LPS mit langerem Zuckertesl dér von LPS vom Chemotyp
Ra — sogenanntes S-Form LPS - scheiterte auf Gdendvergleichsweise hohen
Wasserloslichkeit dieser Lipide. Wurde PhoE auf dieS-Seite einer LPS/PL-
Membran zugegeben, konnte bis zu einer PhoE-Korateort von 1,3 pg/ml kein
Stromfluld festgestellt werden. Da die Porine in deetergens Triton X-100 geldst
sind, wurde dessen Einflul} auf die Membran geteBiet Zugabe von Triton X-100

fuhrte bis zu einer Konzentration von 3 pg/ml zinken nennenswerten Stromfluf3.
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Abb. 19: Porenbildung durch PhoE in PL/LPS R60-Meambkn in Abhangigkeit

von der Zeit. Eine typische Kurve fir den Einbaun \RhoE bei einer Spannung
von 20 mV ist hier am Beispiel der PL/LPS R60-Mearbgezeigt. Etwa 1 bis 2
min nach der Zugabe von 13 ng/ml PhoE zur PL-SkteMembran kommt es zu
einem stufenweisen Anstieg des Membranstromes. Bliaed 10 min verlangsamt
sich die Porenbildung und kommt letztlich vollermsn Stillstand. Die PL-Seite
besteht aus 81Mol% PE, 17Mol% PG und 2Mol% DPG
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&€mM HEPES, pH
7.0, T=37°C).

5.3.2. Einflu3 der Lipidmatrix auf die Porengrol3e
Abb. 20 zeigt ein typisches Amplitudenhistogrammzelner PhoE-induzierter

Stromspringe am Beispiel der PL/LPS R60-Membraman. Einzelstrom wurde aus
dem Histogramm durch Approximation mit einer Gaw@&ion gewonnen.
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Anzahl der Poren
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Abb. 20: Amplitudenhistogramm zur Bestimmung deszEikanalstromes. Der

StromfluR durch einzelne PhoE-Trimere bei 20 mV unterschiedlichen

Lipidmatrizes wurde aus den Stromspuren gewonngntyfpisches Histogramm

ist fur PL/LPS R60-Membranen gezeigt (Subphasemmsnsetzung: 100 mM
KCI, 5 mM MgCh, 5 mM HEPES, pH 7.0, T = 37°C).

Tab. 1: Die Einzelkanalstrome | von PhoE bei 20 amd die daraus resultierende

EinzelkanalleitfahigkeitA in unterschiedlichen Lipidmatrizes wurde aus den

Stromspuren gewonnen (SubphasenzusammensetzungmlOXKCl, 5 mM
MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7.0, T = 37°C).

Lipid LPS F515

LPS R45 LPS R599.PS R7

LPS R5LPER34f LPS R60 PG

| / DA 10,8 11,2 10,6 10,0 9,0 10,4 11,2 7,6
P +5,0 +3,2 +5,3 +1,4 +5,0 7.8 +24 52
AINS 0,54 0,56 0,53 0,50 0,45 0,52 0,56 0,38
+0,25 +0,16 +0,27 +0.07 +025 +0,39 0,12 *0,26
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In Tab. 1 sind die Strome durch einzelne PhoE-Tmemd die Einzelkanalleitfahigkeit
A fur unterschiedliche Lipidmatrizes zusammengefdBhei konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen Lipidzusarseteungen beobachtet werden,
lediglich fir PL/PG-Membranen konnte ein geringgedoch nicht signifikanter

Unterschied festgestellt werden.

5.3.3. Einflu3 der Glycostruktur von Lipopolysaccha riden auf den
Einbau von Porinen in die &ul3ere Membran Gram-negat  iver

Bakterien

Zunachst wurde der Einflu3 der Glycostruktur vorSL&uf den Einbau von PhoE in
LPS/PL-Membranen an Tiefraunmutanten LPS unterdtbier Spezies, wi&. coli
Stamm F515S. minnesota Stamm R595 undP. mirabilis Stamm R45, die sich im
wesentlichen in der Anzahl der nicht-stéchiomehést Substituenten in der
Kopfgruppe und der Nettoladung unterscheiden (siebie. 4), untersucht. In diesem
Zusammenhang wurde auch untersucht, wie sich PmoBEPL/PG- und PL/PL-
Membranen einbaut.

In Abb. 21 sind die gemittelten Werte fiir die Anlzatin Poren 5, 10, 15 und 20
min nach der Zugabe von 13 ng/ml PhoE zur PL-Sem PL/LPS F515-,
PL/LPS R595-, PL/LPS R45- und PL/PG-Membranen lm@reKlemmspannung von
20 mV wiedergegeben. Dabei nimmt die Porenbildurmn WPL/LPS F515- Uber
PL/LPS R595- und PL/LPS R45- zur PL/PG-MembranJaoler Wert entspricht dabei
dem Mittel aus 3 bis 5 erfolgreichen Versuchen. breite Verteilung der Anzahl der
Poren, die zu einem bestimmten Zeitpunkt in die Mem eingebaut sind, laflt sich
durch die eingeschrankte Reproduzierbarkeit in deit erklaren, die die Porine
bendtigen, um vom Ort der Zugabe in die Subphas®&ambran zu diffundieren. Die
Werte fur die symmetrische PL/PL-Membran entspradine wesentlichen denen fir
die PL/PG-Membran.
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Abb. 21: Gemittelte Anzahl von Porinporen nach 8, 15 und 20 min nach

Zugabe von 13 ng/ml PhoE zur PL-Seite von asymsetten planaren PL/LPS-
Membranen bei einer Klemmspannung von 20 mV. DigeSgegenuber der
Porinzugabe wurde von Re-LPS vBhcoli Stamm F515S minnesota Stamm
R595 undP. mirabilis Stamm R45 oder von PG als geladenem Phospholipid
gebildet (Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI,M MgCl,, 5 mM
HEPES, pH 7.0, T = 37°C). Jeder Wert entspricht déittelwert aus mindestens

drei unabhangigen Versuchen.

In Abb. 22 sind die gemittelten Werte der Anzahh\Roren 5, 10, 15 und 20 min nach
der Zugabe von 13 ng/ml PhoE auf die PL-Seite vaiPS R595-, PL/LPS R7-,

PL/LPS R5-, PL/LPS R345- und PL/LPS R60-Membranendmner Klemmspannung

von 20 mV wiedergegeben. Dabei nimmt die Porenbidduon PL/LPS R60- Uber

PL/LPS R345-, PL/LPS R7-, PL/LPS R5- zur PL/LPS ®Bf&mbran hin ab.
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Abb. 22: Gemittelte Anzahl von Porinporen nach 6, 15 und 20 min nach

Zugabe von 13 ng/ml PhoE zur PL-Seite von asymsetten planaren PL/LPS-
Membranen bei einer Klemmspannung von 20 mV. DigeSgegenuber der
Porinzugabe wurde von Rauhmutanten-LPSSIeninnesota Stamme R595, R7,
R5, R345 bzw. R60 gebildet (Subphasenzusammensggetz06 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7.0, T = 37°C). Jeder Wert entspirdem Mittelwert

aus mindestens drei unabhangigen PL/LPS Versuchen.

In Tab. 2 ist die relative Anzahl von Poren (bezogef PL/LPS R60-Membranen) 20
min nach Zugabe von 13 ng/ml PhoE auf die PL-SaitePL/LPS R595-, PL/LPS R7-,
PL/LPS R5-, PL/LPS R345- und PL/LPS R60-Membranamammengefaldt. Die
Signifikanzniveaus wurden mittelsTest berechnet. Dabei ergab sich, daR lediglieh di
Unterschiede in der Porenanzahl zwischen PL/LP$SR®8d PL/LPS R60-Membranen
signifikant sind. Die Signifikanzniveaus zweier bBehbarter Kurven betragen 0,61 fur
PL/LPS R60 und PL/LPS R345, 0,60 fur PL/LPS R34% WL/LPS R7, 0,48 fir
PL/LPS R7 und PL/LPS R5 und 0,23 fir PL/LPS R5 #MdLPS R595. Fir weiter
auseinanderliegende Kurven sind die Signifikanzmisekleiner als 0,15 mit Ausnahme
des Wertes zwischen PL/LPS R345 und PL/LPS R5)0,34

48



5. Einflul® der Glycostruktur von Lipopolysacchandeuf die
Porenbildung durch Porine

Tab. 2: Relative Anzahl von Poren (bezogen auf PEIR60-Membranen) 20
min nach Zugabe von 13 ng/ml PhoE auf die PL-Sedr PL/LPS R595-,
PL/LPS R7-, PL/LPSR5-, PL/LPSR345- und PL/LPS®R&mbranen
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&mM HEPES, pH
7.0, T =37°C).

Lipidmatrix PL/LPS R60PL/LPS R345PL/LPS R5 PL/LPS R7 PL/LPS R595

relative

Porenanzahl / % 00 71 16 24 6

5.3.4. Einflu3 der Glycostruktur von Lipopolysaccha riden auf das
Schaltverhalten von Porinen in der &uf3eren Membran Gram-

negativer Bakterien

Zusatzlich zum Einbau von PhoE in die unterschibain Lipidmatrizes wurde das
Schaltverhalten der interkalierten Molekule untehdu In Abb. 23 sind die
Strom/Spannungs (VU)-Kennlinien von PhoE in urdbrsdlichen
Lipiddoppelschichten, deren eine Seite aus LPSTasrauhmutanten Stamme F515
von E. coli, R595 vonS minnesota bzw. R45 vonP. mirabilis besteht, gezeigt. Die
Gegenseite, auf der die Zugabe des Porins erfalgiele von PL gebildet.

Etwa 20 min nach Zugabe von Porin nimmt die Potdobhg stark ab oder
kommt vollends zum Stillstand. Um das spannungsadigé Schalten von PhoE-
Trimeren naher zu charakterisieren, wurden in diegthase I/U-Kennlinie
aufgenommen, dabei wurde die Spannung im Bereioh-200 mV bis +200 mV (3,2
mV/s) variiert. Alle Kurven wurden aus mindestengeiz voneinander unabhangigen
Membranpréparationen bestimmt. Die in Abb. 23 sdgezeigten 1/U-Kurven sind
Mittelwerte der entsprechenden Daten. Zudem wuidalfe Datensatze der Strom auf
den Wert normiert, der bei 40 mV ermittelt wurdeei Blieser Spannung waren alle

Poren in den verschiedenen Membransystemen imesff@oustand. Generell gilt, daf3
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sich fur kleine Klemmspannungen (|V| < 50 mV) deof proportional zur angelegten
Spannung verhalt, d.h. die Poren verhalten sich emeOhm’scher Widerstand. Bei
hoéheren Klemmspannungen weicht die 1/U-Charakikridér Porine allerdings vom
Ohm’schen Verhalten ab, dabei steigt der Stromrprdportional an, bis schlief3lich
mit steigender Spannung kein weiterer Anstieg demn®s beobachtet werden kann, es
kommt im Gegenteil in vielen Fallen zu einem Ahfélle I/U-Charakteristik von PhoE
zeigt einen hysteretischen Verlauf, die Effizieres dspannungsabhangigen Schaltens
kann dem Einsetzen und der Form der Hysteresefckl@inommen werden.

In Abb. 23 sind die I/U-Charakteristiken von Phokr funterschiedliche
Lipidmatrizes gezeigt, deren einen Seite von PL decn andere Seite von LPS von
unterschiedlichen Rauhmutanten Stammen nminnesota gebildet wird. Zur
besseren Unterscheidbarkeit zwischen den einzé{neven sind die Spannungen, bei
denen die Abweichung vom linearen Verhalten im fpgesn V. und im negativen .
Spannungsbereich beginnt, in der Bildunterschngemeben. ¥v = 26 mV (Sen et al.,
1988) (in Abb. 23 und 24) bzw.¥ = 100 mV bis 150 mV (Bakker und Mangerich,
1981) (in Abb. 25) markieren die Spannung Uber&aderen bzw. inneren Membran.
Fur negative Klemmspannungen kann so gut wie kemi€3en der Poren beobachtet
werden. Fur positive Klemmspannungen wird ein hgsischer Verlauf der
I/U-Charakteristik beobachtet. Die Effizienz desrspungsabhangigen Schaltens steigt
mit der Lange des Zuckerteils des verwendeten L&ELPS R595 lber LPS R7 zu
LPS R5. Im Falle des LPS R345 sinkt die Effiziems &chaltens im Vergleich zum
LPS R5. Im Falle des LPS R60 konnte auf Grund dstabilitat der Lipidmatrix keine

I/U-Charakteristik bestimmt werden.
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Abb. 23: Spannungsabhéngiges Schlielien von Pho&.l/DiCharakteristiken

von PhoE wurden an planaren LipiddoppelschichtemchduAnlegen einer
Dreieckspannung (3,2 mV/s) an unterschiedlichednpitrizes, deren eine Seite
von PL und deren andere Seite von unterschiedli€@temotypen von LPS von
Rauhmutanten von S minnesota  gebildet wurde, bestimmt
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&€mM HEPES, pH
7.0, T=37°C). Alle Kurven wurden mindestens 2Zdfaan unabhangigen
Membranpréparationen aufgezeichnet, die gezeigtgarDstellen den Mittelwert
aller Daten dar. Zur Verbesserung der Vergleichdaairkurde der Strom auf den
Stromwert bei + 40 mV normiert. Die Klemmspannund&n und \c. sind die
Spannungen, bei denen der Strom vom Ohm’schen Meataveicht. Sie ergeben
sich wie folgt: Rauhmutanten LPS vd& minnesota Stamm R595 (schwarze
Kurve, Vc+ ~ 80 mV, \&_ < — 200 mV), Stamm R7 (blaue Kurveg\~ 65 mV,
Ve ~ =150 mV), Stamm R5 (grine Kurveg M~ 60 mV, \&_ ~ — 150 mV) und
Stamm R345 (rote Kurve,&/ ~95 mV, \e_~ — 145 mV).

Abb. 24 zeigt die I/U-Charakteristiken von PhoEuinterschiedlichen Lipidmatrizes,
deren eine Seite von PL und deren andere Seite MBS-Tiefrauhmutanten
unterschiedlicher Gram-negativer Spezies, z.SBminnesota Stamm R595FE. coli
Stamm F515P. mirabilis Stamm R45, gebildet wird. Die Kurve fur die PL/LRS95-
Membran entspricht der in Abb. 23 gezeigten, siehier nur zur Verbesserung der
Ubersichtlichkeit noch einmal gezeigt. Fir PL/LP&Rund PL/LPS F515-Membranen
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kann im Gegensatz zu den PL/LPS R595-Membraneefigktives SchlielRen auch fir
negative Klemmspannungen von —100 mV bis —120 nmabaehtet werden. Im Bereich
positiver Klemmspannungen zeigt insbesondere didLF%: F515-Membran einen
starken Abfall des Stromes. Fur PL/LPS R45 und PEIR595 kann lediglich ein
stationérer Zustand beobachtet werden, der hystenet Charakter der 1/U-Kurve ist

somit auch wesentlich geringer ausgepragt.

. —— PL/LPS F515

4 + —— PL/LPS R595
| —— PL/LPS R45
2 L
> L
5
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4
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Abb. 24: Spannungsabhangiges SchlieBen von Phak.l/DiCharakteristiken

von PhoE wurden an planaren LipiddoppelschichtemchduAnlegen einer
Dreieckspannung (3,2 mV/s) an unterschiedlichednpitrizes, deren eine Seite
von PL und deren andere Seite von LPS von Tiefraténten unterschiedlicher
Spezies gebildet wurde, bestimmt (Subphasenzusasatzeimg: 100 mM KClI, 5
mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7.0, T = 37°C). Die Bestimmung Kerven aus
den Rohdaten erfolgte wie fur Abb. 23 beschrielia. Klemmspannungen &/
und Vc. sind die Spannungen, bei denen der Strom vom Qimevs Verlauf
abweicht. Sie ergeben sich wie folgt: TiefrauhmteanLPS vorE. coli Stamm
F515 (grine Kurve, ¥ ~ 100 mV, \&- ~ — 110 mV),S minnesota Stamm R595
(schwarze Kurve, ¥ ~ 80 mV, \&_< — 200 mV) P. mirabilis Stamm R45 (blaue
Kurve, Vc+ ~ 80 mV, \&_~ 120 mV).

In Abb. 25 sind die I/U-Charaktersitiken von PhaELipidmatrizes dargestellt, deren

eine Seite von PL und deren Gegenseite von LPSEvoali Stamm F515, von PG als
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geladenem Phospholipid bzw. von PL gebildet wirde Bir die PL/LPS F515-
Membranen gezeigte Kurve ist mit der in Abb. 24aygten Kurve identisch. Fur die

beiden Phospolipidsysteme wird ein ahnlich effimsn Schalten wie fir die
PL/LPS F515-Membranen beobachtet. Allerdings zsigh flr negative Spannungen
fur die asymmetrische PL/PG-Membran ein wesentigitker ausgepragtes Schalten
als fur die symmetrische PL/PL-Membran, was zu reidsymmetrie in der
I/U-Charakteristik im letzteren Fall fuhrt.

| — PL/LPS F515
4k —PL/PG

L —  PL/PL
21 <Dy

£ =
— 0 —
: B et
R e
R
i V||\/| V||\/|
1L : N M : y 1
-200 -150 -100 -50 O 50 100 150 200
U/ mVv

Abb. 25: Spannungsabhéangiges Schlielen von Pho&.l/DiCharakteristiken
von PhoE wurden an planaren PL/LPS-Doppelschiclaierth Anlegen einer
Dreieckspannung (3,2 mV/s) an unterschiedlicheduytrizes, deren eine Seite
von PL und deren andere Seite von unterschiedlicRaospholipiden und
Tiefrauhmutenten von E. col. gebildet wurde, bestimmt
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&€mM HEPES, pH
7.0, T =37°C). Die Bestimmung der Kurven aus demdten erfolgte wie fur
Abb. 23 beschrieben. Die Klemmspannungen ¥nd \t. sind die Spannungen,
bei denen der Strom vom Ohm’schen Verlauf abweifiit. ergeben sich wie
folgt: Tiefrauhmutanten LPS voB. coli Stamm F515 (griine Kurve,cV ~ 100
mV, Vc_~ — 110 mV), PG (schwarze KurvecMV~ 110 mV, \&_~ 100 mV), und
PL (rote Kurve, \é+ ~ 125 mV, \&_~ — 115 mV).
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5.4. Diskussion

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Untersucenngubliziert, die zu einem
tieferen Verstandnis der Biogenese von Porinerrdggn konnten. In Untersuchungen
zur Faltung in Bakterienkulturein(vitro) konnte gezeigt werden, daf3 die Anwesenheit
von LPS im Periplasma fir ein korrektes und effisés Falten von PhoE in eine
monomere, trimerisierungsfahige Zwischenform nothgnst (De Cock et al., 1999).
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dafl} die Aemhest von LPS einen Einflul3
auf das Falten und die Trimerisierung von OmpF(8ah und Nikaido, 1991a). In den
vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werdef, die Zusammensetzung der
Lipiddoppelschicht, insbesondere die chemischek&trudes LPS auf der der Zugabe
des Porins abgewandten Seite eine wichtige, mdaaghetise die entscheidende Rolle
fur den Einbau und/oder spatere Schritte der Pddemiy durch PhoE spielt. Des
weiteren konnte gezeigt werden, dal3 die Zusammmmsgtder Lipidmatrix einen
Einflu auf das elektrische Schaltverhalten, nader auf die Leitfahigkeit der PhoE-
Trimere hat.

In Untersuchungen an Bakterienkulturen konnte destniemt werden, dal3 die Effizienz
des Einbaus vonin vitro synthetisiertem PhoE in die auf3ere Membran von
unterschiedlichen Mutanten vda coli von der Ra-Mutante zur Re-Mutante um 95%
abnimmt (De Cock et al., 1996). In diesem Systemnk® jedoch nicht zwischen
Faltung, Trimerisierung und Einbau in die auf3eremMean unterschieden werden.
Dieser Effekt wurde durch eine verminderte Anzabh sogenannten ,insertion sites*
in einer Re-Mutante im Vergleich zur Ra-Mutante l&k In der Folge konnte
nachgewiesen werden, daf3 LPS fiur frihe SchrittdeinFaltung, der Bildung eines
gefalteten Monomers, notwendig ist (De Cock und @assen, 1996). Dabei ist LPS
vom Chemotyp Re weit weniger effizient als LPS vG@memotyp Ra (De Cock et al.,
1999). In der vorliegenden Untersuchung konnte mazeigt werden, dafld die
Zusammensetzung der Lipidmatrix einen starken @ihfauf spatere Schritte der
Porinbiogenese, den Einbau und/oder die Porenlgldm in vitro gefaltetem, LPS-
freiem Porin hat. Die Effizienz der Porenbildungratu PhoE unterscheidet sich fur
Lipidmatrizes, die unterschiedliche Chemotypen &% vonS. minnesota enthalten.
Dabei gilt: die Anzahl der Poren zu einem bestinmmfeitpunkt sinkt von Ra-LPS
(LPS R60) zu Re-LPS (LPS R595) (Abb. 22). Auf Grutat teilweisen Uberlappung
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der Fehlerbalken kann keine quantitative Korretatowvischen Porenbildung und
Lipidzusammensetzung fur Kurven, die zu benachbar@hemotypen gehdren,
aufgestellt werden. Mit steigender strukturellerstnz zwischen den Chemotypen
sinken jedoch die Signifikanzniveaus bis auf p €¥10,2zwischen LPS R60 und
LPS R595. Auf Grund dieser Tatsache und dem FaM® die Reihenfolge in der
Anzahl der Poren, die in eine Lipidmatrix eingebsiat, zu jedem Zeitpunkt gleich ist,
kann geschlossen werden, dald die Lipidmatrix — dleoStruktur des der Seite der
Porinzugabe gegenuberliegenden LPS — die Effizaés Einbaus von Porin in die
aulRere Membran bestimmt. Zusammenfassend laRtssigan, dal LPS mit einer
langen Zuckerkette alle Schritte der Porinbiogeitegginstigt.

Nun stellt sich die Frage, welche physikochemisch&genschaften der
Membran fir diesen Effekt verantwortlich sind. hster Linie werden im folgenden die
Einflisse der Membranfluiditat und der Oberflaclaeiningsdichte, aber auch von
Parametern wie der Membranstabilitat diskutiertbeiransbesondere die Eigenschaften
der LPS-Seite beriicksichtigt werden.

Es konnte gezeigt werden, dal3 ein Anstieg der Maniluiditat die Bildung
lytischer Poren durch das Komplementsystem begjin@iese et al., 2001). Dieser
Parameter kann jedoch nicht erklaren, warum dieeftmidung durch PhoE mit der
Lange der Zuckerkette des LPS korreliert, da sigh Membranfluiditat fur die
verwendeten LPS nur sehr wenig unterscheidet (Bramag et al., 1997). Des
weiteren konnte die geringste Effizienz fur PL/R@&d PL/PL-Membranen beobachtet
werden, die die hochste Fluiditat aller verwendetpidmatrizes aufweisen.

Im Falle asymmetrischer PL/LPS-Membranen entstehtGaund der hdheren
Oberflachenladungsdichte der LPS-Seite im Vergleidtur PL-Seite ein
Potentialgradient, folglich kann fur den Einflulr daickerkette auf die Porenbildung
eine positive Korrelation zwischen der Anzahl dexgativen Ladungen und der
Porenbildung erwartet werden. LPS R60 und LPS R34glche die hochste
Porenbildungsrate von PhoE verursachten, tragemasians 5 negative Ladungen,
LPS R7, LPS R5 und LPS F515, welche 4 negative hgelu tragen, befinden sich im
mittleren Bereich und LPS R595 und LPS R45, dieigamals 4 negative Ladungen
tragen, zeigen die geringste Porenbildungsrate. hAudie Abnahme der
Porenbildungsrate bei hohen fd<onzentrationen 1aRt sich durch eine Abnahme der
negativen Ladungen auf der LPS-Seite erklaren. B8 jadoch erwahnt werden, das
sich beispielweise die Unterschiede in der Pordobt) durch PhoE in PL/LPS R60-
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Membranen im Vergleich zu PL/LPS R345-Membranen nsbeenig durch
Ladungseffekte erklaren lassen, wie die nahezutigtdren Porenbildungsraten in
PL/LPS R595- und LP/LPS R45-Membranen. Des weitegseaus den I/U-Kennlinien
zu entnehmen, dal3 ein hohes Transmembranpotdnisat{ = 200 mV) keine weitere
Porenbildung verursacht (Abb. 23 bis 25). Dies kgdoch dadurch erklart werden,
dafd weniger der Potentialgradient als vielmehrifipeae Wechselwirkungen zwischen
funktionalen Gruppen der Porinmolekile mit den Lagkn des LPS und den
zweiwertigen Kationen das Porin in seiner funktlenatransmembranen Konfiguration
stabilisieren (Weiss et al.,, 1991; Weiss und Schul292). Solche spezifischen
Wechselwirkungen  kdénnen  mdoglicherweise  auch  erklarewarum  die
Porenbildungsrate in PL/LPS R7-Membranen geringfughdher ist als die
Porenbildungsrate in PL/LPS R5-Membranen, obwol8 BS eine zuséatzliche Glukose
in der Kopfgruppe tragt.

Neben der Membranfluiditat und der negativen OBehénladung gibt es eine
Reihe weiterer struktureller Parameter, die einarfli? auf die Porenbildung haben
konnen. So kann beispielsweise die Stabilitat des{Seite der PL/LPS-Membran
durch die Lange der Zuckerkette beeinflul3t weradneine langere Zuckerkette eine
Erhohung der Hydrophilie bedeutet. Zudem kommt a6 @rund der steigenden
Nettoladung zu einer starkeren Absto3ung zwiscleenainzelnen Lipidmolekilen. Im
Zusammenhang mit der Membranstabilitdt kann auehreduzierte Porenbildung in
PL/LPS F515-Doppelschichten, die in Subphasen mithger Mdg'-Konzentration
prapariert wurden, verstanden werden, da die eeh®unzentration zweiwertiger
Kationen zu einer Stabilisierung der Membran dwettte erhdhte Quervernetzung der
Lipidmolekile beitragt (Nikaido und Vaara, 1985)n& Reduzierung der Stabilitat der
LPS-Seite kann (i) die Porenbildung von bereitdim PL-Seite eingebauten Porinen
beginstigten und (ii) die Stabilitat der gesamteanMran verandern und somit die
Insertion und die Porenbildung erleichtern. Dieteerisloglichkeit scheint allerdings
unwahrscheinlich, da gezeigt werden konnte, dallMbBenbranen von Re-Mutanten
geringere Konzentrationen an PhoE (Tommassen ugtehberg, 1981; Korteland und
Lugtenberg, 1984) und anderen Proteinen der aufdenbran (Ames et al., 1974)
enthalten, was darauf hindeutet, dal3 sich dieseiReogar nicht erst in die Membran
einbauen.

Der Unterschied zwischen den PL/LPS R595- und P&/B@5-Membranen auf
der einen und der PL/LPS F515-Membran auf der amd&eite kann durch die
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Anwesenheit einer zusatzlichen L-fdN am Lipid A-Teil erklart werden, der die
Nettoladung von —4 auf —3,5 verringert. Die zwdité&rap4N am ersten Kdo des
LPS R45, welcher die Nettoladung auf —3 reduzsatieint dagegen keinen Einflul3 auf
die Porenbildungsrate zu haben. Dies konnte dadwmtfért werden, dal3 der
destabilisierende Effekt der htheren Nettoladurg) ldeS R595 durch eine zusatzliche
Fettsaure kompensiert wird.

Die hier gezeigten Ergebnisse erlauben auch, eageFzu beantworten, die von
Korteland und Lugtenberg (1984) aufgebracht worderDiese Autoren konnten im
vivo Untersuchungen zeigen, dal3 die Aufnahme von neggiadenen Substanzen
durch PhoE in Re-Mutanten am effizientesten istt Biesen Effekt wurden drei
maogliche Erklarungen diskutiert: (i) ein erhohtdfektiver Durchmesser der Pore in
Re-Mutanten, (ii) eine héhere Anzahl an offenen furtktionalen Poren oder (iii) eine
Reduzierung der sterischen Hinderung durch die @kete und den Verlust von
negativen Ladungen, der zu einer reduzierten LagshlrgjoRung fuhrt. Aus den hier
gezeigten Daten wird klar, daf3 sich weder der Duegser der Pore signifikant andert
(Tab. 1) noch die Anzahl von Poren steigt (Abb.. ZDjes macht Mdglichkeit (iii)

wahrscheinlich.

In Gram-negativen Bakterien ist der periplasmatsdRaum stark anionisch im
Vergleich zum AufRenmedium, in erster Linie auf Gfuder Anwesenheit der
sogenannten anionischen ,Membrane-derived Oligbsames” (Mdo). Diese Mdo
tragen zum Transmembranpotentialwtber der auf3eren Membran bei. Eircoli
wurde fir Vom in der Anwesenheit einer KationenkonzentrationAuenmedium von
100 mM ein Wert von 26 mV (innen negativ) bestin{®e¢n et al., 1988). Fir die innere
Membran wird ein Wert von bis zu 150 mV (innen rtegadiskutiert (Bakker und
Mangerich, 1981).

Far alle hier untersuchten Lipidmatrizes ist die®mng, die fir das Schlie3en
der Porinkanale notwendig ist, dem Betrage nacl8egré@als 50 mV. Dies lal3t den
Schlu3 zu, dalR alle in die Lipidmatrix eingebautnoE-Porine sich im offenen
Zustand befinden und sie aus diesem Grunde keigélaterische Funktion fur die
Transmembranspannung uber der duf3eren Membran.Habeessanterweise betragt
die Spannung, die fur das SchlieRen von PhoE i?EMembranen notwendig ist, in
beiden Richtungen weniger als 125 mV. Dies ist damreich, der fur die

Transmembranspannung iber der inneren Membran tidigkwird. Ahnliche Werte
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wurden bereits in Patch-clamp Experimenten an Riesekeln aus Azolectin (einem
naturlichen Lipidgemisch) gefunden (Berrier et &é997). Dies untermauert die
Vermutung (Eppens et al., 1997), dal’ das spannasgggerte Schlie3en der Porine ein
Schutzmechanismus ist, der die innere Membran merneKurzschluf? durch falschlich
in die Membran inkorporierte Porine schitzt. Sastidie innere Membran durch zwei
Mechanismen geschutzt, (i) die reduzierte Poreobddin PL/PL-Membranen im
Vergleich zu PL/LPS-Membranen und (ii) das spansabfangige Schliel3en von
zufallig in die innere Membran inkorporierten Poniolektlen. Aus der Asymmetrie der
I/U-Kennlinie von PhoE in symmetrischen PL/PL-Mewaten kann zudem auf einen
gerichteten Einbau der Porinmolekile geschlossedeme Ein solcher Effekt wurde im
Detail fur Porin vorParacoccus denitrificans untersucht (Wiese et al., 1994).

Auch fir das Schaltverhalten der Porine stellt sidie Frage, welche
physikochemischen Eigenschaften der Membran di€sereld bestimmen. Auch in
diesem Falle scheinen Oberflachenladungsdichte Mmeanbranfluiditat mogliche
EinfluRfaktoren zu sein. Auch spezifische Interalkén zwischen funktionalen Gruppen
der Porin- und der LPS-Molekile - beispielsweiserchku elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen geladenen Aminosauredemm Loops der Porine und
Phosphaten oder L-ApdN an den LPS-Molekulen — koénnen nicht ausgeschioss
werden.

Far Porin von P. denitrificans konnte zudem eine Korrelation zwischen
Oberflachenladungsdichte der Glycolipidseite undmdeSchalten der Porine
nachgewiesen werden, wenn die LPS-Seite der Men#wrbainem negativen Potential
gegenuber der PL-Seite ist (Wiese et al., 199419%96). Diese Untersuchungen waren
jedoch beschréankt auf Re-LPS und ein Glycosphipghlidas GSL-1. Aus Abb. 24 ist
ersichtlich, das unter identischen BedingungenifpesSpannung, LPS-Seite negativ)
auch fir PhoE-Kanale das SchlieRen am ausgeprégtist LPS F515 ist, welches 4
negative Ladungen tragt und tber LPS R595 zum L#5 (R negative Ladungen) hin
abnimmt. Fur PhoE-Molekile, die sich in einer PLA-Boppelschicht befinden, dessen
LPS von unterschiedlichen RauhmutantenstammenS/aninnesota stammt, ist das
SchlieBen am effizientesten in PL/LPS R5-Membrarmgaiolgt von PL/LPS R7. Die
geringste Effizienz wurde fur PL/LPS R595 gefundkite LPS tragen 3 bis 4 negative
Ladungen. Der Anstieg der negativen Ladung zwisaliesen LPS bis zum LPS R345

fuhrt zu einem verringerten Schlie3en im Verglezcim LPS R5. Des weiteren wurde
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das effizienteste Schlie3en fur PL/PG-Membranerbheliet, trotz der Tatsache, dald
die Oberflachenladungsdichte von PG geringer sstled von LPS R45.

Interessanterweise scheint im positiven Spannumegiibe die Spannung, die
notwendig ist, um ein SchlieRen der Poren in Memdmazu induzieren, deren
LPS-Seite von LPS de® minnesota Stamme R595, R7 bzw. R5 gebildet wird, mit
steigender Lange der Zuckerkette zu steigen. Odeden zeigen, dald nicht nur fur die
Porenbildung, sondern auch fiir das spannungsalggisghlieRen der Porinmolekile
neben der Oberflachenladungsdichte auch funktioBalgpen am LPS verantwortlich
sind.

FUr negative Klemmspannungen bis zu — 200 mV kaim LiPS von S
minnesota praktisch kein SchlieRen beobachtet werden. Dedg §n Gegensatz zu den
Ergebnissen, die fur LPS F515, LPS R45 und PG geiurnwurden, die auch im
negativen ein ausgepragtes Schalten bewirken. Diffekt kann beispielsweise durch
mechanischen Strel3 durch die zuséatzliche FettsiuréPS vonS minnesota erklart
werden. Ein EinfluR der Fettsaureregion der Lipittmé&konnte auch fur Porin voR.
denitrificans nachgewiesen werden (Wiese et al., 1994). In diddetersuchungen
konnte gezeigt werden, dafll ein SchlieBen bei Teatpen unterhalb des

Phaseniiberganges komplett inhibiert werden konnte.

Die hier gezeigten Daten zeigen deutlich, da3 LP® entscheidende Rolle bei der
Porenbildung durch PhoE und der Funktion des Pomnsler Membran spielt.
Insbesondere die Korrelation zwischen dem Einba®lUAPS-Membran und dem
vivo gefundenen Porinkonzentrationen in der auf3eren bviem unterschiedlicher
Rauhmutanten vort. coli zeigen, dal LPS eine wichtige, wenn nicht gar die
entscheidende Rolle in diesem spaten Schritt daniftogenese spielt und daf keine
weiteren Bindungs- oder Eindringstellen notwendigisum diesen Effekt zu erklaren.
Zudem beeinfluf3t die chemische Struktur von LP®itnnur den Einbau sondern auch
die Funktion der eingebauten Poren. Dies verdduflidal3 es unumgéanglich ist, bei
allen Untersuchungen zur Funktionsweise von Poriden Asymmetrie der auf3eren
Membran Rechnung zu tragen. Dies unterstreicht mudee besondere Rolle der
Methode von Montal und Mueller zur Préparation ptan Lipiddoppelschichten, die
derzeit die einzige Methode darstellt, mit der siabymmetrische Lipidmatrizes

praparieren lassen.
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6. Bestimmung der intrinsischen
Membranpotentialdifferenzen A® und AW

asymmetrischer Lipiddoppelschichten

Die IFC-Methode zur Bestimmung va&W bietet im Vergleich zur Carrier-Transport-
Methode zur Bestimmung vom\® einige wesentliche Vorteile. So werden
beispielsweise weder Sondenmolekile (z.B. Carriezkibe wie Nonactin oder
Valinomycin) bendtigt, noch ist diese Methode aufibfhasen beschrankt, die
bestimmte lonen enthalten. Einer der wesentlichentéde ist jedoch, das die IFC-
Methode erlaubtAW zeitaufgeldst zu messen, was zuséatzliche Infoomati Uber die
zu untersuchenden biologischen Prozesse liefed.vidgteren bietet die IFC-Methode
die Mdglichkeit, AW und C simultan zu bestimmen.

Es mul3 jedoch erwahnt werden, dal3 keine der beldethoden eine
Untersuchung an einem elektrisch ungestérten Systéubt. In beiden Fallen werden
relativ hohe Klemmspannungen im Vergleich zur Tragsbranspannunin vivo an
die Membran angelegt, die eine Umorientierung vaeptiden/Proteinen auf der
Membranoberflache und ein Eintauchen in die Memlwamirsachen kénnen mit der
maoglichen Folge von Lasionsbildungen. Weiterhin mefdvdhnt werden, dal3 ein
EinfluR des Carriers Nonactin in eineni-feien System nicht beobachtet werden
konnte, d.h dal3 die Anwesenheit der Carriermolekélae mel3bare Beeintrachtigung
der MeBmethode darstellt.

Im Folgenden werden nun Ergebnisse vorgestellt, Rliekschliisse auf die
Vergleichbarkeit vomA® und AW zulassen. Anhand eines einfachen Modells sollen
dann mdgliche Griinde fir die Unterschiede zwisch@nund AW fur asymmetrische

LPS/PL-Membranen diskutiert werden.
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6.1. Verwendete Materialien

Re-LPS vonE. coli Stamm F515S. minnesota Stamm R595 un@. mirabilis Stamm
R45 wurde wie in Kapitel 5.2 beschrieben verwendet.

PE vonE. coli, PG aus Eigelb, synthetisches DPG, synthetiscliygsyanoyl-
phosphatidylcholin (DPhyPC) und PhosphatidylseR®) aus Schweinehirn (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) wurden ohne westdufreinigung verwendet. Die
Lipide wurden in einer Konzentration von 2,5 mgimChloroform gelést und bei 4°C
gelagert.

Nonactin wurde in einer Konzentration von 1 mM iretlanol gel6st, die
Gebrauchslosung wurde mit der bei den Untersuchunvgewendeten Subphase auf

eine Konzentration von TOM verdiinnt. Beide Lésungen wurden bei 4°C gelagert

6.2. Ergebnisse und Diskussion

Abweichend von der Gliederung der anderen TeilesatieArbeit werden hier die
Prasentation der Ergebnisse und die DiskussionmameKapitel zusammengefalit, da
hier anhand der Daten und deren Auswertung ein MNodem intrinsischen
Potentialprofil Gber einer LPS/PL-Membran erarlieiterden soll, mit dessen Hilfe
sich die beobachteten Effekte erklaren lassen.

AY und A® wurden flr unterschiedliche asymmetrische LipidmEgchichten
bestimmt. In Abb. 26 sind die Werte va® und AW fur planare Membranen, deren
eine Seite aus LPS F515 vBncoali, LPS R595 vors minnesota oder LPS R45 voR.
mirabilis sowie PS, PG oder DPhyPC und deren andere SeaitBlabestand, gezeigt.
AW (dunkelgraue Balken) wurde per IFC-Methode bestinlx® (hellgraue Balken)
nach der Carrier-Transport-Methode an Nonactinedtgh Membranen. Man erkennt,
das sichA® und AW im Falle der Phospholipid/PL-Membran zwar im Bgtra
unterscheiden, nicht aber im Vorzeichen. Im Gegerdazu unterscheiden sitld und

AY im Falle der LPS/PL-Membran sowohl im Betrag alshaim Vorzeichen.
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Abb. 26: Vergleich zwischen den intrinsischen MeammotentialdifferenzeA®
(hellgraue Balken) undAW (dunkelgraue Balken), die fur unterschiedliche
asymmetrische Membranen, deren eine Seite jeweits ainem Phospholipid
bzw. Lipopolysaccharid und deren andere Seite vogédbildet wurden. Die PL-
Seite bestand aus 81 Mol% PE, 17 Mol% PG und 2 MdBRG
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&€mM HEPES, pH
7.0, T=37°C).

In Abb. 27 sind die Werte vol\WY und A® fir Phospholipid/PL-Membranen
gegeneinander aufgetragen. Uber eine lineare Kanmassung ergab sich
AWY = (1,50 £0,120®d (mit einem Korrelationskoeffizienten von R =0,998
Interessanterweise konnte eine solche positivale&orrelation zwischeAd® undAW
nur fur Phospholipid/PL-Membranen festgestellt veerd wobei die beiden Werte
zudem mit der Oberflachenladungsdichte der Phogpdséite korrelierten. Im
Gegensatz dazu wurde fur LPS/PL-Membranen keinegkadion zwische®A® undAW
gefunden, lediglich die Werte vonAW korrelierten qualitativ. mit der
Oberflachenladungsdichte der LPS-Seite.
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Abb. 27: Korrelation zwischen den intrinsischen Meampotentialdifferenzen
AY und A®, die nach der IFC-Methode bzw. der Carrier-Transptethode fur
PS/PL-, PG/PL- und DPhyPC/PL-Membranen ermittelt rden
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&€mM HEPES, pH
7.0, T = 37°C). Uber eine lineare Kurvenanpassuhgchgezogene Linie) ergab
sichAW = (1,50 + 0,12\®; (R = 0,998).

Auffallig ist, da3 die Werte vodAW und A® fiur PS/PL- und PG/PL-Membranen
unterschiedlich sind, fUAW betragt der Unterschied ungefahr 14 mV, Adr etwa 13
mV, obwohl die Nettoladung der beiden Lipide PS W@ jeweils -1 betragt. Dieser
Unterschied laldt sich jedoch durch Unterschiededem GrofRe der Kopfgruppe
(bestimmt aus Monofilmisothermen an einer Langnkilimwaage) erklaren. Aus
diesen GroéfRenunterschieden ergeben sich wiederuerdghiede im Gouy-Chapman-
Potential, dabei wurden Werte von — 150 mV fur R@E ¢ 141 mV fur PS, d.h. ein
Unterschied von 9 mV berechnet. Weitere Beitragenkd aus Unterschieden im Born-
und im Dipol-Potential der beiden Monoschichterultsren.

Uber das Potentialprofil Gber einer LPS/PL-Membiiah bis heute wenig
bekannt. Auf der Basis des Modells von Schoch et &979) fir
Phospholipidmembranen (Abb. 28 A) a3t sich jederhkomplexeres Modell fur die
LPS/PL-Membranen
(Abb. 28 B) konstruieren, wobei der trapezférmigerlsuf des Potentialprofils und der

Beitrag der PL-Seite unveréndert bleiben. Auf Gruet komplexeren Struktur der
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Kopfgruppe des LPS (Abb. 4), insbesondere der Grofi@ der Verteilung der
negativen Ladungen im Lipid A Teil und dem Kdo-eharid, wurde der Bereich der
Kopfgruppe im Potentialprofil verbreitert. Insbedere das Gouy-Chapman-Modell —
basierend auf der Annahme, daf die Membranobeefldaahmolekularer Ebene glatt ist
— konnte beeinflu3t werden. In dem Modell in Ab8 B wurde zunachst nur
berlcksichtigt, dal3 das Gouy-Chapman-Potentialtived und sein Beitrag geringer
ist als der des Dipol-Potentials. Aus diesem Grustdegt das Potential im Bereich der
LPS-Kopfgruppe von einem negativen auf einen pasiti Wert. In Ermangelung
genauerer Angaben Uber den exakten Verlauf des nfdpzofils in der
Kopfgruppenregion wurde fur den Anstieg ein lineaverlauf als erste Néherung
gewahlt.

Der K'-Carrier Nonactin ist ein Molekill mit definierteregmetrischer
Abmessung, die geringer ist als die Dicke von PhoBpidmembranen. Aus diesem
Grund wird der Carrier-Transport in erster Linieecudie Potentialdifferenz zwischen
den beiden Punkten nnd i im hydrophoben Bereich der Doppelschicht bestimnat
die weiter aufRen liegende Kopfgruppe spielt dabdiglich eine untergeordnete Rolle.
Dies wird durch die Beobachtung untermauert, daB die drei verschiedenen LPS,
welche sich in erster Linie in ihrer Kopfgruppe umdht in ihrem hydrophoben Bereich
(Abb. 4) unterscheiden, ahnliche Werte A® besitzen (Abb. 26). Im Gegensatz dazu
wird die Spannungsabhangigkeit der Kapazitat, aarf die IFC-Methode beruht, im
wesentlichen durch elektromechanische Eigenschd&teiMembran bestimmt (Alvarez
und Latorre, 1978). Deshalb ist es méglich, As8zwischen den Punktenrund n’
in der Membran bestimmt wird. Im Falle der Phospghdmembran liegen die
Positionen pund n° sowie n und i jedoch eng zusammen, so daR sich nur ein
geringer Unterschied zwischéx® und AW ergibt. Im Gegensatz dazu unterscheiden
sich im Fall von LPS/PL Membranem mund n* signifikant, wobei p* in der
Kopfgruppenregion der LPS-Schicht liegt (Abb. 2Bjese Annahme wird von den
Ergebnissen in Abb. 26 unterstitzt, die zeigen, siaB AW und A® fur LPS/PL-

Membranen nicht nur in ihrem Wert, sondern auctieénPolaritat unterscheiden.
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Abb. 28: Schematische Abbildung des Potentialgofiber asymmetrischen
PS/PL- (A) und LPS/PL-Membranen (B) auf der Bagis Modells von Schoch et
al. (1979). Die negativen Nettoladungen der Lipitekdle sind durch schwarze
Kreise gekennzeichnet. Die Pfeile kennzeichnen\éazeichen vonA® bzw.

AW. Da der exakte Verlauf des Potentialprofils in idepfgruppenregion des LPS

unbekannt ist, ist der mogliche Bereich fir denl|a{gr des Potentialprofils in
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diesem Bereich durch eine geschlossene und eineunkige Linie
gekennzeichnet.

Abschlie3end laRt sich somit sagen, dal3 beide Methe- IFC und Carrier-
Transport-Messungen — ihre Berechtigung haben uedig&r konkurrierende als
vielmehr komplementare Methoden sind, mit denerh simter Umstédnden auch
unterschiedliche Schritte der Interaktion zwischéembranen und Peptiden/Proteinen

untersuchen lassen, so dalR eine Kombination bétkthoden zu einem tieferen

Verstandnis der entsprechenden Prozesse beitragt.
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7. Wechselwirkung polykationischer antimikrobieller

Peptide mit asymmetrischen planaren Membranen

Polykationische antimikrobielle Peptide spielen @rol3e Rolle im Rahmen der
Immunabwehr von Saugetieren gegenuber BakteriamnMind Pilzen. Die steigende
Anzahl von Resistenzen gegenuber herkommlicherbfatitka macht es unumgéanglich,
zu einem tieferen Verstandnis von der Wirkungswdisser Peptide zu gelangen. Auch
zu diesem Zweck leistet die Methode der asymméigisglanaren Membranen einen
entscheidenden Beitrag, als besonders sensitivnhaigh dabei Messungen der
intrinsischen  MembranpotentialdifferenzAW nach  der IFC-Methode (siehe
Kapitel 4.4.2) herausgestellt.

Mit Hilfe der IFC-Methode sollte nachgewiesen werdeb und in welcher
Weise sich antimikrobielle Peptide an unterschaddi Lipidmatrizes anlagern bzw. in
diese einlagern. Im Zentrum des Interesses stetht laier der Einflul3 der Struktur des
LPS auf diese ersten Schritte der Wechselwirkungpasondere soll geklart werden,
wie es dazu kommt, daf} einige Bakterienstammeteesiand andere dagegen sensitiv
sind.

Im folgenden werden zunachst zwei Peptide der Hanonlien der
antimikrobiellen Peptide naher beschrieben, dasXI8/Ris der Kathelizidin- (Zanetti et
al., 1995; Zaiou und Gallo, 2002; Lehrer und G&@0)2a; Zanetti, 2003; Bals und
Wilson, 2003) und das hBD-3 aus der Defensinfan(iiarder et al., 2001; Lehrer und
Ganz, 2002b).

7.1. Kathelizidine

Das kationische antimikrobielle Protein CAP18 (tigla Molmasse 18 kDa) gehort zur
Familie der Kathelizidine. Dies sind Proteine maich konserviertem N-Terminus mit
bisher weitgehend unbekannter Funktion und vamatdatimikrobiellen C-Terminus.
Im folgenden wird die Bezeichnung CAP18 fir dasimaikrobielle Peptid des
entsprechenden Proteins verwendet. Das erste in Lderatur beschriebene
Kathelizidinpeptid ist das CAP18 vom Kaninchen (ABS), im weiteren als rCAP18

67



7. Wechselwirkung polykatioriiec antimikrobieller Peptide mit
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bezeichnet. rCAP18 wird aus den Aminosduren 106 142 des Gesamtproteins
gebildet. Das in den hier beschriebenen Untersuggrumerwendete rCAP18-Fragment,
das rCAP18&.133 Wird von den Aminosauren 106 bis 137 gebildetnlfidhe Peptide

wurden mittlerweile fir verschiedene Saugetiergsezefunden, z.B. das SMAP29
(Brogden et al., 2001) vom Schaf, das hCAP18 bav&7Lvom Menschen (Larrick et

al., 1994) sowie die
CRAMP-Peptide  von
Maus und Ratte. Allen
diesen Peptiden is
gemeinsam, dafl3 sie ein

nahezu ideale-helikale

Struktur besitzen unc

stark positiv geladen
Abb. 29: NMR Struktur rCAP186.142 vVOm

sind, im Falle des _
Kaninchen (Chen et al., 1995).

rCAP186.137 betragt die
Nettoladung +12.

Fur CAP18 wurde antimikrobielle Aktivitat gegen @rgositive Spezies wie
Sreptococcus pneumoniae und Saphylococcus aureus sowie gegen die Gram-negativen
Spezie<. coli, S minnesota undS. typhimurium gefunden. Resistenzen wurden fir die
Gram-negative Spezied®. mirabilis, Pilze sowie Mycobacterium avium und
Mycobacterium tubercul osis entdeckt.

In Untersuchungen an planaren Lipiddoppelschichteinde gezeigt, dal3 die
Lipidmatrix einen entscheidenden EinfluR auf die Wseelwirkung von
unterschiedlichen CAP18-Fragmenten mit der &uf3dvemmbran Gram-negativer
Bakterien hat (Gutsmann et al., 1999, 2000; 208b).konnte am Beispiel VvOR.
mirabilis gezeigt werden, dal eine definierte Variationen chemischen Struktur des
LPS dieses Stammes, namlich das Vorhandenseinziiaisét L-Argp4N am Lipid A
und am ersten Kdo und einer damit verbundenen Lgsteduktion, den entscheidenden
Beitrag zur Bildung der Resistenzen gegen CAP1ertieZiel der hier gezeigten
Untersuchungen ist nachzuweisen, in welchem SateittMembran/Peptid-Interaktion

es zu dieser Lipidspezifitat kommt.
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7.2. Defensine

Defensine stellen eine Hauptkomponente der Immuehbwegen Bakterien, Pilze und
Viren dar. Hauptmerkmal der Defensine ist ihre hgiusitive Ladung sowie das
Auftreten von drei Disulfidbricken. Man untersclegidzwischena-, -, 6- und
Insektendefensinen (Ganz und Lehrer, 1995; Lehngk Ganz, 2002b), die sich im
wesentlichen in der Verknupfung der Disulfidbrickerterscheiden. Dig-Defensine,
zu denen das in dieser Untersuchung verwendetertefsaBefensin-3 (hBD-3) gehort,
zeichnen sich durch eine 1-5, 2-4, 3-6 VerknupfdagDisulfidbriicken aus (Tang und
Selsted, 1993). Die Primarstruktur von hBD-3 isAlvb. 30 gezeigt.

| 1 1 |
GIINTLOKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Abb. 30: Priméarstruktur von hBD-3 (Harder et aD02)

Das erste humarf&Defensin wurde 1995 isoliert (Bensch et al., 192801 wurde die
Primarstruktur von hBD-3 publiziert
(Harder et al., 2001), die NMR Struktur
(Schibli et al., 2002) ist in Abb. 31
gezeigt.
hBD-3 wird in Keratinocyten und

Lungenepithelzellen produziert und ist
aktiv gegen Gram-positive Bakterien

(Staphylococcus aureus und

Sreptococcus pyogenes), Gram-negative
Bakterien Pseudomonas aeruginosa,
und E. coli) und Pilze Candida  Abb. 31: NMR Struktur von hBD-3
albicans). hBD-3 ist bereits in geringen (Schibli et al., 2002)

Konzentrationen und auch  bei

physiologischen Salzkonzentrationen

aktiv, eine reduzierte Aktivitdt wurde lediglich ibesupraphysiologischen

Salzkonzentrationen festgestellt (Harder et alQ120Resistenzen gegeniber hBD-3
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wurden fur die Gram-negative SpeziBarkholderia cepacia gezeigt (Sahly et al.,
2003). Eine haemolytische Wirkung von hBD-3 konrdagegen bis zu einer
Konzentration von 50Qlg/ml nicht nachgewiesen werden (Harder et al., 2001

Die eigentliche Rolle der Defensine fur die Immunahr ist allerdings immer
noch umstritten. Wéahrend zum Teil die antibaktérielvVirkung als Hauptaufgabe
gesehen wird, deuten einige Arbeiten darauf hif§ e@me weitere wichtige Funktion
eines Defensins die Funktion als Chemokin ist. &ske gezeigt werden, das zum Teil
massive Anderungen der Struktur des hBD-3 durch |&¢egn bzw. Andern der
Disulfidbruckenverknipfungen, keinen oder nur einearginalen Einflud auf die
antibakterielle Aktivitat (Hoover et al., 2003), hloaber auf die chemotaktische
Aktivitat haben (Wu et al., 2003).

Ziel der hier gezeigten Untersuchungen ist esemgr hochsensitiven Methode
eine direkte Interaktion von hBD-3 mit der Lipidmaf in diesem Fall einer LPS
F515/PL-Membran, nachzuweisen, um somit die Grgalafur weitere

materialaufwendige Untersuchungen zu schaffen.

7.3. Verwendete Materialien

Re-LPS vonE. coli Stamm F515S. minnesota Stamm R595 un@. mirabilis Stamm
R45 wurde wie in Kapitel 5.2 beschrieben verwendet.

PE von E. coli, PG aus Eigelb, synthetisches DPG und synthessche
Diphytanoyl-phosphatidylcholin (DPhyPC) (Avanti BolLipids, Alabaster, AL, USA)
wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die idgp wurden in einer
Konzentration von 2,5 mg/ml in Chloroform gelésturei 4°C gelagert.

Fur die Untersuchung zur Wechselwirkung von CAP18 der aul3eren
Membran Gram-negativer Bakterien wurde ein aus 3finAsduren bestehendes
Fragment des Kaninchen CAP18, rCAR837verwendet. Dieses Fragment wurde von
James W. Larrick vom Palo Alto Institute of MoleaulMedicine (Mountainview,
CA,USA) mittels Merrifield Synthese hergestellt (tiek et al., 1994) und uns zur
Verfigung gestellt. CAP18 wurde in einer Konzembragn von 1 mg/ml und 0,1 mg/ml
in 0,01%-iger Essigsaure gel6st und bei —16°C getag
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Synthetisches hBD-3 wurde von Jerini BioTools Gm(iderlin, Deutschland)
hergestellt. HBD-3 wurde in einer Konzentration vonl mg/ml in 0,01%-iger
Essigsaure gelost und bei —16°C gelagert.

Beide Peptide wurden mit Hilfe massenspektrométeéscd/erfahren auf ihre

Reinheit und korrekte Zusammensetzung Uberprtift.

7.4. Ergebnisse

7.4.1. *CAP18 106.137

Der Einflul des rCAPL8s.137 auf AW wurde mittels IFC-Messungen bestimmt. Zu
diesem Zweck wurde rCAPid.137 zur LPS-Seite unterschiedlicher asymmetrischer
planarer Membran zugegeben. Eine Seite wurde ggbidn PG, DPhyPC bzw.
LPS F515 vorE. coli, LPS R595 vors. minnesota oder LPS R45 voR. mirabilis und
die Gegenseite jeweils von PL. In Abb. 32 sindggniypische zeitliche Verlaufe von
AW (schwarze Kurven) am Beispiel einer LPS F151/PA), (LPS R45/PL- (B) und
DPhyPC/PL-Membran (C) gezeigt. Das Peptid wurdeejsv5 min nach der
Membranpréparation (gekennzeichnet durch einer)Rtegegeben. Die grauen Kurven
reprasentieren die zugehorigen relativen AnderunggnMembrankapazitat C/@n
Abhangigkeit von der Zeit, die simultan zur Andegwon AW aufgezeichnet wurden.
Ci ist die Kapazitat der Membran vor der Zugabe dgstiés.

Etwa 60 bis 90 s nach der Zugabe von 2 pg/ml rCAR1$ zur LPS-Seite
einer LPS F515/PL-Membran (Abb. 32) fallt¥ zunachst drastisch von etwa 40 mV
auf — 100 mV. Ein ahnlich starker Abfall vax¥ konnte auch fir die LPS R45/PL-
Membran (40 mV auf —60 mV) und die DPhyPC/PL-Memb{&80 mV auf —70 mV)
beobachtet werden, jedoch stieg nur im Falle deb EB15/PL-Membrard¥ nach
diesem starken Abfall wieder an, so dald sich fésel Membrantyp schlief3lich ein
Wert von etwa —40 mV einstellte. Etwa 5 min nach Ziggabe des Peptides wurde fir

alle Membranen keine weitere Anderung von @i@AWY beobachtet.
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Abb. 32: Zeitliche Anderung der relativen Kapazi®C (graue Kurve) und der
intrinsischen MembranpotentialdifferenZ¥ (schwarze Kurve) nach Zugabe
(durch einen Pfeil markiert) von rCAPL&137)zur LPS-Seite von LPS F515/PL-
(A), LPS R45/PL- (B), und DPhyPC/PL-Membranen ©
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&€mM HEPES, pH
7.0, T=37°C).

In Tab. 3 sind die Gesamtanderungen VWH fur LPS F515/PL-, LPS R595/PL-,
LPS R45/PL-, PG/PL- und DPhyPC/PL-Membranen wieelgepen, die sich als

Summe aus dem Abfall und dem Anstied\i ergeben.
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Tab. 3: Gesamtanderunfy(AW) der intrinsischen Membranpotentialdifferenz
nach Zugabe von 2pug/ml rCAP38137 zur LPS-Seite der genannten
Lipidmatrizes. A(AW) ergibt sich dabei als Summe aus dem Abfall unch de
Anstieg vonAW.

Lipidmatrix LPS F515/PL LPS R595/PLLPS R45/PL  PS/PL  DPhyPC/PL

AAY)/mV 178 +14 1099 123 £ 19 102 £ 3 43 +6

Zudem fuhrte die Zugabe von CAP18 zu Anderungen dgativen
Membrankapazitat C/CFur LPS F515/PL-Membranen wurde zunéchst einidagster
Membrankapazitat auf 135% des Anfangswertes betdtadefolgt von einem Abfall
auf etwa 80%. Im Falle der LPS R45/PL-Membranenalergich lediglich ein
kurzzeitiger Anstieg auf 110% des Anfangswerteghdstellte sich dann wieder das
Ausgangsniveau ein. Fir DPhyPC/PL-Membranen wugdeeksignifikante Anderung
der Membrankapazitat beobachtet.

B A: LPS F515
i ~MA B: LPS R595
_ C: LPS R45
> 150 D: PS
= {C E: DPhyPC
o0l sl
= 100 - IEI)
3 L
50 |-
i 1 I 1 I 1 I 1 $‘E'
4 3 2 1 0

-2
GLipid / €y, NM

Abb. 33: Korrelation zwischen der Gesamtanderungn va¥ und
Oberflachenladungsdichte auf der Seite der Pepiaizel
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In Abb. 33 ist die Gesamtanderung bW Uber die Oberflachenladungsdichte
o auf der Seite der Zugabe des Peptides aufgetragenzeigt sich, dal die
Gesamtanderung vaxi¥ mit steigender negativer Ladung zunimmt.

Es sei erwahnt, daR sowohl die Anderung\#d als auch die in C/Qmit der
Konzentration des CAP18 zunehmen. In den meistdterFdihrte eine CAP18-

Konzentration von mehr als 20 pg/ml allerdings Zerstérung der Membranintegritat.

7.4.2. hBD-3

Ein typischer Verlauf fur die hBD-3 induzierte Amdag von AW ist in Abb. 34
gezeigt. Der erste Pfeil markiert dabei die Zugaba 2 pg/ml hBD-3, der zweite
markiert die Erhéhung der Konzentration auf 4 pg/ié erste Zugabe fihrt zu einer
Reduktion vomAW um etwa 30 mV, wohingegen G/@ur um 7% ansteigt. Die zweite
Zugabe von hBD-3 fuhrt zu einer weiteren Reduktton AY um 12 mV und einem

weiteren leichten Anstieg der Kapazitat.
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Abb. 34: Zeitliche Anderung der relativen Kapazi@iC (graue Kurve) und der
intrinsischen Membranpotentialdiffered® (schwarze Kurve) nach Zugabe von
hBD-3 zur LPS-Seite einer LPS F515/PL-Membran. Bxste Pfeil markiert die

erste, der zweite eine weitere Zugabe von jeweilsug/nl.
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(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM Md&€mM HEPES, pH
7.0, T=37°C)

7.5. Diskussion

Membranen stellen den ersten Angriffsort fir arknobielle Peptide dar. Es konnte
bereits friher gezeigt werden, daf} die Lipidmatler &uReren Membran Gram-
negativer Bakterien eine wichtige Rolle bei der Wastwirkung mit unterschiedlichen
antimikrobiellen Peptiden (Wiese et al., 1998; Gdan et al., 1999) spielt.

Zunachst wurden Wechselwirkungen von rCARd&; mit verschiedenen
LPS/PL- und Phospholipid/PL-Membranen untersuctabdd wurde sowohl LPS von
sensitiven E. coli Stamm F515 un& minnesota Stamm R595) und resistente. (
mirabilis Stamm R45) Gram-negativen Spezies, bzw. geladB@ (nd neutrale,
zwitterionische (DPhyPC) Phospholipide untersuBhngebnisse fuAY und C/G sind
in Abb. 32 gezeigt.

Uber die zeitaufgeloste Bestimmung voR’ nach der IFC-Methode konnte
gezeigt werden, dal’ die Zugabe von rCARdB7zur LPS-Seite einer LPS F515/PL-
Membran als Rekonstitutionsmodell der aul3eren Mambmer sensitiven Spezies sehr
schnell zu starken AnderungenA’ und C/G fuihrt. Wurde rCAP18§g.137jedoch zur
LPS-Seite einer Membran zugegeben, die ein Mimstikur eine resistente Spezies
wie P. mirabilis darstellt, so fiihrte dies zu wesentlich geringefaderungen iAWY
und C/G. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mitrateErgebnissen, die fr
diese Membranen im Vergleich zu Membranen sensit&mnme eine Reduzierung der
Porenbildung durch rCAP1&.137zeigen konnten (Gutsmann et al., 1999).

Interessanterweise hat rCAR438:37 nur einen geringen Einflul3 auf die relative
Membrankapazitat von DPhyPC/PL-Membranen, wohingegieh AW signifikant
andert. Diese Beobachtung zeigt, dafl die IFC-Methaknsitiver auf eine
Wechselwirkung zwischen Membranen und Peptideréitren reagiert, als z. B. die
Messung der Anderung der Membrankapazitat oder abeln Untersuchungen an der
Langmuir-Filmwaage, die keine Verdnderung der Me&pater in Folge der
Wechselwirkung von rCAP18.137mit PC-Membranen zeigten (Gutsmann et al., 1999,
2000, 2001). Diese Ergebnisse basieren auf deradlas dal? sich weder die

Membrankapazitat planarer Membranen, noch die HKbthe in  Monofilm-
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Untersuchungen an der Langmuir-Filmwaage signifikamlern. Des weiteren ist die
Klemmspannung, die zur Induzierung von Membranfésmo in DPhyPC/PL-
Membranen durch rCAP1§&.137 bendtigt wird, signifikant hoher als bei LPS/PL-
Membranen. Diese Ergebnisse unterstreichen dieeRidr IFC als sehr sensitive
Methode zur Untersuchung von Membran/Peptid-Inteyakn.

Weiterhin  konnte gezeigt werden, dall die rCARdBrinduzierten
Anderungen vonAW linear mit der Oberflachenladungsdichte der LPBeSeer
Membran korreliert sind (Abb. 33). Dies weist ddrauin, dalR elektrostatische
Wechselwirkungen eine wichtige Rolle bei der Anlagg des Peptids an die
Membranoberflache und/oder den Einbau des Pepiidedie Lipidmatrix spielen.
Ahnliche Ergebnisse wurden auchimvivo Untersuchungen und Liposomen Assays
fur die Peptide der Magainin-Familie und deren e gefunden (Dathe et al., 2001).
Interessanterweise zeigen Ergebnisse aus Car@msport-Messungen (Gutsmann et
al., 1999) andere Endwerte va® im Vergleich zu den hier gezeigten Endwerten von
AY. Dies untermauert das in Kapitel 6 diskutierte Mlod dall die
Membranpotentialdifferenzen, die von den beidenhiddéen erfaldt werden, auf Grund
der Unterschiede in den Positiongrund n” unterschiedlich sind.

Bis heute sind keine Ergebnisse publiziert, die @imekte Interaktion zwischen
hBD-3 und der auf3eren Membran Gram-negativer Biaktereigen, obwohin vivo
Untersuchungen an unterschiedlichen Bakterienspekimweise ergaben, dald die
Lipidmatrix eine wichtige Rolle in frihen Schritteler Abtotung der Bakterien spielt
(Harder et al., 2001; Sahly et al., 2003). Da d#€-Methode sehr sensitiv auf
Anlagerung und Einbau von Peptiden reagiert, eeschs naheliegend, diese Methode
zur Klarung dieser Frage heranzuziehen.

Die Untersuchungen an planaren LPS F515/PL-Dopipielsien konnten nun
erstmals zeigen, daf? eine direkte Wechselwirkung wW8D-3 mit der &uf3eren
Membran Gram-negativer Bakterien stattfindet. Im&ngelung ausreichender Mengen
des Peptides konnten allerdings bislang keine Wuatliungen an rekonstituierten
Membranen anderer sensitiver und resistenter Gegativer Spezies durchgefihrt
werden (Harder et al.,, 2001; Sahly et al., 2003)teressant waren in diesem
Zusammenhang insbesondere Untersuchungen mit LPRSPvanirabilis, da diese
Gram-negative Spezies bereits weniger sensitiv rgegéAP18 ist, und von

Burkholderia cepacia, einer Spezies, die sich in einer detailliertanvivo Studie an
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unterschiedlichen Gram-positiven und Gram-negat®akterien als besonders resistent
herausgestellt hat (Sahly et al., 2003). Auf Gru®t Substitution mit L-AnpdN
werden 3 von 4 negativen Ladungen kompensiert,anasiner Nettoladung von —1 fur

dieses LPS fuhrt (Gronow et al., 2003).
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8. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an

planaren Lipiddoppelschichten

Biologische Prozesse auf molekularer Ebene sinthrgseiner direkten visuellen
Beobachtung kaum zugangig. Elektrische Messunggiaararen Lipiddoppelschichten
haben sich als potente Methode zur Untersuchuner éfirelzahl solcher Prozesse
dargestellt und konnten in Kombination mit andeb&physikalischen MelZmethoden
entscheidend zu deren Aufklarung beitragen. AusetiieGrunde wurde der elektrische
Aufbau um eine fluoreszenzmikroskopische Einheitedtert (siehe Kapitel 4.5), um
neben den elektrischen Daten weitere optische Dafassen zu kdnnen und somit zu
einem tieferen Verstandnis der Wirkmechanismerolgisther Prozesse zu gelangen.

Im Zusammenhang mit der Wechselwirkung antimikridyie Peptide mit
bakteriellen Membranen wurde die Frage aufgewortdnund auf welche Weise die
Membranmorphologie an diesen Prozessen beteiligt 38 legen beispielsweise
epifluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an MBBeschichten die Vermutung
nahe, dal’ sich antimikrobielle Peptide bevorzugtl@enGrenze zwischen rigiden und
fluiden Bereichen der Membran einlagern.

Im Folgenden wird an zwei Beispielen — asymmetestRPS/PL-Membranen
und symmetrische Phospholipidmembranen — erstnesigf, in welcher Weise sich
die Domanenstruktur einer Lipidmonoschicht durcls ddinzufiigen einer zweiten
Lipidmonoschicht zu einer Lipiddoppelschicht verérid Zunachst sollen jedoch die

Grundlagen der Bildung sogenannter Domanen nahmgelégt werden.

8.1. Doméanenbildung

Von groBem Interesse in der modernen Biowissensdbiakeit einigen Jahren die
Bildung von Domanen in Membranen und deren Einflu® unterschiedlichste

biologische Prozesse. In diesem Zusammenhang sslzesondere die sogenannten
,Lipid-Rafts* zu nennen (zur Ubersicht siehe Simamsl Ikonen (1997) und Binder et
al. (2003)). Domanen entstehen unter anderem awid=der Tatsache, das sich Lipide

und andere Molekile mit gleichen chemischen unghysikalischen Eigenschaften aus
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energetischen Grinden bevorzugt in raumlicher Naleinander befinden. Neben
stereochemischen Unterschieden und Ladungsuntedsshiist die Fluiditat der
Lipidmatrix ein wesentlicher Faktor. In der Regeldet der Phasenibergang einer
Lipidmatrix von der Gel- in die flussigkristallin®hase nicht sprunghaft bei der
Temperatur § statt, d.h. der Phaseniibergang hat eine endlickikeRAT. Bei einer
gegebenen Temperatur innerhalb \h wird sich somit ein bestimmter Anteil an
Lipidmolekilen in der Gelphase befinden und ein terer Anteil in der
flissigkristallinen. In fluoreszenz- und rasterkmaikroskopischen Untersuchungen an
Lipidmonoschichten konnte gezeigt werden, daf sighde, die sich im gleichen
Phasenzustand befinden, zu Domanen zusammenschliel3e

Auch wurde gezeigt, daR sowohl die Anderung dera#usensetzung der
Lipidmatrix als auch die Interaktion von antimikrelben Peptiden einen Einflul? auf die
Bildung und Struktur von Doméanen hat. Fur das ipith 7.1 beschriebene rCAP38
137 wurde in epifluoreszenzmikroskopischen Untersugean an Lipid A und
ReLPS-Monoschichten gezeigt, dall es einen drarhatiscEinflud auf die
Domanenstruktur, insbesondere auf die Verteilund die Form der Doménen, hat
(Gutsmann et al., 2000).

Von besonderem Interesse sind gegenwartig eine ieflpezArt von
Mikrodomanen, sogenannte Lipid-Rafts. Die Existeaa Rafts wurde bereits im Jahre
1988 von Simons und van Meer (Simons und van M&X8) postuliert. Die den Rafts
zugeschriebenen Funktionen sind vielfaltig (Sankatand Thompson, 1990; Simons
und Ikonen, 1997; Brown und London, 1998). Im Zusenhang mit der bakteriellen
Sepsis ist dabei inshesondere die Vermutung zuemgrdald Signalproteine in groRRer
Anzahl in Rafts zu finden sind. Zwei der Hauptkom@oten von Lipid-Rafts sind
Sphingolipide (Kapitel 2.2.2), insbesondere das 8, Chol (Kapitel 2.2.4).

Die Bedeutung von Rafts bzw. Raft-dhnlichen Strigduflr die bakterielle
Zelle, die weder SM noch Chol enthalt, ist bis dadch nicht untersucht. Es kann somit
nicht ausgeschlossen werden, das sich beispielswaeish Proteine in der bakteriellen
Membran, wie zum Beispiel die in Kapitel 5 bescheieen Porine, bevorzugt in Rafts
einbauen.

Das Ziel dieser Untersuchungen ist zunachst nackizew, ob eine
Domanenbildung in asymmetrischen LPS/PL-Membrangh den sie aufspannenden

Lipidmonoschichten zu beobachten ist.
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8.2. Verwendete Materialien

Re-LPS vorP. mirabilis Stamm R45 wurde wie in Kapitel 5.2 beschriebenveadet.

PE von E. coli, PG aus Eigelb, synthetisches DPG und Di-Oleoyl-
phosphatidylcholin (DOPC), sowie SM vom Schweinehimd Chol aus Wollfett
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) wurden rah weitere Aufreinigung
verwendet. Die Lipide wurden in einer Konzentration 2,5 mg/ml in Chloroform
geldst und bei 4°C gelagert.

In den hier gezeigten Versuchen wurde PE, dessefgiigpe mit 7-Nitrobenz-
2-Oxa-1,3-Diazol (NBD) markiert wurde, als Fluoreszmarker verwendet. NBD-PE
von Molecular Probes (Eugene, OR, USA) wurde ohretene Aufreinigung in
Chloroform geldst und in einer Konzentration von I#n unmarkierten Lipiden

zugesetzt.

8.3. Ergebnisse

8.3.1. Untersuchung an asymmetrischen LPS/PL Doppel  schichten

Die Versuche mit dem fluoreszenzmikroskopischen bauf an planaren
Lipiddoppelschichten (siehe Kapitel 4.5) wurde dSIPL-Membranen durchgefuhrt.
Dabei wurde LPS vonP. mirabilis Stamm R45 verwendet, da es sich in
vorangegangenen Untersuchungen als ein besondeter gMembranbildner
herausgestellt hat. Zu diesem Zweck wurde der LBS#thg 1 Mol% NBD-markiertes
PE (NBD-PE) zugesetzt. NBD-PE hat die Eigensclsadty bevorzugt in die fluiden
Bereiche von Lipidmonoschichten einzulagern. Alleer&uche wurden in einer
Subphase durchgefuhrt, der 100 mM KCI und 5 mM Mg&ithielt und mit 5 mM
HEPES gepuffert wurde, der pH-Wert wurde mit KOH @0 eingestellt. Bei den
Untersuchungen an Lipidmonoschichten wurden dieseei)s durch das unbefiillte,
dem Mikroskop zugewandte Kompartiment betrachtethés Abb. 15), um Stdrungen
durch Streuteilchen in diesem Kompartiment zu védere
Zunachst wurde jedoch das Phasenverhalten von UBS Rnittels

FTIR-Spektroskopie bestimmt (Kapitel 3.3). In AbB5 ist die Wellenzahl der

symmetrischen Streckschwingung(CH,) in Abhangigkeit von der Temperatur fir
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LPS R45 gezeigt. Es ist erkennbar, dal3 der Phasggailg einen Temperaturbereich
zwischen etwa 28°C und 40°C Uberstreicht.

flussigkristalline
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e e
&) -
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Abb. 35: Wellenzahl der symmetrischen Streckschwmyg vs(CHy) in
Abhangigkeit von der Temperatur fir 20 mM LPS R45
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM MdainM HEPES, pH 7).
Die beiden senkrechten Linien markieren die Tentpega, bei denen die in Abb.

36 gezeigten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahnegnaght wurden.

In Abb. 36 A ist eine LPS R45 Monoschicht gezedje bei 37°C Uber der Apertur
eines Septums mit 150 um Durchmesser aufgespanridastlich sind Bereiche mit
unterschiedlich starker Fluoreszenzintensitat, mfigeghden Domanen genannt, zu
erkennen. Wird die Temperatur auf 42°C erhoht (AB®.B), so verschwinden die
hellen Bereiche vollstandig (dabei mul3 erwahnt eeydiald die Belichtungszeit von
200 ms auf 1 s heraufgesetzt worden ist, um siohetellen, dal’ das Verschwinden der
Domaénen nicht auf einem Ausbleichen des Farbstbiéesht). Wird in einem weiteren
Schritt die Temperatur wieder auf 37°C gesenkt (Axh C), so kommt es wieder zur

Ausbildung von Domanen.
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Abb. 36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einér InMol% NBD-PE

dotierten LPS R45 Monoschicht tber der Apertur iBeptums bei 37°C (A),
nach Aufheizen auf 42°C (B) und anschlielender Abkig auf 37°C (C)
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM KdonM HEPES, pH 7).
Die Belichtungszeiten fur diese Aufnahmen betrugeé@ ms (A und C) bzw. 1 s

(B)
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Die teilweise Unscharfe des Bildes im Bereich demdes der Apertur ist durch
Unebenheiten im Septum zu erklaren, die dazu fijldef sich lediglich ein Teil der
Apertur in der Fokusebene befindet.

Abb. 37 zeigt eine LPS R45/PL-Membran, die bei 3pt@pariert worden ist.
Es fallt auf, dal3 in diesem Falle keine Doméaneniniiderkennbar ist. Eine Absenkung
der Temperatur fuhrte in allen Versuchen zum BrdehMembran.

Abb. 37: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eirfeg IR45/PL-Membran bei
37°C. Die LPS-Seite war mit 1 Mol% NBD-PE dotiert
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM KdoinM HEPES, pH 7).

Die Belichtungszeit fur diese Aufnahme betrug 2G0 m

Zum besseren Verstandnis sei darauf hingewies&neid@® PL-Monoschicht auf Grund
der hohen Fluiditat bei 37°C keine Domanenstrukawsweist. Die Praparation
symmetrischer LPS/LPS-Doppelschichten, die in deatuN nicht vorkommen,
scheiterte.
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8.3.2. Untersuchungen an symmetrischen

Phospholipiddoppelschichten

Fur die Untersuchungen an symmetrischen Phosptdbppelschichten als Beispiel
einer eukaryotischen Membran wurden beide SeiterM#gnbran aus einem Gemisch
aus 45 Mol% DOPC, 45 Mol% SM und 10 Mol% Chol (DO8K:Chol) gebildet. Die
Markierung mit 1 Mol% NBD-PE erfolgte auf der demkikbskop abgewandten Seite
der Membran.

Abb. 38: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme ein@&@ORC:SM:Chol)-
Monoschicht bei Raumtemperatur (A) und 37°C (B)
(Subphasenzusammensetzung: 100 mM KCI, 5 mM MdainM HEPES, pH 7).
Die Belichtungszeit betrug bei beiden Aufnahmen 230
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Abb. 38 zeigt eine (DOPC:SM:Chol)-Monoschicht beiumtemperatur (A) und 37°C
(B). Sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 37°@tzsich eine ausgepragte
Domaénenstruktur, wobei die GréR3e des dunklen Beesidei 37°C deutlich kleiner ist
als bei Raumtemperatur. Auch hier wurden die Mohiotten durch die unbefiillte,
dem Mikroskop zugewandte Seite beobachtet

Abb. 39 zeigt eine fluorezenzmikrokopische Aufnahmeer symmetrischen
(DOPC:SM:Chol)-Membran bei Raumtemperatur. Deutlicst eine ausgepragte
Domaénenstruktur zu erkennen.

Abb. 39: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eineymmsetrischen

(DOPC:SM:Chol)-Membran bei Raumtemperatur (SubptmBssEmmensetzung:
100 mM KCIl, 5 mM MgC}, 5 mM HEPES, pH 7). Die dem Mikroskop
abgewandte Seite war mit 1% NBD-PE dotiert. Dieiddlingszeit flr diese
Aufnahme betrug 200 ms.

Eine Wiederholung des Experiments bei 37°C fuhutelem in Abb. 40 gezeigten Bild.

Auch in diesem Fall ist eine Doméanenbildung dehtlio erkennen.
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Abb. 40: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eineymmsetrischen
(DOPC:SM:Chol)-Membran bei 37°C (Subphasenzusametamsg: 100 mM
KCI, 5 mM MgChk, 5 mM HEPES, pH 7). Die dem Mikroskop abgewartsitge
war mit 1% NBD-PE dotiert. Die Belichtungszeit fiiese Aufnahme betrug 200

ms.

8.4. Diskussion

Die Fluoreszenzmikroskopie an planaren Lipiddopgethten stellt eine zusatzliche
unabhangige Methode zu den bisherigen elektriscMassungen an planaren
Membranen dar. Eine genaue Kenntnis von der maledml Struktur und den
elektrischen Eigenschaften planarer Membranen uedend Anderungen durch
Wechselwirkungen mit Peptiden/Proteinen kann emeideimd zu einem tieferen
Verstandnis biologischer Prozesse beitragen. Dadtedie gleichzeitige Erfassung
mehrerer MeRparameter an einem Modellsystem wie Membranstrom, der
Membrankapazitat und der intrinsischen Membranpiziensowie der Fluiditat der
Lipiddoppelschicht und der damit verbundenen Dombildung &ul3erst
erstrebenswert.

Die Fluoreszenzmikroskopie eréffnet eine Vielzabhwdglichkeiten. In den

hier gezeigten Untersuchungen wurde durch Fluonzsaikroskopie an NBD-PE
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dotierten Membranen gezeigt, in welcher Weise siieghbeiden Monoschichten einer
Membran gegenseitig beeinflussen. NBD-PE eignét sisbesondere dazu, Bereiche
unterschiedlicher Fluiditat darzustellen, dabeckeesnen die fluideren Bereiche heller.
Zunachst wurde mit dieser Methode die asymmetrid¢d?®/PL-Membran und
die sie aufspannenden Monoschichten am Beispiel ld&S R45 untersucht. Die
LPS R45-Monoschicht bildet bei 37°C eine ausgeprdgdmanenstruktur aus. Eine
Erhéhung der Temperatur auf 42°C fuhrte zu einerfigedn Verschwinden der
Domanen, die nach einer Abkihlung auf 37°C wiedkemnbar wurden. Dies zeigt,
dal3 der hier beobachtete Effekt eindeutig mit demperatur und damit der Fluiditat
korreliert ist. Diese Hypothese wurde mit Hilfe d&TIR-Spektroskopie weiter
unterstitzt. Dabei konnte nachgewiesen werde, delff die Fluiditdit von LPS-
Aggregaten im Temperaturbereich zwischen 37°C un2°C4 obwohl die
Phasenibergangstemperatur bei etwa 35°C liegk &tatert (Abb. 35). Die Tatsache,
daR auch bei 42°C die Anderung der Lage der Abismgitande der symmetrischen
Streckschwingung der GHGruppen noch nicht abgeschlossen ist, weist dadmayifdal
sich auch bei dieser Temperatur noch Teile derdbiginoschicht in der Gelphase
befinden, die GroRe der rigiden Domanen allerdinglgeiner ist als das
Auflosungsvermogens des Mikroskops, das bei etwia @ liegt. Eine wesentliche
Verbesserung dieser Auflésung ist mit optischen hHdeéen allerdings nicht zu
erreichen. Zum Nachweis von Strukturen im Bereioh wenigen Nanometern finden
rastersondenmikroskopische Verfahren Anwendungerdithgs ist es theoretisch auch
maoglich, dald tatsachlich keine Doméanen in der lamdoschicht vorhanden sind, sich
aber der Phasenzustand der hier betrachteten Lgmdschicht vom Phasenzustand von
Lipidaggregaten, wie sie bei der FTIR-Spektroskmagievendet werden, unterscheidet.
Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie an planarepitidoppelschichten konnte
nun erstmals gezeigt werden, daf® in LPS R45/PL-Bigppichten bei 37°C
interessanterweise keine Domanenbildung auftritis I¥orhandensein der zweiten,
fluiden Lipidmonoschicht hat also offensichtlicmen ahnlichen Effekt auf die LPS-
Schicht wie eine Erhéhung der Temperatur, fihro als einer Fluidisierung und die
PL-Seite verandert somit die Eigenschaften der Befte deutlich. Dies weist darauf
hin, dal3 es nicht ohne weiteres mdglich ist, aussdegen an Lipidmonoschichten
Ruckschlisse auf die Lipiddoppelschicht zu ziellendie beiden Seiten der Membran
nicht als zwei vollkommen unabhéngige Lipidmonoshten betrachtet werden

konnen. Auch hier sei noch einmal darauf hingewigsagald eine Bildung von
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Mikrodomanen nicht ausgeschlossen werden kannrdifigs ist offensichtlich, daf3,
unabhéngig von der Frage ob Mikrodoméanen in LP3VRImbranen existieren oder
nicht, der Einflu3 der PL-Seite auf die LPS-Seiiéleinen Fall vernachlassigt werden
darf.

In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werdef, die Wechselwirkung
von rCAP18p6.137 Mit einer LPS- bzw. Lipid A-Monoschicht zu einenderung in
deren Domanenstruktur fuhrt. In diesem Zusammenheangde die Hypothese
aufgestellt, da3 sich CAP18 bevorzugt in den Grereibh zwischen rigiden und
fluiden Bereichen ein- bzw. anlagert (Gutsmannlet2800). Sowohl in dieser Arbeit
(Kapitel 7) als auch in unterschiedlichen Publikaén (Gutsmann et al., 1999 und
2001) konnte zudem eine Wechselwirkung von CAP li8umierschiedlichen LPS/PL-
Membranen gezeigt werden. Dies zeigt, da3 obwohk etinlagerung in die
Domanengrenzen in einer LPS-Monoschicht beobaebdeden ist, ihr Vorhandensein
aber nicht von essentieller Bedeutung fur die E@tang und die anschlieRende
Porenbildung in LPS/PL-Doppelschichten ist.

Interessant ist nun die Frage, wie sich die Domstnektur und damit die
Fluiditat der Membran verandert, wenn die Membrams awei eher rigiden
Monoschichten aufgebaut wird. Da die PraparatioereiPS/LPS-Membran auf Grund
zu geringer Stabilitat nicht mdglich ist, wurdentehsuchungen an einem Lipidsystem
durchgefuhrt, welches insbesondere bei der Untbtswgcvon Lipid-Rafts von Interesse
ist. Dabei handelt es sich um symmetrische Memloras einer Mischung von DOPC
und SM im molaren Verhéltnis 1:1, die mit 10 Mol%dadl versetzt ist (Lawrence et al.,
2003). An diesem System konnte mittels Rasterkifoekopie die Bildung von
Mikrodomanen nachgewiesen werden.

Diese (DOPC:SM:Chol)-Doppelschichten zeigen im Geg& zur LPS/PL-
Membran eine ausgepragte Domaéanenstruktur sowoldemDoppel- als auch in der
Monoschicht. Dies laf3t sich dadurch verstehen,idalfesem Fall zwei Monoschichten
zusammenkommen, in denen Domé&nen und somit zweseRhaebeneinander
vorliegen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in riassitmikroskopischen
Untersuchungen an Lipidmono- und -doppelschichteh @nem festen Substrat
gefunden (Lawrence et al., 2003).

Es ware nun interessant zu klaren, ob diese Domt@iaeemembran sind, d.h.
ob sie sich in den beiden Halften der Membran gélgen liegen. Um diese Frage

klaren zu kdnnen, ware es erforderlich, beide 8altx Membran mit unterschiedlichen
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Farbstoffen zu markieren und an einer Membran ZBiller bei unterschiedlichen
Wellenlangen aufzunehmen, die anschliel3end Ubemdenagelegt werden. Wenn die
Domanen transmembran sind, dann sollten beide Bddekungsgleich sein. Dies ist
zur Zeit mit der hier vorgestellten Apparatur (Kap#.5) noch nicht durchfihrbar.

Die hier prasentierten Ergebnisse zu fluoreszenzskopischen
Untersuchungen an planaren Lipiddoppelschichteremydiereits an zwei Beispielen
einen Eindruck von der weitreichenden Bedeutungsedie Methode fir die
Charakterisierung von Membranen und damit auch die Untersuchung von
Interaktionen zwischen Membranen und Peptiden/Prate In diesem Zusammenhang
soll noch einmal auf die Einzigartigkeit der Prag@mnsmethode nach Montal und
Mueller hingewiesen werden, die es in diesem Aufbacht nur erlaubt, die
Lipidzusammensetzung der Membran frei zu wahlemdem auch die Seite der
Membran, die fluoreszenzmarkiert werden soll. Deidbn Seiten einer Membran
lassen sich somit nicht nur unabhangig voneinandemdern auch in ihrer

gegenseitigen Wechselwirkung betrachten.

89



9. Zusammenfassung und Ausblick

9. Zusammenfassung und Ausblick

Die aulRere Membran Gram-negativer Bakterien ist @ufind der ausgepragten
Asymmetrie in ihrer Lipidzusammensetzung — LPS def einen, der auf3eren und
Phospholipide auf der inneren Seite — als einagyau betrachten. Zudem gehort LPS
als Hauptbestandteil der auf3eren Membran Gram-imegaBakterien zu den

komplexesten bekannten (Glyco)lipidmolekilen. Die der vorliegenden Arbeit

beschriebenen Untersuchungen waren grundséatzlitidiauFrage der Funktion von

LPS fur die bakterielle Zelle fokussiert.

Es konnte gezeigt werden, daf3 die Struktur desuriRiSseine biophysikalischen
Eigenschaften einen wichtigen Einflul3 auf die Fiorktder Membran und auf eine
Reihe von biologischen Prozessen haben. Dies kamitand von zwei vollkommen
unterschiedlichen Funktionen der auf3eren Membraam einen als Tragermatrix fur
das bakterielle Membranprotein Porin und zum andexds Barriere fur Peptide der
Immunabwehr von Saugetieren — untermauert werdda. b&sonders erstaunlich
erwiesen sich erste optische Untersuchungen arRikonstitutionsmodell der auf3eren
Membran, die deutliche Hinweise darauf ergaben,di@Eigenschaften der einen Seite
durch die Anwesenheit der Gegenseite gedndert werde

Die Porenbildung durch bakterielle Porine, wird amfich durch die
Zusammensetzung der Lipidmatrix bestimmt (Kapite). 5Am Beispiel des
Phophoporins PhoE wurde gezeigt, dall LPS einenkestar eventuell den
entscheidenden Einfluld auf die Porenbildung durcbrine hat, wobei die
Porenbildungsrate mit langer werdendem Zuckerted HPS steigt. Der Einflul3 der
Lipimatrix auf das spannungsabhangige Schaltverhalbn Porinen im biologischen
System ist dagegen nur wenig relevant, da die Tmangranspannung uber der
aulBeren Membran nicht ausreicht um ein SchlieBen izduzieren. Das
spannungsabhangige Schliel3en scheint, ebenso evieatk verminderte Porenbildung
in Phospholipidmembranen, vielmehr ein Schutzmeshaus fir die innere Membran
zu sein, Uber der eine wesentlich hohere Transmampannung anliegt.

Die Zusammensetzung der Lipidmatrix bestimmt albehalie Wechselwirkung
mit antimikrobiellen Peptiden, dabei ist insbesardeder Einflul der
Oberflachenladung zu nennen. Es konnte am Beidpgekationischen antimikrobiellen

Peptides vom Kaninchen (rCAP18), einem Peptid metrerelativen Molmasse von 18
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kDa, (Kapitel 7) gezeigt werden, dal3 elektrostagsKrafte eine entscheidende Rolle
fur die ersten Schritte der Wechselwirkung und $oavich fur die Lipidspezifitat
spielen. Auf der Basis dieser Daten lassen sichsiezen wie im Falle der Gram-
negativen SpezidR. mirabilis verstehen, deren LPS im Vergleich zu dem der seasi
SpeziesE. coli eine deutlich reduzierte Ladung tragt. Dabei heit sie Bestimmung
der intrinsischen Membranpotentialdifferenz mit felil der IFC-Methode als
leistungsfahige und sehr sensitive Methode zur &terisierung der Wechselwirkung
von antimikrobiellen Peptiden mit Lipiddoppelschiet erwiesen. Mit Hilfe dieser
Methode konnte auch erstmals eine direkte Intesaktion humaneng-Defensin-3
(hBD-3) mit asymmetrischen Lipiddoppelschichten Beispiel der aul3eren Membran
von E. coli gezeigt werden. In Zukunft werden UntersuchungenLipidspezifitat von
hBD-3 folgen, dabei stehen zunachst Messungen d&D-3akinduzierten
Membranstromes und die Charakterisierung der durbBD-3-induzierten
Membranlasionen im Vordergrund.

Der Vergleich der Werte der intrinsischen MembradaptaldifferenzedA¥ und
A fuhrte zu einem neuen modifizierten Modell des Mesnpotentialprofils Gber der
auReren Membran Gram-negativer Bakterien (Kapitelnédieses Modell flie3t neben
der Oberflachenladungsdichte der LPS-Schicht auelcldemische Struktur des LPS-
Molekuls ein, was in dem Standardmodell von Schact Mitarbeitern, das auf der
Basis von Phospholipiddoppelschichten etabliertdeumicht bericksichtigt wird. In
Zukunft sollen Messungen durchgefihrt werden, lexieth die LAnge des Zuckerteils
(Abb. 3) des LPS variiert wird, um so die Fragekiaren, in welcher Weise auch eine
Abschirmung der Ladungen nach auf3en oder ein Higewf von zusatzlichen
Ladungen, die deutlich au3erhalb des hydrophobdnd&ée Membran lokalisiert sind,
die Werte der intrinsischen Membranpotentialdifferen und somit auch den Verlauf
des Potentialprofils verandert.

Um bei Messungen zur Membran/Peptid-InteraktionienMiembran nicht nur
als homogene Flache zu betrachten, sondern auatelbkterschiede wie Doméanen zu
charakterisieren, wurde ein fluoreszenzmikroskdmsc Aufbau an planaren
Membranen etabliert (Kapitel 4.5). Es konnte gezergrden, dafl} die Bildung von
Domanen wahrscheinlich keinen Einflul auf die Memnl@Peptid-Interaktion haben
kann, da in der asymmetrischen LPS/PL-DoppelschichtRahmen der optischen

Auflosung keine Domanen feststellbar waren (Kap&gl Die gezeigten Ergebnisse
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weisen zudem darauf hin, dal3 die Eigenschafterr ¢ipeddoppelschicht weit mehr
sind, als die Summe der Eigenschaften zweier Lipiamschichten, da es erst durch das
Hinzufligen einer Phospholipidgegenseite zu eindtb8ung von Doménen kommt, die
in der LPS-Monoschicht deutlich erkennbar sind. lEsinte somit eine direkte
Wechselwirkung zwischen den beiden Seiten einer bfeam nachgewiesen werden.
Dies bedeutet allerdings, dafl} insbesondere Datén, ad Lipidmonoschichten
gewonnen worden sind, kritisch betrachtet werdessai und eine Ubertragung auf
das Doppelschichtsystem nicht ohne weiteres moégéithDies gilt insbesondere flr
Daten, aus denen postuliert wird, das sich Peptrdédine bevorzugt in Phasen- oder
Domaéanengrenzen einlagern.

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen aber alathFluoreszenzmikroskopie
an planaren Membranen einen wesentlichen Fortsctinit die Untersuchung der
Eigenschaften planarer Membranen bedeutet. Sik stghit den methodischen Teil
dieser Arbeit dar, der fur die Zukunft am meisteotetial bietet, so soll in der
naheliegenden Zukunft sollen mit dieser Methodeaehst LPS/PL-Doppelschichten
weiter charakterisiert werden. In einem folgendehri sollen dann Untersuchungen
zu Wechselwirkungen mit unterschiedlichen antimbketden Peptiden durchgefihrt
werden. Dabei werden polykationische Peptide wie 2AP18, fur das bereits eine
Vielzahl von Daten an planaren Membranen und andeiedellsystemen vorliegen, im
Mittelpunkt stehen.

Interessant scheint in diesem Zusammenhang auch \hewvendung
fluoreszenzmarkierter Peptide. Mit Hilfe von fluszenzmarkierten Peptiden kdnnte die
Frage beantwortet werden, ob diese sich gerichtdiet Membran einbauen. Dies liel3e
sich bei der Verwendung von NBD durch chemischesbfaichen des Farbstoffes
realisieren. Als Bleichstoff wird dabei Natriumdihit verwendet (Mcintyre und
Sleight, 1991; Angeletti und Nichols, 1998). Dithitonen sind selbst nicht in der Lage
eine geschlossene Lipidschicht zu durchdringendhanund Hui, 1993). Laf3t sich nun
die Fluoreszenz der eingebauten Peptide im Falldvidekierung des einen Endes des
Peptides vollstandig ausléschen und im Falle detkdiung des anderen Endes nicht,
so weist dies auf einen gerichteten Einbau hinsfgethend weist ein nur teilweises
Ausbleichen in beiden Fallen auf einen ungericht&mbau hin.

Der Schwerpunkt bei der technischen Weiterentwingldes Aufbaus zur
Fluoreszenzmikroskopie an planaren Membranen wuél der Optimierung der

MelRkammer liegen. Die ersten Bilder haben gezd@f Lipiddoppelschichten haufig
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wesentlich unscharfer als Lipidmonoschichten daedéswverden, dies liegt an der
grol3en Anzahl von Streuzentren (z.B. Luftblaserr adgi@daggregate) in der waldrigen
Phase zwischen Membran und Objektiv. Die SchanfédAtdbildungen sollte sich daher
durch eine Verringerung der Dicke der Wasserschiobh erheblich verbessern lassen.

In Zukunft sollte es moglich sein, weitere fluoreszmikroskopische Verfahren
an den planaren Membranen zu etablieren, wobejRli@rescence Recovery After
Photobleaching” Methode von besonderem Interesseélisrzu wird mit einer starken
Lichtquelle, beispielsweise einem Laser, ein Tedr dluoreszierenden Membran
ausgebleicht. Aus der Zeit, die bendtigt wird, uneder eine homogen fluoreszierende
Membran zu erhalten, lassen sich Rickschlisse mufLateralbewegung der den
Fluoreszenzfarbtsoff tragenden Molekile — Lipidet&ine, Peptide — in der Membran
ziehen.

Weiter ist eine Etablierung der FRET-Methode (Stry®78), mit deren Hilfe
sich nachweisen laf3t, ob sich zwei Molekule in récimer Nahe befinden, denkbar.
Voraussetzung dafur ist, da’ beide Molekile miejgsrveinem Farbstoff markiert sind,
die zusammen ein sogenanntes Forster-Paar bilderd kn der eine Farbstoff
angeregt, so kommt es in der Regel zu Fluoreszasgiem. Befindet sich jedoch ein
Molekdl, das den zweiten Farbstoff tragt, in rawmér Nahe zu dem angeregten, so
kann dieser Uber einen strahlungslosen Energidéraasinerseits in einen angeregten
Zustand versetzt werden. Die Effizienz des Enemgmstfers ist dabei umgekehrt
proportional zur 6. Potenz des Abstandes der bdttlearophore.

Die hier vorgestellten Untersuchungen haben demertst da3 planare
Membranen einen wichtigen Beitrag zur Charaktetsig der Eigenschaften von
Lipiddoppelschichten und der Anderung dieser Eigbafien durch Proteine/Peptide
leisten. Dies gilt insbesondere fir die asymmetesauliere Membran Gram-negativer
Bakterien, die sich mit keinem anderen Modellsystakonstituieren 1a3t, und den
Einflu® der Zuckerstruktur des LPS auf ihre FunktiBuch ist es mit keinem anderen
Modellsystem madglich dem biologischen System beiBischreibung des Einbaus von

Porinen nahe zu kommen.
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