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Kurzdarstellung

Die Zellhulle Gram-negativer Bakterien besteht aus zwei Membranen. Die duf3ere Mem-
bran steht dabei im Fokus dieser Arbeit. Die Lipidmatrix der aulderen Membran besteht
aus einer Phospholipidmischung im Fall der inneren Monoschicht und aus Lipopolysac-
chariden im Fall der auflderen Monoschicht. Die Zellhille von Mykobakterien, dem Auslo-
ser der Tuberkolose, ist noch nicht vollstandig bekannt. Ausgehend von einem in der
Zellhalle vorkommenden Lipid, wurden erste biophysikalische Untersuchungen durch-
gefuhrt.

Eine Vielzahl biophysikalische Techniken, wie die Rasterkraftmikroskopie, elektrische
und optische Messungen an planaren Rekonstituionssystemen der Membran, wurden
verwendet, um Untersuchungen der physikalischen Eigenschaften der Membranen und

den Einfluss humaner B-Defensine zu untersuchen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass die beiden Monoschichten der re-
konstituierten aulleren Membran Gram-negativer Bakterien sich gegenseitig bezlglich
ihrer Phasenseparation ibeeinflussen. Durch die Erstellung von Kraftkarten konnte ge-
zeigt werden, dass die Adhasion zwischen den Fettsaureketten unterschiedlich in flui-
den und rigiden Lipiddomanen ist. Diese Ergebnisse fuhren zu einer modellhaften Vor-
stellung der Interaktion zwischen den beiden Monoschichten der auf’eren Membran

Gram-negativen Bakterien.

Das erste Angriffszeil flr antimikrobielle Peptide ist die auRere Membran der Gram-ne-
gativen Bakterien. In der vorliegenden Arbeit wurde das humane B-Defensin-2 (hBD-2),
hBD-3 und zwei Derivate des hBD-3 fur Untersuchungen zur Interaktion zwischen hu-
manen [-Defensinen und der auleren Membran Gram-negativer Bakterien verwendet.
Humane B-Defensine verfligen uber drei Disulfidbriicken. Um den Einfluss dieser zu un-
tersuchen, wurden zwei humane B-Defensin Derivate ohne und mit einer Disulfidbricke
synthetisiert. Die Ergebnisse der biologischen Messungen zeigten unterschiedliche an-
timikrobielle Aktivitaten der beiden Derivate im Vergleich zum ursprunglichem hBD-3.
Aus biophysikalischen Untersuchungen konnte ein generalisiertes Modell der Wechsel-
wirkungen zwischen humanen B-Defensinen und der aufReren Membran aufgestellt
werden. Demnach bilden humane B-Defensine keine Poren definierter Geometrie, son-
dern fUhren durch einen auf dem carpet-like Mechanismus basierenden Prozess zu

einer Stérung der Membranintegritat.






Abstract

The cell envelope of Gram-negative bacteria consists of two membranes. The outer
membrane is in the focus of the present study. The lipid matrix of the outer membrane
consists of a mixture of phospholipids in the inner leaflet and of lipopolysaccaride in the
outer leaftlet. The cell envelope of mycobacteria is not completely investigated. In this
study biophysical experiments with one lipid of the cell envelope of mycobacteria were

conducted.

Several biophysical techniques like atomic force microscopy, electrical and optical mea-
surements on planar reconstitution systems were performed to investigate the physical
properties of the outer membrane of Gram-negative bacteria and the influence of hu-

man [-defenses on these membranes.

The results of this work show that the two leaflets of the bilayer influences eachother by
means of the phaseseparation of the lipids. By force mapping measurements it could be
should that the adhesion between the fatty acids differs in fluid and rigid lipid domains.
These results leads to a model for the interaction of the two leaflets of the outer mem-

brane of Gram-negative bacteria.

The first target for antibacterial peptides is the outer membrane of Gram negative bacte-
ria. In the present work human B-defensine-2 (hBD-2), hBD-3 and two derivates of the
human B-defensine-3 were used for the experiments. Humane (3-defensines consists of
three disulfide-bonds. To investigate the influence of the disulfide-bonds two human (-
defensines derivates without and with one disulfide-bond were synthesized. The results
from biological measurements showed different antimicrobial activities of the two de-
rivates and hBD-3. From biophysical investigations a generalized model for the interacti-
on between human [(-defense and membrans was developed: Human B-defensines
does not form pores of a defined geometry, but leads to a disturbance of membrane in-

tegrity by a ‘carpet-like’ mechanism.
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Es gibt eine Theorie, die besagt, wenn jemals irgendwer
genau herausfindet, wozu das Universum da ist und
warum es da ist, dann verschwindet es auf der Stelle und
wird durch noch etwas Bizarreres und Unbegreiflicheres
ersetzt. - Es gibt eine andere Theorie, nach der das schon

passiert ist.

Douglas Adams
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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Der menschliche Organismus unterliegt einer permanenten Infektionsgefahr. Um dieser
entgegen zu wirken, verfugt er uUber ein Immunsystem. Dieses ist unterteilt in die
angeborene und die adaptive Immunabwehr. Eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunabwehr stellen dabei antimikrobielle Peptide dar. Diese sind in der Lage Bakteri-

en, Pilze und Viren abzutéten und so den Organismus vor einer Infektion zu schutzen.

Gram-negative Bakterien verflUgen Uber eine besondere Zellhllle, die sie besonders
widerstandsfahig gegenuber Antibiotika macht. Diese besteht aus einer inneren Mem-
bran, der eine Peptidoglycanschicht vorgelagert ist, die wiederum von einer zusatzli-
chen, aulleren Membran umschlossen wird. In Bezug auf die Lipidkomposition unter-
scheiden sich die innere und die aufere Membran grundsatzlich. Die innere Membran
besteht aus unterschiedlichen Phospholipiden, wahrend das Hauptmerkmal der aulle-
ren Membran die Asymmetrie hinsichtlich ihrer Lipidzusammensetzung darstellt: die In-
nenseite besteht aus Phospholipiden, die AuRenseite wird von einem Glycolipid, in der
Regel Lipopolysaccharid (LPS), gebildet. Das LPS besteht aus einem Membrananker,
dem Lipid A, und einer anschlielienden Zuckerkette. Die Lange und chemische Struktur
des Zuckeranteils des LPS unterscheiden sich bei jedem Bakterienstamm, wahrend der
Lipid A-Teil. Die asymmetrische auf’ere Membran stellt aufgrund ihres Aufbaus eine
Erhdhung der Barriereeigenschaften der Zellhidlle dar und ist sogleich der ersten Angriff-
sort fur antimikrobielle Peptide des Immunsystems des Wirtes oder fur extern applizierte
Antibiotika. Diese Funktion macht das Verstandnis der Struktur, der physikalischen
Eigenschaften und die Rolle der aulleren Membran bei der Interaktion mit antimikrobi-
ellen Peptiden zu einem wichtigen Baustein in der wissenschaftlichen Betrachtung
Gram-negativer Bakterien. Das LPS der aul3eren Membran hat gleichzeitig eine biolo-
gische Wirkung. Gelangen Bakterien in die Blutbahn des Wirts und wird LPS durch Zell-
teilung oder infolge einer durch Antibotika induzierten Abtotung frei, so kann dieses die
Produktion und Ausschuttung von sogenannten proinflammatorischen Zytokinen hervor-
rufen. Diese fuhren zunachst zu einer lokalen Entzindung, welche den Anfang der
Gram-negativen Sepsis (Blutvergiftung) darstellen kann. Die Sepsis ist noch immer eine
der haufigsten Todesursachen auf Intensivstationen, der etwa 60.000 Menschen in

Deutschland alljahrlich zum Opfer fallen.



Einleitung und Zielsetzung

Es wird seit Jahren eine stetige Zunahme der Zahl der gegenuber den konventionellen
Antibiotika resistenten Bakterienstammen verzeichnet. Daher ist das Verstandnis der
Funktion der Membran als Barriere gegen antimikrobielle Substanzen zunehmend von
medizinischer Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit stellt daher die aulRere Membran
Gram-negativer Bakterien in Bezug auf ihrere Wechselwirkung mit antimikrobiellen Pep-

tiden das zentrale Objekt der biophysikalischen Untersuchungen dar.

Die native auldere Membran ist aufgrund der Vielzahl an eingebetteten Proteinen ein
kompliziertes Vielteilchensystem. Zur funktionellen Analyse wurde daher die naturliche
Membran auf ihre zentralen Bestandteile, der reinen Lipidmatrix, dem LPS in der aul3e-
ren Monoschicht, sowie einer definierten Phospholipidmischung in der inneren Mono-
schicht, reduziert. Um die Modellmembranen zu praparieren, kamen diverse Rekonstitu-
tionssysteme zur Anwendung. In den biophysikalischen Untersuchungen standen zu-
nachst grundlegende physikalische Eigenschaften der Membran, welche mittels der
Rasterkraftmikroskopie an Monoschichtsystemen untersucht wurden, im Mittelpunkt des
Interesses. Es zeigte sich, dass eine asymmetrische Doppelschichtmembran nicht als
die Summe ihrer Monoschichten betrachtet werden kann, sondern als eigenstandiges

physikalisches System gesehen werden muss.

Einen weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Untersuchungen stellt die Wechsel-
wirkung zwischen antimikrobiellen Wirkstoffen der epithelialen (das Epithel ist das
Deckgewebe der Haut) humanen Imunabwehr, humanen B-Defensinen, mit der aulle-
ren Membran Gram-negativer Bakterien dar. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf
die Disulfidbricken der Defensine gelegt. Dazu wurden, ausgehend von biologischen
Untersuchungen mit humanen [(-Defensinen, die sich in der Anzahl ihrer Disul-
fidbricken unterschieden, eine Vielzahl biophysikalische Methoden angewandt. Zu
diesen zahlen elektrischen Messungen an rekonstituierten planaren Lipiddoppelschich-
ten, Messungen der Phasenubergangstemperatur, sowie Messungen der Interkalation
zur Peptide in Membranen mittels Forster-Resonanz-Energie-Transfer Spektroskopie
an Aggregaten und rasterkraftmikroskopischer Untersuchungen an substratgestutzten
Mono- und Doppelschichtmembranen. Aus der zusammenfassenden Betrachtung
dieser Ergebnisse konnte ein Modell der Interaktion zwischen der auleren Membran
Gram-negativer Bakterien und humanen B-Defensinen aufgestellt werden. Demnach
binden die Defensine zunachst durch die elektrostatische Wechselwirkung an die bakte-

rielle Membran. Aufgrund der transmembranen Spannung uber dieser Membran kommt
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es zur Interkalation der Peptide, so dass mechanischer Stress auf die Membranstruktur
ausgeubt wird, welcher nicht ausgeglichen werden kann und zu lokalen Stérungen, den
Lasionen, fuhrt. Die Summe dieser Lasionen und der damit verbundene Verlust der
strukturellen Schutzfunktion der au3eren Membran Gram-negativer Bakterien ist der in-

itale Schritt zur Abtétung der Bakterien durch humane B-Defensine.

Mykobakterien stellen in medizinischer Hinsicht als Ausloser der Tuberkulose ein
grol3es Problem dar. Die Therapie der Tuberkulose stellt sich oftmals als grof3e Heraus-
forderung dar, da Mykobakterien meist resistent gegenuber humane antimikrobiellen
Peptiden sind. Die Struktur der Zellhille von Mykobakterien ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Ein Bestandteil der mykobakteriellen Zellhulle ist das Trehalose Dimykolat.
In der vorliegenden Arbeit wurden erste biophysikalische Untersuchungen mit Trehalose
Dimykolat haltigen Phospholipidmembranen durchgefuhrt. Diese Membranen waren
mechanisch dullerst stabil und lieRen keine Induktion von transienten Lasionen durch
ein humanes B-Defensin zu. Dieses Verhalten lasst erste Rickschllisse auf die Resis-

tenz der Mykobakterien gegenuber antimikrobiellen Peptiden zu.

Die vorliegenden biophysikalischen Untersuchungen spannen einen weiten Bogen hin-
sichtlich der angewendeten physikalischen Techniken und der Vielzahl engverknupfter
Untersuchungen sowohl in Bezug auf die physikalische Betrachtung biologischer Mem-
branen als auch in Bezug auf die Interaktion humaner B-Defensine mit biologischen
Membranen. Dabei wird gezeigt, dass sich biologische Phanomene mit physikalischen
Techniken und physikalischen Modellannahmen sehr genau untersuchen lassen. In
einer Vielzahl der physikalischen Ergebnisse, die die Funktionsweise der Vielteilchen-
systeme auf molekularer Ebene beschreiben, konnen direkte Korrelationen zu den

funktionalen biologischen Untersuchungen aufgezeigt werden.
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2 Biologische und physikochemische Grundlagen

2.1 Grundlagen von biologischen Membranen

Jedes Lebewesen grenzt sich mittels einer Hullle von seiner Umwelt ab. Auch fur Bakte-
rien hat die Zellhiille eine zentrale Funktion fiir das Uberleben. Wichtiger Bestandteil der
Zellhulle ist die Zytoplasmamembran, die das Innere der Zelle, das Zytoplasma, vom
extrazellularen Raum trennt. Diese 6 nm [Fischer et al.,1982] dinne Grenzschicht Uber-
nimmt dabei verschiedene Aufgaben: Neben der Sicherung der mechanischen Stabilitat
der Zelle halt sie lebenswichtige Konzentrations- bzw. lonnengradienten aufrecht und

wirkt so als Permeationsbarriere.

Biologische Membranen bestehen aus einer Lipidmatrix, in die eine Vielzahl anderer
Molekule, wie Proteine, eingelagert sind. Die Lipidmatrix ist aus einer Vielzahl unter-
schiedlicher Lipide, die sich in Bezug auf ihre chemische Struktur, aber auch in ihren
physikalischen Eigenschaften unterscheiden, aufgebaut. Diese verschiedenen Lipide
haben jedoch ein gemeinsames Strukturmerkmal: Alle Lipide sind amphiphil. Dies be-
deutet, dass sie einen hydrophilen (Wasser anziehenden), bzw. polaren und einen hy-

drophoben (Wasser abwesenden), bzw. apolaren Strukturanteil haben.

In diese Matrix sind eine grofde Anzahl von Proteinen eingebettet, die eine Vielzahl un-
terschiedlicher Funktionen, wie z.B. den selektiven Austausch chemischer Substanzen
oder die interzellulare Kommunikation, Ubernehmen. Der Trockengewichtsanteil der

Proteine betragt dabei zwischen 25 und 75 %.

2.2 Zellhiille humaner Zellen

Die Zellhulle humaner Zellen stellt eine Doppelschichtmembran, die im Wesentlichen
aus sogenannten Phosholipiden aufgebaut ist, dar. Neben den wichtigen Phospholipi-
den sind noch Sphingolipide, wie Sphingomyelin und Cholesterol als stabilisierende
Bestandteile in der Membran vorhanden. Dabei sind die Lipide asymmetrisch in der

aulleren und inneren Monoschicht der Membran verteilt. Der Aufbau der Phospholipide
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wird im Folgenden naher erlautert, wobei zu beachten ist, dass die Phospholipide PE

und PC den groften Anteil der Lipide in humanen Zellen stellen.

2.1 Glycerophospholipide

Glycerophospholipide findet man in einer Vielzahl von biologischen Membranen, u.a. in
der inneren Membran und der Innenseite der aul’eren Membran Gram-negativer Bakte-
rien, sowie in humanen Zellen. Glycerophospholipide werden gebildet aus einem
zentralen Glycerin, welches mit zwei Fettsauren und einer Phosphorsauregruppe veres-
tert ist [Darnell&Lodish&Baltimore,1986]. Die so genannte Kopfgruppe ist ebenso uber
eine Veresterung an die Phosphorsauregruppe gebunden und bildet mit dieser zu-
sammen den polaren Teil des Lipides. Die Kopfgruppe ist der Teil des Lipides, der sich
bei verschiedenen Phospholipiden unterscheidet. Wird die Kopfgruppe durch ein Etha-
nolamin gebildet, so ist das entsprechende Phospholipid Phosphatidylethanolamin (PE),
ist die Kopfgruppe ein Glycerol, so stellt das Phospholipid ein Phosphatidylglycerol (PG)
dar und handelt es sich bei der Kopfgruppe um ein Cholin, so bildet sich ein Phosphati-
dylcholin (PC). Werden zwei PG-Molekule verestert, so bildet sich ein Diphosphatidyl-
glycerol (DPG), welches auch als Cardiolipin (CL) bezeichnet wird. Durch die Ladung
der unterschiedlichen Kopfgruppen und der negativen Ladung des Phosphorsaureres-
tes wird die Gesamtnettoladung des Lipides bestimmt. Alle Ladungen werden in dieser
Arbeit als Vielfaches der Elementarladung e, bei neutralem pH Wert angegeben.
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Der apolare, hydrophobe Teil der Phospholipide wird durch zwei aliphatische Fettsaure-
ketten gebildet. Die Lange der Fettsaureketten bewegt sich bei humanen Zellen im Be-
reich von 16 bis 18 Kohlenstoffatomen, wobei es meist ein oder mehrere
Doppelbindungen gibt, so dass die Fettsauren ungesattigt sind. Hierdurch wird die Flui-
ditat der Membran im Vergleich zu gesattigten, linearen Fettsauren erhoht, da der Platz-
bedarf der Fettsauren hoher ist und sich so ein konischer Aufbau des Lipides ergibt. Die
Abbildung 1 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Glycerophospholipide [Benga
&Benga,1985][Seydel et al.,2000].

Kopfgruppe: Diphosphatidylglycerol (DPG)
Phosphatidylglycerol (PG)

OH |

] H,C—C—CH,
R: O— CHy=CH— CH,0H 7 1 A\
R 0O H ©
! Phosphatidylethanolamine (PE O, MAC)
o=p-i0" osphatidylethanolamine (PE) o—p= 0=P—0
I 1 1
o R: 0— CHy— CH,—NH.¥ H O o H
H | [
HyG—— G CH, H,C—— C—CH, CH,— C——CH,
I 1 I 1
o o o o o )
I I I I
o=c  ¢=0 o=c c=0 o= ¢C =o0

Abbildung 1: Darstellung der Struktur der in dieser Arbeit verwendeten Glyce-

rophospholipide.

2.3 Zellhille Gram-negativer Bakterien

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen Gram-negative Bakterien, da diese fur eine Vielzahl
von Infektionen, welche zur Ausbildung einer Sepsis fuhren kann, eine grofe medi-
zinische Bedeutung haben. Der Begriff ,Gram-negativ® findet seinen Ursprung in einem
von H.C.J. Gram beschriebenen Farbetest, der diese Bakterien im Gegensatz zu Gram-

positiven Bakterien aufgrund des Aufbaues der Zellhtlle nicht anfarbt.

13
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Die Zellhille Gram-negativer Bakterien (Abbildung 2) ist aus drei zentralen Bauteilen
aufgebaut: i) der inneren Membran, deren Lipidanteil Gberwiegend aus Phospholipiden
besteht, ii) der bzgl. ihrer Lipidzusammensetzung stark asymmetrischen aulderen Mem-
bran und iii) dem zwischen diesen Membranen liegenden Peptidoglykangerust, auch
Mureingerust genannt. Die Asymmetrie der aul3eren Membran ist in dieser Arbeit von
besonderem Interesse. Die Innenseite dieser Membran besteht aus Phospholipiden,
wahrend die AulRenseite aus Glycolipiden, meist Lipopolysacchariden, besteht [Nikaido
&Vaara,1985]. Uber Lipoproteine [Lugtenberg &van Alphen,1982] ist die duRere Mem-

UX-100 mV
Periplasma

Innere Membran
auBlere Membran

Peptidoglykan » \Q"H
Phospholipid——* \%@

Glycolipid ———*
Abbildung 2: Zellhiille Gram-negater Bakterien

bran mit dem Peptidoglykangerust verbunden. Weitere Bestandteile der aufteren Mem-
bran sind eine Reihe von Proteinen mit spezifischen Aufgaben, wie Austausch von
lonen oder Signalen. Die Proteine wirken sich jedoch aufgrund ihres Einflusses auf die

Fluiditat der Fettsauren auch auf die physikalischen Eigenschaften der Membran aus.

Die auliere Membran stellt zudem den ersten Angriffspunkt bzw. die erste Barriere fur
antimikrobielle Peptide dar. Unabhangig von ihrem letztendlichen Totungsmechanismus
mussen diese Peptide mindestens die aullere Membran passieren. Bis zu einer Aus-
schlussgrenze von etwa 600 Da [Benz &Bauer,1988] konnen die Peptide durch
wassergeflllte Kanale, sogenannten Porine, die Membran passieren, sind sie groRer,

muss die Membran entweder perforiert werden oder die Molekule mussen durch die Li-
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pidmatrix permittieren, um einen Transfer des Peptides zu seinem Wirkort zu ermaogli-
chen.

2.3.1 Lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide bilden den aulderen Teil der auf’eren Membran Gram-negativer
Bakterien (Abbildung 3). Das Glykolipid besteht dabei aus drei zentralen Bestandteilen,
dem Lipid A, dem Kernoligosaccharid und der O-spezifischen Polysaccharidkette [Riet-
schel et al.,1987]:

Das hydrophobe Lipid A verankert das LPS Molekul in der Membran und besteht bei
einem LPS von Escherichia coli (E. coli) aus einem aus zwei Glucosaminen be-
stehenden Ruckgrad an dem 6 Fettsaureketten gebunden sind. Die Glucosamine
sind an den Stellen 1 und 4' phosphoryliert. Lost sich die Membran auf, was durch
Zellteilung oder Absterben eines Bakteriums geschehen kann, wird LPS freigesetzt
und wirkt im menschlichen Korper toxisch. Daher werden Lipopolysaccharide auch
als Endotoxine bezeichnet [Glauser et al.,1991] [Rietschel et al.,1994], wobei das Li-
pid A der fur die toxische Wirkung verantwortliche Teil des LPS ist und daher auch

das ,endotoxische Prinzip“ genannt wird.

Das Bindeglied zwischen der weiter aul3en liegenden O-spezifischen Seitenkette und
dem Lipid A stellt das Kernoligosaccharid dar, das aus 2-Keto-3-Deoxyoktonat (Kdo),
Heptose und weiteren Monosacchariden besteht.

15
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Polysaccharid Lipid
O-spezifische Kette Kernoligosaccharid Lipid A
Wildtyp-LPS Raumutanten-LPS Tiefraumutanten-LPS

Wiederholungseinheit

.: Monosaccharid; O: Heptose; @: Glucosamin; O: 2-Keto-3-deoxyoctonat (Kdo); @ : Phosphat; ~v: Ethanolamin

Abbildung 3: Darstellung der alilgemeinen Struktur eines LPS Molekiils

An das Kernoligosaccharid schlie3t sich die O-spezifische-Seitenkette an. Sie be-
steht aus sich wiederholenden Oligosaccharid-Einheiten und wirkt als Antigen, wel-

ches den menschlichen Korper zur Bildung spezifischer Antikorper anregt.

Bildet ein Bakterienstamm LPS mit einer O-spezifischen Seitenkette und vollstandigem
Kernoligosaccharid, so wird dieses S-Form LPS genannt. In der Regel exprimiert eine
Wildtypstamm-Bakterie S-Form LPS. Wird jedoch durch das Bakterium ein LPS ohne
O-spezifische Seitenkette exprimiert, so nennt man dieses Raumutanten- oder R-Form
LPS. Die Bezeichnung S- bzw. R-Form leitet sich von der Koloniemorphologie bei
Wachstum der Bakterienkulturen auf einem festen Nahrmedium ab, dabei steht S fur
,Ssmooth“ und R fur ,rough®. Das kurzeste in der Natur sowie in sogenannten Defektmu-
tanten vorkommende LPS wird als Tiefraumutanten-LPS bezeichnet und besteht nur
aus dem Lipid A mit zwei Kdo. Ein Bakterienstamm, der dieses LPS exprimiert, wird als
Tiefraumutante bezeichnet. Fur alle Versuche innerhalb dieser Arbeit wurde ausschliel3-
lich Tiefraumutanten-LPS verwendet. Es gibt jedoch eine Vielzahl an Variationen des
Tiefraumutanten-Lipopolysaccharids in verschiedenen Bakterienspezies bzw. -stam-
men. Diese stellen sich durch Unterschiede in der Anzahl so genannter nicht-sto-
chiometrischer Substituenten, wie der 4-Amino-4-deoxy-L-arabino-pentopyranose (L-
Arap4N), an einem Phosphat oder am ersten Kdo dar. Desweiteren wird die Ladung
durch die Substitution mit L-Arap4N verandert. Das Lipid A verfugt an den Phosphaten

Uber 2 negative Ladungen sowie Uber zwei weitere negative Ladungen an den zwei
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Kdo. Da L-Arap4N positiv geladen sind, schwacht sich bei der Substitution die Netto-

ladung des gesamten Moleklls ab. Durch diese Variationen wird einerseits die

Ladungsverteilung und andererseits die raumliche Struktur des LPS verandert.

2.4 Zellhiille der Mykobakterien

Mykobakterien, insbesondere das Mycobacterium tuberculosis, der Ausloser der Tu-

berkulose, sind schon seit vielen Jahrzehnten im Zentrum des Interesses biologischer

Untersuchungen. Eine Besonderheit von Mykobakterien ist ihre aulRerordentliche Ro-

bustheit gegenuber Sauren, Laugen, hohen oder niedrigen Temperaturen, aber auch
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Abbildung 4: Aufbau der Zellhiille von My-
kobakterien nach Tonge [Tonge,2000]

Crimni

Bob

gegenuber dem Eintrocknen. Die Struktur
der Zellhulle ist noch nicht in allen Einzel-
heiten aufgeklart. Es sind jedoch mehrere
Zellhullbestandteile beschrieben, von
denen hier einer sehr kurz erwahnt werden

soll.

Nach diesem Modell besteht die komplexe
Zellhulle der Mykobakterien (Abbildung 4)
aus drei Hauptbestandteilen, die im
Folgenden vom Zellinneren nach auf3en
vorgestellt werden sollen. Die Plas-
mamembran ist eine Lipiddoppelschicht,
die Uberwiegend aus Phospholipiden be-
steht. Wichtige Phospholipide sind dabei
PE und PG, sowie dem sogenannten
Phosphatidylinositol. Weiter aulzen vor der
Plasmamembran befindet sich ein Peptido-

glykangerust. Dabei handelt es sich um

eine Mureinschicht, die in Form eines Netzwerkes die gesamte Zelle umschliefl3t. An

dieses Peptidoglykangerust ist Uber eine Diglykosylphosphoryl-Bricke das Mykolyla-

rabinogalaktan gebunden, welches Uber eine Galaktofuranose-Struktur an die Arabino-

furanose mit den Mykolsduren gebunden ist. Uber die hydrophobe Wechselwirkung ist

17
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2,

daran wiederum das in dieser Arbeit untersuchte Trehalose Dimykolat gebunden

[Tonge,2000].

Abbildung 5: Struktur des

Trehalose Dimykolat

4.1 Trehalose Dimykolat

Das Trehalose Dimykolat (Abbildung 5), auch Cord Factor
genannt, besteht aus einer Trehalose-Kopfgruppe und
zwei sehr langen Fettsauren. Bei der Trehalose handelt
es sich um zwei 2 D-Glucose-Zucker, die Uber die jewei-
ligen anomerischen Gruppen verbunden sind. Uber die 6-
und 6'- Hydroxygruppen sind zwei Mykolsauren verestert.
Die beiden Mykolsauren unterscheiden sich in ihrer
Lange: wahrend die kurzere etwa 20 bis 25 CH, Gruppen
lang ist, hat die lange Mykolsaure eine Lange von 50 bis
70 CH; Gruppen. Aufgrund der Kopfgruppenstruktur und
der Lange der Fettsduren unterscheidet sich das Treha-
lose Dimykolat hinsichtlich der physikalischen und physi-
kochemischen Eigenschaften deutlich von LPS oder
Phospholipiden humaner Zellen.

2.5 Humane B-Defensine

18

Der permanenten Infektionsgefahr durch Bakterien und Viren stellt der menschliche

Korper das angeborene und das adaptive Immunsystem entgegen. Ein Teil der bakteri-

ellen Immunabwehr des angeboren Immunsystems sind die antimikrobiellen Peptide.

Diese Peptide wirken dabei haufig gegen verschiedene Bakterien, Viren und Pilze und

sind mit 10 bis 45 Aminosauren oft relativ klein.

Eine Gruppe der korpereigenen antimikrobiellen Peptide stellen die humanen Defensine

dar, die 1985 erstmals von Tomas Ganz und Robert Lehrer beschrieben wurden [Ganz

et al.,1985]. Zur Zeit sind in 4 Unterkategorien der Defensine beschrieben, die soge-
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nannten a-Defensine (teilweise human neutrophil peptides genannt), sowie die B-, y-
und Insekten-Defensine [Ganz &Lehrer,1995][Lehrer &Ganz,2002]. Bis heute wurden 6
humane a-Defensine sowie 4 humane p-Defensine beschrieben.

Humane B-Defensine haben ein gemeinsames Strukturelement, sie verfugen tUber 6 Cy-
steine in der Aminosauresequenz, die durch Verknupfung untereinander zur Ausbildung
von 3 Disulfidbricken fuhren. Die Verknupfung der Disulfidbricken ist dabei immer
gleich: das 1. Cystein ist mit dem 5. Cystein (1-5) verbunden, die weiteren Ver-
bindungen sind 2-4 und 3-6 [Tang &Selsted,1993].

Das erste beschriebene humane B-Defensin (hBD-1) wurde im Urin nachgewiesen und
mittels Blutfiltration extrahiert [Bensch et al.,1995]. Das zweite humane p-Defensin
(hBD-2) wurde 1997 in Extrakten entzindeter Haut von Psoriasispatienten durch
chromatographische Auftrennung der Extrakte mittels HPLC gefunden [Harder et
al.,1997]. Weiter wurde das hBD-2 u.a. in Epithelzellen der Lunge und im Mund ge-
funden. Eine Besonderheit der beiden humanen (B-Defensine ist, dass ihre Konzentrati-
on bei drohender Infektion vom Korper hochgeregelt werden kann. Eine wichtige Funkti-
on der beiden Defensine ist ihre antimikrobielle Wirkung gegen Gram-negative Bakteri-
en wie E. coli oder Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), die antimikrobielle Aktivi-
tat gegen Gram-positive Bakterien ist jedoch sehr niedrig. Das hBD-2 wurde in grof3en
Mengen per mRNA-Analyse mit RT-PCR in der Haut, der Lunge und der Luftrohre ge-
funden. Eine geringe Menge im Vergleich zu hBD-1 wurde in der Leber, der Niere und
im Darm gefunden. Die Struktur des hBD-2 wurde von Hoover et al. aufgeklart [Hoover
et al.,2000]. Dabei wurde auch die fur humane Defensine charakteristische Verlinkung
der Cysteine zu Disulfidbricken von zwischen dem ersten und funften Cysteine (1-5),
dem zweiten und viertem (2-4), sowie dem dritten und sechsten Cysteine (3-6) und eine
Oligomerisierung des Peptides beschrieben. Das hBD-2 verfugt Uber eine positive
Nettoladung von +6, was die Interaktion mit negativen Lipiden vermuten lasst. Das
hBD-2 verfugt tUber 40 Aminosauren und hat ein Gewicht von 4336 Da. Weder fur das
hBD-1 noch fur das hBD-2 sind bis jetzt detailierte Untersuchungen zum Wirkmechanis-

mus durchgefuhrt worden.

Da das humane B-Defensin-3 (hBD-3) und zwei Derivate des Peptides in dieser Arbeit
eine besondere Rolle spielen, soll dieses Defensin in den folgenden Zeilen genauer ein-
gefuhrt werden. Das hBD-3 wurde erstmalig im Jahre 2001 beschrieben [Harder et al.
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,2001]. Auch dieses Peptid wurde mit Hilfe einer HPLC in Extrakten von Psoriasis-Haut-
gewebe detektiert und aus diesen aufgereinigt. Im Laufe der Zeit wurde hBD-3 in vielen
Teilen des menschlichen Korpers wie der Skelett-Muskulatur, der Plazenta, der Speise-
rohre, der oralen Schleimhaut und im weiteren Hautgewebe nachgewiesen [Garcia et
al.,2001][Jia et al.,2001]. Die erste rekombinante Herstellung und Aufreingung gelang
mittels eines Histidin-markiertem Fusions-Proteines in E. coli Bakterien [Harder et
al.,2001]. Das Peptid hat eine Aminosaurekettenlange von 45, ist 5154,7 Da schwer und
hat eine Dimension von etwa 4 nm x 3,2 nm. Die Struktur wurde im Jahre 2002 mittels
NMR in Flussigkeit aufgeklart [Schibli et al.,2002]. Dabei wurde u.a. festgestellt, dass
auch das hBD-3 Uber die fur Defensine typische Verlinkung der Cysteine durch Disul-
fidbricken mit 1-5, 2-4, 3-6 verfugt. Diese Verlinkung ist bei der synthetischen Herstel-
lung jedoch nicht einheitlich [Wu et al.,2003], was nach ersten Erkenntnissen keinen
Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitat gegen E. coli hat. Die Unterschiede ergeben
sich bei dieser Bakterienspezies nur in der chemotaktischen Wirkung des Peptides [Wu
et al.,2003].

Abbildung 6: NMR-Struktur des hBD-3 [Schibli et al.,2002]

Links: Die blau markierten Aminosauren sind positiv geladen, die rot markierten negativ .

Rechts: Die blau markierten Bereiche sind hydophil, wahrend die braun markierten Bereiche hydrophob sind

20

Das humane B-Defensin-3 tragt eine hohe positive Nettoladung von +11, was zu einer

elektrostatischen Wechselwirkung mit den negativ geladenen LPS Molekilen in der



Biologische und physikochemische Grundlagen

aulleren Membran Gram-negativer Bakterien fuhrt. Ebenso wurde in biophysikalischen
Rekonstitutionsmodellen gezeigt, dass es im Fall von rekonstituierten Membranen mit
LPS sensitiver Bakterienstamme zur Bildung von transienten Lasionen in der Membran
kommt [Bohling et al.,2006]. In biologischen Versuchen wurde fur bestimmte E. coli
Stamme gezeigt, dass die antimikrobielle Aktivitat des Peptides erst bei sehr hohen,
nicht physiologischen Konzentrationen signifikant abnimmt [Harder et al.,2001]. Wei-
tergehend wurde fur hBD-3 die Sensitivitat fur ein breites Spektrum von Gram-nega-
tiven Bakterienspezies, wie z.B. P. aeruginosa, K. pneumoniae und E. coli, und Gram-
positiven Bakterien, z.B. wie Staphylococus aureus und Streptococcus pyogenes, ge-
zeigt. Gegen Bakterien verschiedener Burkholderia Stamme ist hBD-3 jedoch nicht aktiv
[Sahly et al.,2003]. Wie fur andere humane B-Defensine wurde auch fur hBD-3 gezeigt,
dass es beim Kontakt von Bakterien mit Epithelialzellen zur Bildung von mRNA des
hBD-3 kommt, was den Schluss zulasst, das die Produktion des Peptides durch Bakteri-

en hochgeregelt werden kann.

Fur eine therapeutische Anwendung eines antimikrobiellen Peptides ist es unablassig,
dass das Peptid einfach hergestellt werden kann, um es kostengunstig herstellen zu
konnen. Aufgrund der komplexen Verlinkung der Disulfidbricken ist es jedoch sehr
schwierig, synthetisches hBD-3 herzustellen, da auch uber chromatographische Metho-
den nicht letztendlich geklart werden kann, dass die Verlinkung gleich dem des nativen
Peptides ist. Daher ist es sehr schwierig, grole Mengen des Peptides mit vertretbarem
Aufwand herzustellen. In dieser Arbeit wurden synthetisch einfacher herstellbare, dem
hBD-3 aber ahnliche Derivate verwendet. Diese verfugen entweder Uber keine oder

Uber nur eine Disulfidbricke.

2.6 Wechselwirkung zwischen Peptiden und biologischen Membranen

Im Fokus der folgenden Betrachtungen steht die aullere Membran Gram-negativer Bak-
terien. Diese ist - unabhangig vom letztendlichen Wirkungsort - der erste Angriffspunkt
des Peptides bei der Interaktion von antimikrobiellen Peptiden und Bakterien. Diese In-
teraktion kann eine Perforation oder Permeation bewirken. Die Zerstérung der aul3eren
Membran ist meist mit der antimikrobiellen Sensitivtat der Bakterien auf das Peptid kor-
reliert [Gutsmann et al.,2005]. Bei der Perforation der auferen Membran wird insbeson-
dere zwischen definierten lochartigen Strukturen der interkalierten Substanzen, den Po-
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ren, oder kleinen, zeitlich instabilen Strukturen, den Lasionen, unterschieden. Es gibt
verschiedene Uberlegungen, wie die Wechselwirkungsmechanismen zwischen Doppel-
schichtmembranen und membranaktiven Substanzen aussehen kdonnten.

Da die antimikrobiellen Peptide meist eine positive und die LPS Molekule eine negative
Ladung besitzen, spielt bei der ersten Interaktion der Peptide mit der Membran die
elektrostatische Wechselwirkung ein wichtige Rolle, da diese, trotz der Helmhotzschen
Schicht, eine hohe Reichweite hat. Es kommt somit zu einer Akkumulation der Peptide
an der Membranoberflache oder zu einer sofortigen Interkalation der Peptide in die
Membran. Hierbei spielt die Amphiphilie der Peptide eine wichtige Rolle. Durch eine kla-
re raumliche Trennung hydrophiler und hydrophober Bereiche des Peptides kann sich
dieses mit der hydrophoben Seite in Richtung der Membran bzw. der Fettsauren der Li-
pide und mit der hydrophilen Seite in Richtung der wassrigen Phasen ausrichten [Dathe
et al.,1997].

Bei der Interaktion der antimikrobiellen Peptide mit der Membran spielt die Struktur der
Kopfgruppe der LPS Molekulle eine wichtige Rolle. Durch die Lange des Zuckers bzw.
Substitution des LPS Molekuls mit Aminoarabinosen, andert sich neben der Kopf-
gruppenkonformation sowohl die Gesamtladung als auch die Ladungsverteilung des
Molekuls. LPS mit einem langeren Zucker verfligen meist auch Uber eine hohere Netto-
ladung. Diese kann dazu fuhren, dass es zwar zu einer starkeren elektrostatischen
Anziehung des antimikrobiellen Peptides kommt, nicht jedoch zu einer Interkalation des
Peptides, da durch die weiter auf’en in der Zuckerkette liegenden Ladungen das Peptid
an diese binden und das Peptid so nicht bis zur Membran vordringen kann [Branden-
burg &Wiese,2004]. Weiter kann eine sterische Hinderung durch Aminoarabinosen, z.B.
an das Kdo eine Interkalation des Peptides in die Membran verhindern [Bohling et
al.,2006][Gutsmann et al.,2001][Gutsmann et al.,2005]. Beide Situationen fUhren zu
einer verringerten Sensitivitat der Bakterien gegenuber dem antimikrobiellen Peptid.

Durch Anderung der Packungsdichte der Kopfgruppen, was durch An- oder Einlagerung
der Peptide initiiert werden kann, kommt es auch zu einer Anderung des Platzangebo-
tes fur die Fettsauren, was zur Fluidisierung oder Rigidisierung der Lipiddoppelschicht
fuhrt. Dadurch kann es zu mechanischem Stress innerhalb der Membran kommen, wo-
durch letztendlich die strukturelle Integritat der Membran nachhaltig gestort wird, so
dass es zur Ausbildung von Lasionen kommen kann. Diese transienten, temporaren
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Storungen der Membran kdnnen mit Hilfe elektrischer Messungen an rekonstituierten
planaren Membrane durch Auftreten zeitlich inhomogener Stromfluktuationen und einer
Anderung der Leitfahigeit nachgewiesen werden.
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3 Physikalische und physikochemische Eigenschaften von

Membranen

Fur die spatere genauere Bewertung der Ergebnisse wird in diesem Kapitel eine kurze
Betrachtung der physikalischen und physikochemischen Eigenschaften von biolo-
gischen Membranen vorgenommen.

3.1 Ersatzschaltbild einer Membran

24

Eine Lipiddoppelschicht-Membran besteht aus zwei dem elektrolytischen Puffer zuge-
wandten geladenen oder zwitterionischen Schichten (den Kopfgruppen der Lipide), die
durch eine nichtleitende Schicht getrennt ist (die Fettsaureketten der Lipide). Diese
Konformation Iasst sich in einem einfachen Modell als Plattenkondensator mit einem

parallel geschalteten Widerstand betrachten.

Die Lipidmatrix stellt physikalisch einen elektrischen Isolator dar, sofern es nicht zu
einer Permeabilisierung durch Peptide oder Proteine kommt. Der Widerstand der ge-
samten Membran R ist dabei abhangig vom spezifischen Membranwiderstand R, und

der Membranoberflache A. Es ergibt sich somit

R=R A .

m

Der spezifische Membranwiderstand R, betragt im naturlichen System zwischen 1 und
10* Qcm', wahrend fiir porenfreie, rekonstituierte Membranen ein Wert von 102 Qcm’
beschrieben ist. Fur eine in dieser Arbeit mittels der Montal-Muller Methode rekonstitu-
ierte Lipiddoppelschicht mit einem typischen Durchmesser von 150 um ergibt sich somit
ein Widerstand von 600 GQ.

Parallel zum Widerstand muss in diesem einfachen Ersatzschaltbild die Membrankapa-

zitat betrachtet werden. Fur einen Plattenkondensator gilt allgemein

C= 550%
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mit € Dielektrizitatskonstante,
€0 elektische Feldkonstante,
A Kondensatorplattenflache,
d Abstand zwischen den Platten.

Zur Vereinfachung wird die spezifische Membrankapazitat mit

eingefuhrt. FUr diese spezifische Membrankapazitat wird ein vom Zelltyp unabhangiger
Wert von 1 yF cm2 beschrieben. Fur die mit Hilfe der Montal-Muller-Methode rekonstitu-
ierten Membranen dieser Arbeit ergibt sich mit € = 2, einer Membrandicke von 6 nm und
einem Membrandurchmesser von 150 ym eine spezifische Membrankapzitat von

0,44 yF cm™ und somit eine Gesamtkapazitat von 100 pF.

3.1.1 Membranpotentiale

Das Modell der Membran als eine Parallelschaltung aus Widerstand und Kondensator
erweist sich jedoch als zu simplifiziert. Dies hat seinen Grund darin, dass die molekula-
re Struktur der einzelnen Komponenten einer Membran zu komplex sind, um mit Hilfe
eines einfachen Systems beschrieben werden zu konnen. Physikalisch betrachtet
handelt es sich bei einer Lipiddoppelschicht um eine Grenzflache zwischen einer
elektrolytischen Losung und den komplexen Kopfgruppen der einzelnen Lipide. Diese
Betrachtung fuhrt dazu, dass klassischerweise Grenzflachenpotentiale beschrieben
werden, was in diesem biophysikalischen Fall zur Beschreibung von Membranpo-

tentialen fuhrt.

Das gesamte Membranpotential setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, der
transmembranen Potentialdifferenz und dem intrinsischen Membranpotential. Das int-
rinsische Membranpotential bildet sich dabei wiederum aus drei Komponenten (Abbil-
dung 7):
e dem Gouy-Chapman-Potential, welches seinen Ursprung in der
Oberflachenladung der Lipidschicht hat,
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e dem Dipolpotential, welches aus den Dipolen in den Kopfgruppen resultiert, und

e dem Born-Potential.

Das intrinsische Membranpotential bildet sich nun jeweils durch die additive Uberlage-
rung auf jeder Seite der Doppelschichtmembran der drei Komponenten. Nimmt man
einen linear abnehmenden Verlauf des Potentials innerhalb der Membran an, so erhalt

man einen trapezformigen Gesamtpotentialverlauf [Schoch&Sargent &Schwyzer,1979].

Mit den in dieser Arbeit verwendeten Techniken kénnen jedoch nur zwei Komponenten
des intrinsischen Membranpotentials wahrend der Versuche variiert werden. Das Gouy-
Chapman-Potential kann durch die verschiedenen Lipide unterschiedlicher Gesamt-
ladung bzw. Ladungsverteilung variiert werden. Durch Anlegen einer Spannung an die
rekonstituierte Membran kann die transmembrane Potentialdifferrenz im Versuch

verandert werden.

Im Folgenden sollen daher das Gouy-Chapman und die transmembrane Potentialdiffe-

renz als einstellbare Parameter in den Versuchen kurz genauer betrachtet werden.

Gouy-Chapman -
Potential

x 0

Dgc Wassrige Membran Wassrige
Phase Phase

Dipol -Potential

&

x 0

—2

Born -Potential

_f_q)a_

x O

Wassrige  Membran
Phase

Abbildung 7: Darstellung des Gesamtverlaufes des intrinsischen Mem-

branpotentials.
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3.1.1.1 Transmembrane Potentialdifferenz

Im natdrlichen System hat die transmembrane Potentialdifferenz, auch Diffusionspo-
tential genannt, ihren Ursprung darin, dass es eine unterschiedliche Verteilung der ver-
schiedenen lonen innerhalb und auf3erhalb der Zelle gibt. Die transmembrane Potential-
differenz U, kann mit Hilfe der Goldmann-Gleichung berechnet werden. Dabei gilt mit

dem ionenabhangigen Permeationskoeffizenten P,

RT
P.=w—
1 Wl d
mit  w; Beweglichkeit der einzelnen lonen,

d Dicke der Membran,

und den lonenkozentrationen c; die allgemeine Goldmann-Gleichung fur das transmem-
brane Potential (Indizes: a fur aul3en, i fur innen, K fur Kationen, A fur Anionen)

Z PACiﬁ' Z P cy

U _ RT X h’l Anionen Kationen
0 a Z i]-
F Z P,cut Py ey
Anionen Kationen

Fur die in dieser Arbeit wichtige auldere Membran Gram-negativer Bakterien wird unter
vergleichbaren Bedingungen, wie die lonenstarke des Puffers, eine Spannung von
26 mV beschrieben [Sen&Hellman&Nikaido,1988]. Fur die innere Membran sind mit 100
bis 150 mV erheblich hohere Werte gefunden worden [Bakker &Mangerich,1981]. Die
transmembrane Potentialdifferenz wird in dieser Arbeit im weiteren Verlauf transmem-
brane Spannung genannt, da es sich um einen einstellbaren Gerateparameter handelt

und so eine Abgrenzung zum biologischen System sinnvoll erscheint.
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1.1.2 Gouy-Chapman-Potential

LPS Molekule bilden auf Grund ihrer Ladungen in der Kopfgruppe eine strukturabhan-

gige Oberflachenladung aus. Diese zieht Gegenionen aus der wassrigen Phase an, die

jedoch durch die thermische Bewegung der lonen in der wassrigen Phase keine regula-

re Schicht ausbildet, die zu einer Absattigung der Ladung am LPS fuhren wirde. Es

bildet sich jedoch eine diffuse Raumladungszone aus, die nach ihrem Entdecker Helm-

holtz'sche Doppelschicht genannt wird. Ausgehend von der allgemeinen Poission-Glei-

chung haben Gouy und Chapman unabhangig von einander eine theoretische

Beschreibung des Potentialverlaufes gezeigt.

Mit der Annahme, dass das Oberflachenpotential @ im Unendlichen Null ist

lim®(x) —» 0

und dass das Potential an der Oberflache einen endlichen Wert &, annimmt

lim®(x) »®,,

x—0

ergibt sich das Gouy-Chapman-Potential in seiner allgemeinen
[McLaughlin,1989]:

b

1+ o-exp

—
o

b

I—o-exp 0
d

Form

mit /; der sogenannten Debye-Huckel-Lange. Diese stellt den Abstand zur Oberflache

dar, an dem das Potential auf den e-ten Teil abgefallen ist. Diese Lange ist sowohl

abhangig von der Konzentration c¢ der Elektrolyte, also auch von der Dielektrizitats-

konstante ¢ der Losung, und wird beschrieben durch:

1 \/EOERT

1, ==
¢ F 2¢

Der Faktor « in der Potentialgleichung lautet dabei:
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Die oben genannte Beschreibung des Potentiales ist recht kompliziert und in der Praxis
schwer zu nutzen. Eine in der Praxis nutzbare Gouy-Chapman-Gleichung wirde man

jedoch nur erhalten, wenn man folgende Vereinfachungen annimmt:

e statt separater Ladungen in der Kopfgruppe nimmt man eine einheitliche und
homogene Oberflachenladung an,

e die Wechselwirkungen zwischen den lonen wird vernachlassigt,

e die Existenz von Bildladungen wird ausgeschlossen und

e die Dielektrizitatskonstante des Elektrolyten im gesamten Volumen wird als homogen

angenommen.

Mit der homogenen Oberflachenladungsdichte o und der Wertigkeit z der Gegenionen
vereinfacht sich der Ausdruck des Gouy-Chapman-Potentials an der Membranoberfla-
che q)G(;ZU

2kT

® ;. = — asinh
ze,

o
V8€,e kTN, ¢
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Da Lipide amphiphile Molekule sind, d.h. eine hydrophile Kopfgruppenregion und einen
hydrophoben Fettsaurebereich haben, kommt es zu einem Selbstorganisationsprozess.
Dieser fuhrt oberhalb einer von ihrer physikochemischen Struktur abhangigen Kon-
zentration, der sogenannten critical micellar concentration (CMC), zur Bildung von
Aggregaten unterschiedlicher geometrischer Struktur. Dabei bilden sich bei einer zy-
lindrischen physikalischen Struktur der Lipide sogenannte Liposome. Sind die Lipide
konisch, so kommt es zur Ausbildung von komplexen Aggregaten. Die hydrophobe
Wechselwirkung ist keine Wechselwirkung in einem physikalischen Sinne, sondern ba-
siert auf der Minimierung der Gibbschen freien Energie, was zu einem spontanen und

schnellen Ablauf der Selbstorganisation der Lipide fuhrt.

Diese hydrophobe Wechselwirkung fuhrt dazu, dass Lipide an einer Grenzschicht, wie
Wasser-Luft oder Wasser-Ol, monomolekulare Schichten, sogenannte Monoschichten,
ausbilden. Der hydrophile Bereich der Molekule richtet sich dabei in Richtung des
Wassers aus, wahrend der hydrophobe Teil sich entgegen dem Wasser und zueinader
ausrichtet. Der so energieminimierte Zustand ist in dieser Form stabil, da z.B. Lécher
einen energetisch ungustigen Zustand im Vergleich zu einer geschlossen Monoschicht
darstellten.

Die Minimierung der freien Gibbschen Energie wird innerhalb eines wassrigen Mediums
erreicht, indem die Lipide Aggregate ausbilden. Innerhalb dieser Strukturen richten die
Lipide sich derart gegeneinander aus, dass die hydrophilen Anteile sich zum Medium
orientieren und die hydrophoben Anteile sich zueinander ausrichten. Dabei kann es im
Fall der Liposome zur Ausbildung des zentralen Strukturmerkmales biologischer Mem-

branen kommen: der Lipiddoppelschicht.

Die Lipidmolekule konnen sich innerhalb dieser Doppelschicht lateral und transmem-
bran frei bewegen. Die laterale Wechselrate betragt dabei etwa 10° bis 10® s™', wahrend
die transmembrane Wechselrate mit 10 bis 10* s™ [Harrison &Lunt,1977] deutlich nied-
riger ist. Im naturlichen System sind in diese Doppelschicht Proteine eingelagert. Je
nach Anordnung der hydrophilen und hydrophoben Anteile der Proteine sind diese

entweder in die Membran eingelagert oder an die Membran angelagert. Dieses Modell
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wird allgemein als Fluid-Mosaic Modell beschrieben und 1972 von Singer und Nicolson

vorgeschlagen [Singer &Nicolson,1972].

4.1 Fluiditidt in Membranen

Die Fluiditat ist ein wichtiger Parameter naturlicher und rekonstituierter Membranen. Die
Fluiditat wird bestimmt durch den Phasenzustand, in dem sich die Kohlenwasserstoff-
ketten der Lipiddoppelschicht bzw. der Monoschicht befinden. Dabei werden fir Mem-
branen im wesentlichen zwei Zustande (Phasen) unterschieden: Die Gel- oder B-Phase
und die flussigkristalline oder a-Phase. Im Monolayer entsprechen diese etwas der Li-
quid-Expanded (LE) und Liquid-Condensed (LC) Phase. Der Ubergang zwischen
beiden Phasen ist abhangig von der Temperatur - bzw. dem lateralen Druck und der
Temperatur im Fall der Monoschicht - der Struktur der Kopfgruppe, sowie der Fettsaure-
verteilung, deren Sattigungsgrad und verschiedenen Umgebungsvariablen, wie dem
pH-Wert oder der lonenkonzentration des Puffers. Fur Lipidaggregate findet der Pha-
senubergang bei einer bestimmten Temperatur, der Phasenubergangstemperatur T¢
statt. Dabei handelt es sich um einen reversiblen Phasentbergang 1.0rdnung, fur den
gilt, dass die 1. Ableitung der Gibbschen freien Energie G unstetig ist. Diese Phasen-
Ubergangstemperatur kann sich bei der Interaktion der Aggregate mit antimikrobiellen
Peptiden stark andern, d.h. es kann zu einer Fluidisierung oder Rigidisierung der Mem-

bran kommen.

Bei einer Lipidmonoschicht kommt es ebenfalls zu Phasenubergangen. Bei diesem Sys-
tem gibt es jedoch zwei Parameter: die Temperatur und den lateralen Druck innerhalb
den Monolayers. Halt man die Temperatur T wahrend der Variation des Druckes p
konstant, so kommt es zu einem Phasenubergang 1.0rdnung, bei dem der Druck bei
Verringerung der Flache konstant bleibt. Dabei ist zu beachten, dass in dem
zweidimensionalen System des Monolayers nicht nur die Kopfgruppen betrachtet
werden mussen, sondern auch die Konformationsanderung der Fettsauren, so dass

thermodynamisch ein Volumen V betrachtet werden muss. Dies wird beschrieben durch
0G
- | = V
(ap )T
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2 Doménenbildung in Lipidmono- und doppelschichten

In diesem Kapitel sollen kurz die thermodynamischen Prinzipien der Domanenbildung
durch Phasentrennung erlautert werden. Das thermodynamische System besteht dabei
aus k Komponenten und eine Komponente wiederum aus r Phasen. Diese kdnnen z.B.
zwei unterschiedliche Lipide (Komponenten) darstellen, die sich jeweils in zwei Phasen,

wie fluide und rigide, innerhalb einer Komponente befinden.

Das chemische Potential einer Komponente in einer bestimmten Phase mit dem che-

mischen Potential unter Standarddruck u° und der Molfraktion M lautet:

u=p'+RTInM -

Befindet sich eine Komponente des Systems im Phasentbergang, so gilt fur alle Pha-

sen die Gleichheit der intensiven Zustandsgrof3en

Tl,...’ r,=T
P, Pr= P .
Hy  Hy=H

Betrachtet man nun ein zweiphasiges System im Phasentbergang mit den Phasen flui-

de und rigide, so folgt
”_(/)‘Iuide + RTln Mﬂuid@ = ”gigide + RTln Mrigide '
Fur die freie Gibbschen Energie G gilt weiter

A G = ”_(/)‘Iuide - ”gigide .
Somit hangt die freie Gibbschen Energie in diesem System nur noch von den Mol-

verhaltnis der beiden Phasen ab

AG=RT

Mﬂuid@ )

rigide
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Um eine Grenzflache zwischen zwei Phasen in einem thermodynamischen System auf-
zubauen, muss jedoch Energie aufgewendet werden. Dazu wird die Gibbsche
Fundamentalformel fur Grenzflachensysteme im Phasenubergang, also im thermodyna-

mischen Gleichgewicht, betrachtet:
AG=—SdT+V dP+ydA+ u.dn,
i=1

mit  y Oberflachenspannung,

A Flache.

Der Term y dA wird auch die Grenzflachenarbeit genannt, wobei man bei einem
zweidimensionalen System eher von einer Grenzlinienarbeit (allgemein bekannt als line

tension) spricht.

Diese Betrachtung ist jedoch bei geladenen Lipiden, wie sie in dieser Arbeit verwendet
werden, nicht ausreichend. McConnell hat eine thermodynamische Erklarung fur ein 2-
Phasensystem aufgestellt [McConnell,1991]. Es gibt ein thermodynamisches System
mit zwei Phasen deren Dipolmomentdichten pguice Und Uigise Sind. Fur die Dipolmoment-
Dichtedifferenz gilt somit p = Pagice - Prigice. 1€I1It Sich nun eine Phase in weitere Domanen,
die jeweils immer kleiner werden, so reduziert sich y immer weiter, bis ein Gleichge-
wicht erreicht ist, in dem fur die freie Energie F (hier wird ein anderer Buchstabe ge-
wahlt, um deutlich zumachen, dass es sich nicht notwendigerweise um die freie Gibb-
sche Energie G handelt) qilt:

F=F,—-F,

mit  Fq Elektrostatische Energie

F, Energie der Grenzlinienspannung.

Nimmt man an, dass beide Phasen isotropisch sind und es definierte Grenzen zwischen
den Domanen gibt, so kann die freie Energie F umgeschrieben werden in die Summe
der freien Energien einer Domane i (f) und die freien Energien der elektrostatischen
Wechselwirkung zwischen zwei einzelnen Domanen i und j (f;)):
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FZZfi"'ij,_/ .
i i<j
Das System hangt somit nur noch von der elektrostatischen Energie und der Grenz-
linienenergie ab. Betrachtet man die elektrostatische freie Energie einer isolierten Do-

mane, zeigt sich folgendes Flachenintegral:

fa=gp [flr=rT ddan

mit r-r Distanz zwischen zwei Punkten innerhalb einer Domane.

Dieses Integral kann mittels des Greenschen Satzes geldst werden, sofern man einen
kleinen Abstand 6 zwischen den Phasen und einige Vereinfachungen einfuhrt [Mc-
Connell,1991]. Es gibt sich somit fur die gesamte freie Energie der Monoschicht

F=2mRn uzln%—ki\ ,
mit R Radius einer einzelnen Domane,
n Anzahl einzelner Domanen,
A Grenzlinienenergie.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass durch die Bildung von Domanen in einem
thermodynamisch im Gleichgewicht liegenden System Energie durch die Phasensepa-
ration frei wird, aber auch Energie fur die Grenzlinien der Domanen verbraucht wird.
Das Gleichgewicht dieser Energien fuhrt zu den fur die verschiedenen Lipide charakte-
ristischen Domanenformen.

Eine weitere Frage ist, wie viele Freiheitsgrade (intensive Grolen) notwendig sind, ein
System mit einer bestimmten Anzahl an Komponenten k und einer bestimmten Anzahl
an Phasen r zu beschreiben. Da jede Komponente und jede Phase ein chemisches Po-
tential aufweist, gibt es in der Gesamtheit k(r-1) Gleichungen fir die chemischen Po-
tentiale. Nimmt man nun an, dass die Temperatur T und der Druck p im System gleich

sind, so ergeben sich zwei weitere Variablen. Es bleiben noch r(k-1) unabhangige Kon-
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zentrationen fur r Phasen. Zusammenfassend ergibt sich somit fur die Anzahl der Frei-
heitsgrade f

f=—k(r—1)+2+r(k—1)=k—r+2 .

Dies ist die Gibbsche Phasenregel. Fur ein typisches System dieser Arbeit mit zwei Lipi-
den und zwei Phasen ergeben sich somit zwei Freiheitsgrade. Es sind somit zwei in-
tensive Zustandsgrolien, wie z.B. der Druck und die Temperatur des Systems, notwen-
dig, um dieses System in einem bestimmten thermodynamischen Zustand zu
beschreiben.
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5 Methoden und Material

5.1 Ubersicht iiber die Rekonstitutionssysteme

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Rekonstitionsysteme zur Praparation biolo-
gischer Modellmembranen verwendet. Diese sollen im folgenden Uberblick kurz be-
schrieben werden. Die genauere Beschreibung der einzelnen Systeme erfolgt in den je-

weiligen Stellen in den nachfolgenden Kapiteln.

Monoschicht Liposom

Planare Membran substratgestutzte
Membran

"'5’" f"' il f,-",f,f

Abbildung 8: Ubersicht iiber die verwendeten Rekonstitutions-

modelle

Monoschichten stellen die einfachste Moglichkeit das, biologische
Membranen zu rekonstituieren. Liposome bzw. Aggregate bilden im Be-
zug auf die Lipidverteilung symmetrische Doppelschichtmembranen
aus, wahrend mit Hilfe substratgestitzer und planaren Membranen

auch asymmetrische Membranen hergestellt werden kdnnen.

Die einfachste Lipidmatrix, die Lipidmonoschicht, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit
Hilfe der Filmwaage prapariert (siehe S. 37) und mittels der Langmuir-Blodgett-Technik
(siehe S. 40) als substratgestutzte Lipidmonoschichten mit der Rasterkraftmikroskopie

verwendet, um die Domanenformation sowie die Interaktion zwischen hydrophoben
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Oberflachen zu untersuchen. Weiter konnen mittels der Langmuir-Blodgett-Technik
symmetrische und asymmetrische Lipiddoppelschichten auf einem Substrat prapariert
werden. Nur symmetrische Lipiddoppelschichten lassen sich mittels der Aggregatfusion
(siehe S. 59) auf einem Substrat herstellen. Diese Technik wurde im Rahmen dieser
Arbeit verwendet, um Untersuchungen an Lipidaggregaten, die in Anwesenheit von an-
timikrobiellen Peptiden prapariert wurden, durchzufihren. Weiter wurden Aggregate in
verschiedenen Puffern fur spektroskopische Methoden (siehe S. 60) verwendet. Frei-
stehende asymmetrische Membranen zur Rekonstitution der au3eren Membran Gram-
negativer Bakterien lassen sich mit der Montal-Muller-Methode herstellen (siehe S. 64).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Technik verwendet, um die Anderung der Kapazitat
und die Perforation von Modellmembranen durch antimikrobielle Peptide zu untersu-

chen.

5.2 Filmwaage

Lipide bilden auf einer wassrigen Phase Monoschichten aus. Der sich durch Kompressi-
on der Monoschicht ausbildende laterale Druck /7 ist die Differenz zwischen der Ober-
flachenspannung von reinem Wasser (yo = 72 mNm™) und der Oberflichenspannung
des Lipidfiimes (y). Die Messung dieser Differenz wird mit einem sogenannten Wilhel-

my-Plattchen durchgefihrt.

Andert sich die Oberflachenspannung der Oberflache, so &ndert sich die Auslenkung
des Wilhelmy-Plattchens. Die Krafte teilen sich dabei auf in: (i) die Krafte in Richtung
der wassrigen Losung, wie die Oberflachenspannung und die Gravitationskraft und die
(i) entgegengesetzte Auftriebskraft, die aus dem verdrangten Wasservolumen resultiert.
Fur ein Plattchen mit den Abmessungen h,b und t und einer Materialdichte pe, welches
mit einer Tiefe von d in einer Flussigkeit der Dichte pr eingetaucht ist, ergibt sich unter

Berucksichtigung des Kontaktwinkels @ die Kraft

F = p,ghtb +2y(t+b)cos® — p, gthd .

Wird ein vollstéandig befeuchtetes Plattchen verwendet (mit ® = 0), so ist die Anderung

der Kraft bei Vernachlassigung der Dicke t des Plattchens (es wird ein dinnes Plattchen
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verwendet, derart, dass t vernachldssigbar klein wird) nur noch von der Anderung der

Oberflachenspannung Ay abhangig:

AF
AF =2Ayb Ay =—
Yo = Ay =55 -
Es ist somit moglich, mit Hilfe eines kapazitiven Kraftmessers den lateralen Druck des

Monolayers zu messen.

5.2.1 Aufbau der Filmwaage

Die in dieser Arbeit verwendete Filmwaage (Munitech, Minchen, Deutschland) (Abbil-
dung 9) besteht aus einem Teflontrog mit einer integrierten Heizschlange (alle Versuche
dieser Arbeit wurden bei konstant 20°C durchgefthrt) und einer beweglichen Barriere,

Temperatur

Wilhelmy bewegliche
Plattchen Barriere

wassrige Phase

Abbildung 9: Prinzipeller Aufbau der verwendeten Filmwaage

in die der Messkopf fur das Wilhelmy-Plattchen integriert ist. Die Barriere wird mittels
eines Computers gesteuert. Das System kann um eine weitere senkrechte bewegliche
Achse erweitert werden, an dem eine Halterung fur Substrate angebracht ist, um kon-
trolliert Uber die Steuerung des Computers Langmuir-Blodgett-Filme herzustellen.
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5.2.2 Polymorphie von Monoschichten

"'E 40 Der laterale Druck 17 einer Mono-

ZE schicht hangt von der Oberfla-

~  30- g%gg chenkonzentration n; und der Fla-

E che A des Monolayers ab:

S 20-

|

a n.

o 104 m==

5 ki

1 59

Q

® 01 . .

“ Beschrieben wird das Kom-
08 10 12 14 16 18 20 22 24 pressionsverhalten von Lipid-

Flache pro Molekiil / nm Monoschichten berlicherweise

Abbildung 10: Isotherme einer Lipidmonoschicht an mit Druck-Flachen Isothermen
(Abbildung 10). Dabei wird die

Monoschicht bei konstanter Temperatur aus der Gasphase heraus uUber die bewegliche

einer Filmwaage

Barriere der Filmwaage komprimiert und der laterale Druck fortwahrend gemessen.

Dabei bilden sich vier Zustande der Monoschicht aus. Liegt kein lateraler Druck vor, so
steht den filmbildenden Molekulen eine grolde Flache zu Verfugung. Die Fettsauren der
Lipide weisen in diesem Zustand eine geringe Ordnung und eine Flexibilitat auf, daher
wird dieser Zustand auch als Gaszustand beschrieben. Wird der Film weiter kom-
primiert, so bildet sich der flissig-expandierte Zustand, in dem ein Teil der Fettsduren
ausgerichtet sind und die Beweglichkeit der Fettsaureketten eingeschrankt ist. In
diesem Bereich ist die Kompressibilitat des Filmes schon eingeschrankt, so dass es zu
einem Anstieg des lateralen Drucks kommt. Durch die zunehmende Verringerung der
Filmflache kommt es zu einem Phasenubergang erster Ordnung in den flissig-kon-
densierten Zustand. Der Filmdruck bleibt wahrend des Phasenubergangs konstant, und
die Fettsaureketten richten sich weiter aus, bis diese dicht gepackt sind und der kon-
densiert-feste Phasenzustand erreicht wird. In diesem Bereich nimmt der laterale Druck
stark zu, bis der Film schlussendlich kollabiert.
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Im Folgenden soll kurz erlautert werden, wie die Lipidmonoschichten in dieser Arbeit
prapariert wurden. Zunachst wird der Lipidfilm auf einen Druck von 20 bis 30 mNm"
komprimiert. Dies sind Werte, die dem aquivalenten Druck in einer biologischen Mem-
bran entsprechen [Blume,1979] [Marcelja,1974]. Ist die Komprimierung der Lipidmono-
schicht beendet, so wird Uber einen Regelkreis der Druck fir 60 min konstant gehalten,
um zu garantieren, dass der Film stabil ist und die Flache sich nicht mehr andert. In
einem weiteren Schritt wird dann eine definierte Menge eines antimikrobiellen Peptides
unter den Film gespritzt. Kommt es nun zu einer Interaktion oder Interkalation des Pep-
tides an bzw. in eine Monoschicht, so vergroRert sich die Flache der Monoschicht bei

konstantem Druck.

5.2.3 Langmuir-Blodgett-Filme

40

Um einen Lipidfilm von der wassrigen Phase auf ein festes Substrat zu Uberflhren,
wurde in dieser Arbeit die Langmuir-Blodgett-Technik genutzt [Blodgett
&Langmuir,1937] [Langmuir &Schaefer,1938]. Der Vorgang soll hier kurz erldutert

werden.

Monoschicht Doppelschicht
Abbildung 11: Prinzip der Langmuir-Blodgett-Technik

Als Substrat wurde Mica (siehe S. 58) verwendet. Ein Mica-Stiick mit einer Gro3e von

etwa 1 cm Breite und 2 cm Lange wird dazu vor der Praparation der Monoschicht
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moglichst tief in die wassrige Phase eingetaucht. Zieht man nun das Mica-Stuck mit Hil-
fe der senkrechten Achse der Filmwaage und einer Geschwindigkeit von 1 pym/s durch
den Lipidfilm wieder heraus, so wird die Monoschicht auf das Substrat Ubertragen. Eine
Kontrolle des Ubertrages geschiet dabei iber die Abnahme der Monoschichtflache auf
der wassrigen Phase (Abbildung 11). Da Mica hydrophil ist, binden die Kopfgruppen der
Lipidmolekule an das Mica, und die hydrophoben Fettsauren ordnen sich in Richtung
Luft an. Die Orientierung des Lipidruckgrates ist dabei jedoch nicht senkrecht zum Sub-
strat, sondern in einem Winkel, der sowohl vom Substrat, als auch von der Kopfgruppe
selbst abhangt . Fur Alkanthiolate auf Gold ist beispielsweise ein Neigungswinkel von

30 bis 35° in Bezug zur Substratnormalen beschrieben [Bushan,2004].

Eine Substrat-unterstutzte Doppelschicht (solid-supported bilayer) kann durch aberma-
liges Praparieren eines zweiten Monolayers auf der wassrigen Phase erzeugt werden.
In dieser Arbeit wurden dafur beide Monoschichten ohne Peptidzugabe prapariert. Das
mit einer Monoschicht praparierte Mica-Stlick wird dann aus der Luft in die wassrige
Phase durch die Monoschicht gefuhrt. Dabei orientierten sich die Fettsduren des auf der
Filmwaage praparierten Filmes in Richtung der Fettsauren der auf dem Mica ge-
bundenen Lipide (Abbildung 11). Diese Doppelschicht kann nun nur noch unter Wasser
mit dem Rasterkraftmikroskop untersucht werden, da die Doppelschichten an Luft nicht
stabil sind. Diese Membranen konnen sowohl symmetrisch als auch asymmetrisch auf-
gebaut werden, da die beiden Monoschichten auf der Filmwaage separat nacheinander

prapariert werden.

5.3 Rasterkraftmikroskopie

Abbildung 12 zeigt das Prinzip eines Rasterkraftmikroskopes, auch atomic force micro-
scope; AFM [Binnig&Quate &Gerber,1986] genannt. Das Rasterkraftmikroskop ist eine
Weiterentwicklung des Rastertunnelmikroskopes (auch scanning tunnel microscope;
STM), welches 1982 von Binnig und Rohrer vorgestellt wurde [Binnig&Rohrer
&Gerber,1982]. Mit dem STM ist es moglich, elektrisch leitende Oberflachen mit bis zu
atomarer Auflosung abzubilden. Die dafur notwendige Regelgrolie (vergleiche S. 55)
stellt der zwischen einer Spitze und der zu messenden Oberflache flieRende quanten-

mechanische Tunnelstrom dar. Die Regelgrof’e bei einem Rasterkraftmikroskop unter-
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scheidet sich im Vergleich grundlegend: Als Regelgroie wird hier die Kraft zwischen
einer Tastspitze an einem Federbalken (dem Cantilever) und der Oberflache des Mess-
objektes genutzt. Durch Regelung des Abstands zwischen der Spitze und der Probe

wird die Kraft konstant gehalten, woraus ein Hohenbild resultiert. Durch die me-

chanische Regelgrolie ist es moglich, auch nichtleitende Oberflachen, z.B. biologische

Proben, in Luft oder gar in Wasser zu untersuchen.

Fotodetektor

z-Richtung

Abbildung 12: Darstellung des Prinzips des Rastkraftmi-

kroskopes

Viele Begriffe der Rasterkraftmikroskopie sind durch das Englische gepragt und finden
auch im Deutschen ihre Anwendung und werden daher in dieser Arbeit nicht Ubersetzt.

5.3.1 Cantilever

Ein zentrales Element des Rasterkraftmikro-
skopes ist der eingesetzte Cantilever (Abbildung
). Mit diesem entscheidet sich sowohl die Qualitat
aber auch die Durchfuhrbarkeit der Messungen.
Zur Auswahl des zu verwendenden Cantilevers
gibt es mehrere zentrale Kriterien. Um das Sys-
tem moglichst unempfindlich gegenuber externen
Storungen wie Gebaudeschwingungen (unterhalb
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Abbildung 13: Elektronenmikro-

skopische Aufnahme eines Cantile-
vers. Am Ende eines Federbalkens ist

die Spitze zu erkennen (Bild Olympus).



Methoden und Material

von 100 Hz) zu machen und um eine madglichste hohe Anzahl an Proben-Interaktions-
stellen pro Zeiteinheit zu erreichen, was zu einer hohe Scan-Rate fuhrt, ist eine hohe
Resonanzfrequenz des Cantilevers wunschenswert. Um diese jedoch zu erreichen,
mussen die Cantilever einerseits leicht (im ng-Bereich) und andererseits hart (Feder-
konstante > 10 N/m) sein. In wassriger Umgebung ist es meist jedoch auf Grund der
Empfindlichkeit der Messobjekte sinnvoll, eher weiche (<3 N/m) Cantilever zu
verwenden, um Schaden an den Messobjekten durch harte Cantilever zu verhindern.
Mit diesen weichen Cantilevern ist schnelles Messen, speziell im AC-Modus (siehe
S. 45), nicht mehr moglich. Die meisten kommerziell erhaltlichen Cantilever werden aus
Silizium oder Siliziumnitrit photolitographisch hergestellt und auf der Ruckseite mit Gold
oder Aluminium beschichtet, um die Reflektion zu verbessern. Fiur bestimmte Untersu-
chungen, wie z.B. die Messung von Interaktionskraften einzelner Molekule, werden
Cantilever mit chemischen Verbindungen, die an die Spitze des Cantilevers prapariert
werden, funktionalisiert. Hierfur kann es sinnvoll sein, Cantilever mit einer kompletten
Goldbeschichtung zu verwenden.

5.3.2 Wechselwirkung zwischen Probe und Cantileverspitze

Zwei Krafte treten maldgeblich bei der Interaktion zwischen der Cantilever-Spitze und
nichtleitenden bzw. nichtmagnetischen Proben auf: die van der Vaals-Kraft als anzie-
hende (attraktive) Kraft und das quantenmechanische Pauli-Prinzip als absto3ende (re-
pulsive) Kraft.
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B . Abbildung 14: Verlauf der
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Nahert man die Cantilever-Spitze langsam an die Probe an, so wird diese zunachst
durch die langreichweitige, anziehende van der Vaals-Kraft in Richtung Probe ausge-
lenkt. Diese anziehende Kraft wird durch die gegenseitige Induktion von Dipol-
momenten in den Atomverbanden der Spitze des Cantilevers und der Probe induziert.
Nahert man die Cantilever-Spitze weiter der Probe an, so wird eine abstollende Kraft
gemessen. Diese resultiert aus dem Pauli-Prinzip, welches aussagt, dass die doppelte
Besetzung eines Quantenzustandes verboten ist. Durch die Annahrung der Orbitale der
Cantilever-Spitze und der Probe fuhrt das Pauli-Prinzip zu einer kurzreichweitigen ab-
stoRenden Kraft. Die Uberlagerung dieser beiden Kréfte fiihrt auf das Lennard-Jones-

Potential (Abbildung 14) mit x als Abstand zwischen Cantilever-Spitze und Probe

Der sogenannte Lennard-Jones-Durchmesser o und die Lennard-Jones-Energie ¢ sind
Materialkonstanten. Fiir z < o steigt der 1/ x' Teil stark an. Dies beschreibt die ab-
stolRende Kraft resultierend aus dem Pauli-Prinzip, wahrend der zweite Term die attrak-

tiven Krafte der van der Waals-Wechselwirkung mit 1 / x° beschreibt.
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5.3.3 Abbildungsmodi

Es gibt grundsatzlich zwei Moglichkeiten, die Topografie des Messobjektes mit dem
AFM aufzunehmen: Den statischen Modus (auch contact mode, repulsive oder DC-
mode) [Binnig et al.,1986] und den dynamischen Modus (auch tapping mode, noncon-
tact oder AC-mode).

Im contact mode ftritt die am Ende des Cantilevers liegende Spitze in direkten Kontakt
mit der Probenoberflache. Aufgrund der aus dem Pauli-Prinzip resultierenden repulsiven
Kraft kommt es beim Kontakt des Cantilevers mit der Oberflache zu einer Verbiegung
des Cantilevers, der deflection. Diese kann nun mittels einer Regelung konstant halten

(constant force mode) oder direkt aufgezeichnet (constant height mode) werden.

Im dynamischen Modus wird der Cantilever mittels eines piezoelektrischen Kristalls
(Piezo) in Schwingung versetzt [Martin&Williams &Wickramasinghe,1987]. Durch die
Einwirkung attraktiver (attractive mode) und repulsiver Krafte (repulsive mode)
[Roes&Seydel &Gutsmann,2005] auf die Cantileverspitze verschieben sich die Amplitu-
de und die Phase zwischen schwingendem Cantilever und dem Anregungspiezo. Mittels
einer Regelung halt man die Amplitude konstant und erhalt so die Topografie der Ober-

flache.

Beiden Modi ist gemein, dass die Rasterung der Oberflachentopografie in x-y-Richtung
durchgefuhrt wird, um ein Bild zu erzeugen. Zu beachten ist ebenfalls, dass nicht not-
wendigerweise die direkte Topographie des Messobjektes erfasst wird, sondern nur ein

Aquikraftbild der Interaktion zwischen der Cantileverspitze und dem Objekt.

Eine weitere Moglichkeit ist die Herstellung sogenannter Lateralkraftbilder. Dazu wird
die Probe in einem rechten Winkel unter dem Cantilever bewegt und mittels der vierge-
teilten Photodiode die Torsion des Cantilevers aufgezeichnet und als Bild dargestellt.
Dies Methode hat den Vorteil, dass man zuséatzliche Informationen Uber die GrolRenord-
nung der Wechselwirkung zwischen Probe und Cantileverspitze erhalt. Der Messmodus

kann daher gerade bei funktionalisierten Cantilevern von groldem Interesse sein.
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5.3.3.1 Dynamischer Modus

46

Hauptsachlich wurde versucht, die Messungen in dieser Arbeit im dynamischen Modus
durchzufihren, um moglichst wenige Artefakte an den Proben zu haben. Daher soll

dieser Modus im Folgenden naher erlautert werden.

Der dynamische Modus zeichnet sich dadurch aus, das der Cantilever in Oszillation
versetzt wird. Die Cantilever-Spitze berUhrt wahrend der Messung nicht notwendiger-
weise die Oberflache der Probe. Die klassische Beschreibung eines schwingenden
Cantilevers ist der gedampfte, harmonische Oszillator. Fur den den Cantilever in z-Rich-

tung treibenden Piezo gilt dabei
Z, = AP-cos(wP-t)
mit :
Ap Amplitude des Piezos,
Wp Kreisfrequenz des Piezos.

Nimmt man an, dass der Cantilever dem Hookeschen Gesetz folgt, und fuhrt eine

Reibungskraft mit dem Dampfungskoeffizienten « proportional zur Cantileverge-

schwindigkeit ein, so ergibt sich unter Beachtung des Newtonschen Gesetzes die

folgende Differentialgleichung flr die zeitabhangige z-Position der Cantileverspitze z(t):
d’ d d

m e z(t) = —« % z(t)—k % z(t) — kpzp(t) .

Fir die Schwingungsgute Q des Cantilevers gilt allgemein

_ mw,
B X
mit:
m Masse des Cantilevers,
[0 Resonanzfrequenz des Cantilevers.
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Die Gute ist ein Mal} flr die mechanische Eigendampfung des Systems und gibt an, wie
schnell die Amplitude des Cantilevers auf den 1/e-Teil abgefallen ist, nachdem die Anre-
gung abgeschaltet wurde. Aus der Masse und der Federkonstante k ergibt sich die

Resonanzfrequenz eines freischwingenden Cantilevers mit

2k
w,= —.
" m

Fugt man o, und Q in die oben aufgestellte Differentialgleichung ein, so ergibt sich

&+ (ﬂ

L0+ |2 Loit)+ wha(0 = Avaiostaont

Die Losung dieser Differentialgleichung fuhrt zu einer Trennung in einen Gleichge-
wichtsteil und einen Einschwingteil. Nach 2Q Schwingungen wird der Gleichgewichtszu-
stand erreicht, und es ergibt sich eine Phasenverschiebung & zwischen Anregung und

der Schwingung des Cantilevers:
z,,(t) = Ag-cos|wyt + | .

Im Zeitraum des Einschwingens gilt folgende Losung der Differentialgleichung

2
wo't

Zes(t) = AO.eXp 2

-sinfwyt + ).

Durch Einsetzen der Gleichgewichtsldosung in die Differentialgleichung kann die Amplitu-
de und Phase in Abhangigkeit der Anregungsfrequenz mit
A, = ApQwy :

\/wzwé + Qz-(wé - wz)

berechnet werden.
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Dabei ergibt sich, dass die Amplitude das
Maximum nicht bei der Resonanzfrequenz
wo wie dies bei einem klassischen frei-

schwingenden Oszilator der Fall ist, erreicht.

Amplitude
Phase

Diese Verschiebung des Amplitudenmanxi-
mums der Resonanzfrequenz resultiert aus

der Dampfung des Systems, bei wenig ge-

dampften Cantilevern mit Werten Q > 100 ist 1 ® /o,

diese Verschiebung jedoch zu vernach- Abbildung 15: Amplituden- und Phasen-
lassigen. verhalten eines freischwingenden Cantile-
vers. Die Ampitude erreicht ihr Maximum in der
Resonanzfrequenz, wahrend die Phase bei

_ _ _ dieser Frequenz um 90° verschoben ist.
Ist der Cantilever in Resonanz, so ergibt

sich eine Phasenverschiebung zwischen dem Treiberpiezo und dem Cantilever von 90°
(Abbildung 15). Wirken auf den Cantilever jedoch anziehende (attraktive) Krafte, so
erhoht sich die ,virtuelle® Masse des Cantilevers, die Resonanzfrequenz verschiebt sich
zu tieferen Frequenzen. Betrachtet man die Phase bei der festen Frequenz wo, so ver-
schiebt sich diese zu Werten oberhalb von 90°, dieser Modus wird attraktiver Modus ge-
nannt. Kommt es jedoch zu Interaktion mit abstoRenden (repulsiven) Kraften, so ver-
ringert sich die ,virtuelle® Masse, und die Phase erreicht Werte unterhalb von 90°.
Dieser Modus wird repulsiver Modus genannt. Da es bei der Nutzung attraktiver Krafte
nicht zum direkten Kontakt mit der Probe kommt, nennt man diesen Modus auch non

contact mode.

5.3.4 Kraftkurven und Kraftkarten
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Rasterkraftmikroskope konnen nicht nur zur Aufnahme von Hohen-, Phasen- oder Late-
ralkraftbildern verwendet werden, sondern auch zu kraftspektroskopischen Messungen.
Dazu werden Kraft-Abstands-Kurven (kurz: Kraftkurven) erzeugt, die die Kraft zwischen
Cantilever-Spitze und Probe reprasentieren und an denen verschiedene Messparame-
ter, wie z.B. Elastizitatsmodula oder Adhasionskrafte ausgewertet werden kénnen. Die
Anwendung dieser Kurven ist vielfaltig und umfasst u.a. Bindungsmessung an einzel-
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nen Molekulen, die Bestimmung der Elastizitat von Zellen [Hassan,E. et al.,1998] oder

die Bestimmung der Schichtdicke von Membranen.

Die x-y-Position des Cantilevers Uber der Probe wird fur diese Messungen konstant ge-
halten und der Cantilever mit Hilfe des z-Piezos in Richtung der Probe bewegt. Dabei
wird die Auslenkung des Cantilevers (im Englischen deflection) und die Ausdehnung
des z-Piezos mit Hilfe eines LVDT (Linear Variable Differential Transformer) aufgezeich-
net. Fur eine sinnvolle Auswertung der Messdaten mussen sie von abstrakten
Spannungswerten in reale Langenwerte und Kraftwerte transformiert werden, so dass
sogenannte Kraft-Abstands-Kurven berechnet werden konnen. Dazu mussen zunachst
die in Volt gemessenen Deflection-Werte (Defl [V]) in Deflection-Werte in m bzw. nm
(Defl [nm]) umgewandelt werden. Hierzu wird die invertierte optische Cantilever-Sensi-
tivitat (InvOLS [nm/V]) bestimmt. Dazu wird der Cantilever im Kontakt mit einer harten
Oberflache zunehmend weiter durchgedrickt und die Steigung der daraus

resultierenden Gerade bestimmt. Nun kann die Auslenkung des Cantilevers mittels
Defl|nm] = Defl| V|- InvOLS|nm/V |

bestimmt werden. Im nachsten Schritt wird die Federkonstante k des Cantilevers mit
Hilfe des thermischen Rauschens (siehe auch S. 51) bestimmt, so dass die auf den
Cantilever wirkende Kraft F mittels

PN
nm

F|pN| = Defl[nm]- k

bestimmt werden kann. Die Auslenkung des z-Piezos wird mit Hilfe eines LVDT be-
stimmt. Diese Position ist jedoch die Position des Kopfes des Cantilever-Halters und
nicht die der Cantilever-Spitze, diese kann jedoch mittels EinflUhrung der Variablen

Seperation (Sep [nm]) Uber
Sep|nm| = LVDT .[nm| — Defl | nm]|

bestimmt werden.
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Abbildung 16: Grafik zur Durchfiihrung einer Kraft-Abstands-Kurve

Im Folgenden soll eine Kraft-Abstands-Kurve auf einer idealen, nichtleitenden und
harten Probe exemplarisch erlautert werden (Abbildung 16 dient als Grafik zur Erlaute-

rung).

Zu Beginn der Aufzeichnung einer Kraft-Abstands-Kurve ist die Cantilever-Spitze weit
von der Probe entfernt, es wirken keine Krafte auf den Cantilever, so dass sowohl die
Auslenkung als auch die Kraft Null sind (Bereich 1). Wird der Cantilever nun an die
Probe angenahert, kommt es kurz vor dem Kontakt mit der Oberflache zu einer attrak-
tiven Kraft (Bereich 2), der Cantilever bindet an die Probe (Bereich 3). Die Spitze des
Cantilevers befindet sich nun auf der Oberflache der Probe. Wird die Auslenkung des z-
Piezos weiter erhoht, so drickt sich der Cantilever auf Grund der repulsiven Krafte
zunehmend weiter durch. In diesem Bereich wird die InvOLS bestimmt. Zieht man den
Cantilever durch Verringung der z-Piezo-Spannung wieder von der Oberflache weg,
bleibt die Cantilever-Spitze auf Grund adhasiver Krafte an der Oberflache (Bereich 4
und 5), es werden dabei negative Krafte bestimmt. An einem bestimmten Punkt werden
die adhasiven Krafte kleiner als die Zugkraft, und die Spitze des Cantilevers reif3t von

der Probe ab (Ende Bereich 5) und erreicht wieder die Ruheposition.

Innerhalb dieser Arbeit wurden aus den Kraft-Abstandskurven zwei Parameter berech-

net: die Adhasionsarbeit und die Abreil3kraft. Beide Parameter werden aus der Abzugs-
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kurve (retract curve) (Bereich 4 und 5) berechnet. Die Adhasionarbeit Wagnesion berechnet
sich aus dem Integral aller Kraft-Werte kleiner als Null:
Wadhesion = f F(X) dx
x;|x: F(x)<0 )

Die Abreil3kraft Fpuor ist die Kraft, an dem die abziehende Zugkraft grofder wird als die
Adhasionskraft:

Fpulloﬁ’(xpullqﬁ’) = Fadhesion(xi) < Fpull(xi+l)

Diese Werte konnen fur jede Kraftkurve separat ausgewertet werden. Es ist nun
moglich, die zeitliche Anderung der Parameter an einer Stelle der Probe zu untersuchen
oder an unterschiedlichen Stellen der Probe Kraft-Abstands-Kurven aufzunehmen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde in der Laborgruppe Biophysik die Methode der Kraftkarten
etabliert. Dazu wurden in einem Bildausschnitt auf der Probe mit Hilfe der Anderung der
x-y-Position an aquidistanten Punkten Kraft-Abstands-Kurven aufgenommen und aus-
gewertet. Es ergab sich somit ein Kraftbild der berechneten Parameter, wie z.B. Kraft-

bilder der Adhasionsarbeit.

5.3.5 Bestimmung der Federkonstante
Zur genauen Bestimmung der Krafte zwischen der Cantilever-Spitze und der Probe
muss nach

PN
nm

F[pN|= Defl[nm] - k

die exakte Federkonstante k des Cantilevers bekannt sein. Die Hersteller liefern hierzu
zwar Werte, diese sind aber auf Grund der produktionsbedingten Variationen innerhalb
einer Cantileverserie nur als Richtwert anzusehen. Somit ist es notwendig, vor jeder
Messung den genauen Wert der Federkonstante zu ermitteln.

Fur die Federkonstante gilt

F
k=—
Ax
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mit der Federbelastung F und der Federauslenkung 4x. Es gibt eine Vielzahl von Me-
thoden zur Bestimmung der Federkonstante, eine gute Ubersicht bietet Sader et al.
[Sader,2002]. Das in dieser Arbeit verwendete Rasterkraftmikroskop MFP3D verwendet

die Thermal Noise Methode, die im Folgenden kurz erlautert werden soll.

Grundlage ist die Betrachtung eines durch Brownsche Molekularbewegung getriebenen
harmonischen Oszillators. Die Hamiliton-Funktion des Oszillators wird beschrieben
durch den verallgemeinerten Impuls p, der Kreisfrequenz oo, der Masse des Oszillators

m und den verallgemeinerten Koordinaten q:

2
H=2+ lmwzq2
2m 2
Die Brownsche Molekularbewegung der Luft wird beschrieben durch den Gleichvertei-
lungssatz der mittleren thermischen Energie, wobei fur jeden Freiheitsgrad mit der
Boltzmann-Konstante ks und der Temperatur in Kelvin T 0,5 kgT gilt. Dies fuhrt zu

<%mw2q2> = %kBT

weiter qgilt fir die Resonanzfrequenz eines harmonischen Oszilators mit der Feder-
konstante k und der Masse m

2k
w =—
m
Dies fuhrt fur die Federkonstante zu
k, T
k=—"—,
q

wobei g? gerade die Flache unterhalb des Resonanzpeaks im Frequenzspektrum ist, da
der Cantilever in erster Naherung nur in eine Richtung, entlang der z-Achse, schwingen
kann. Zur Rauschunterdrickung nahert man diesen Resonanzpeak mittels einer
Harmonischen an, berechnet das Integral unterhalb des so erzeugten Resonanzmaxi-
mums und bestimmt dartber die Federkonstante k. Dieses Verfahren ist sowohl fur

rechteckige als auch fur dreieckige Cantilever anwendbar.
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5.3.6 Verwendetes Rasterkraftmikroskop MFP3D

Der prinzipielle Aufbau des verwendeten AFMs MFP3D von Asylum Research (Santa
Barbara, CA, USA) ist in Abbildung 17 gezeigt. Die Durchbiegung des Cantilevers wird
bei diesem Rasterkraftmikroskop mit Hilfe der Laserstrahlauslenkung (Deflection-Si-
gnal) bestimmt [Alexander et al.,1989] [Marti&Colchero &MIlynek,1990] [Meyer
&Amer,1988] [Meyer &Amer,1990]. Bei diesem Verfahren wird das Licht eines Infrarotla-
sers auf die Ruckseite des Cantilevers gerichtet, wird dort reflektiert und fallt auf einen
vierfach unterteilten Photodetektor. Diese bei den meisten kommerziell erhaltlichen
Rasterkraftmikroskopen verwendete Methode zur Bestimmung der Durchbiegung des
Cantilevers hat vielfache Vorteile: es ist mdglich, einen groRen Arbeitsabstand zu
realisieren. Dabei ist das Verfahren wenig sensitiv gegenuber Abstandsanderungen,

dennoch ist die Winkelaufldsung hoch, so dass kleinste Winkelanderungen, z.B. hervor-
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Abbildung 17: Schematischer Aufbau des verwendeten MFP-3D. Dargestellt ist die
Funktion im AC-Modus. Der von der Cantilever-Rlckseite reflektierte Laserstrahl wird von
einer 4-teiligen Photodiode detektiert. Uber die Steuerung des AC-Piezos wird die vom
verwendeten Cantilever abhangige Anregungsfrequenz gewahit. Ein Lock-in Verstarker ver-
gleicht Amplitude und Phase der Cantilever-Schwingung mit dem vorgegebenen Referenzsi-
gnal. Um die z-Hohe des Cantilevers einzustellen, wird die Amplitude des schwingenden
Cantilevers als Riickkopplungssignal zur Regelung des Abstandes zwischen Spitze und
Probe genutzt. Mit Hilfe des Phasensignals kann zwischen repulsivem und attraktivem Mo-
dus unterschieden werden.
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gerufen durch Reibungskrafte, aufgezeichnet werden kénnen. Die an der Photodiode
abfallende Spannung wird Uber eine Vorverstarkerstufe an die sogenannte Translations-
box geleitet. In der Translationsbox findet die Digitalisierung des Spannungsignales
(Auflésung: 16 bit Abtastung: 5 MHz) statt. Die Signale werden mit Hilfe eines digitalen
Lock-In Verstarkers und eines digitalen Impuls-FrequenZzfilters (Infinite Impulse Re-
sponse Filter, lIR-Filter) entrauscht und an den Digitalen Signal Prozessor (DSP) im
Controller geleitet. Das ruckgekoppelte Signal wird nun mittels eines Digital-Analog-
Wandlers (Auflosung 24 bit, Abtastung: 100 kHz) analogisiert und Uber einen Hoch-
spannungsverstarker - das Signal wird typischerweise auf +150 V verstarkt - an den z-
Piezo zuruckgeleitet. Zentrales Bauelement der Ruckkopplungsschleife ist ein Field
Programmable Gate Array (FPGA). Dieser Baustein kann flexibel Uber eine Software im
Computer programmiert werden und fuhrt daher gerade rechenintensive Vorgange sehr
performant aus. Die Ansteuereinheit fur den Laser ist, zusammen mit dem Vorverstar-
ker, separat in einer abgeschirmten Einheit untergebracht, um elektrische Stérungen
des Hochspannungsverstarkers und der Translationsbox zu umgehen.

Piezos werden an verschiedenen Stellen des AFM verwendet: (i) zur ozillatorischen
Anregung des Cantilevers, (ii) zur Auslenkung des Cantilevers in z-Richtung, sowie (iii)
zur Steuerung der x-y-Ebene. Legt man an einen Piezokristall eine Spannung an, so
kommt es zu einer Strukturanderung der Piezokristalle. Diese fuhrt zu einer Aus-
dehnung des Kristalls in eine Dimension und zur Kontraktion des Kristalls in der
anderen Dimension. Um ein grol3es lineares Ausdehnungvermodgen zu erreichen,
wurden im verwendeten Rasterkraftmikroskop gestapelte Piezoelemente, sogenannte
Piezo-Stacks, verwendet. Zur Kontrolle der tatsachliche Auslenkung werden kapazitive
oder induktive Sensoren (LVDTs) verwendet. Ein weiterer Regelkreis sorgt nun fur die
Einhaltung der vorgegebenen Ausdehnung des Kristalls (sogeanntes close-loop-Verfah-
ren). Dies ist notwendig, da die Piezos sowohl einer Hysterese als auch einer Relaxati-

on unterliegen.
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5.3.7 Ruckkopplungschleife, PID-Regelung

Unabhangig vom jeweiligen Messmodus kommt es bei der Annaherung der Cantilever-
spitze zu einem Fehlerwert einer modusabhangigen RegelgroRe. Beim Contact-Modus
nutzt man das Deflection-Signal, beim dynamischen Modus die Schwingungsamplitude
des Cantilevers als Regelgrofe. Der Fehlerwert der RegelgroRe entsteht durch die
Anderung des aus dem System riicklaufenden Ist-Wertes im Vergleich zu dem gesetz-
ten Sollwert. Um diesen Fehler zu minimieren, wird eine Regelung eingesetzt. Eine sehr

einfache Regelung ware, wenn man
A zur Annaherung an den Sollwert das

Ein- und Abschalten eines konstanten

Wertes nutzt. Der gesetzte Sollwert

Sellwert  wird so jedoch nicht erreicht (Siehe

Abbildung 18). Eine weitaus schnelle-

Amplitude

re und genauere Regelung umfassen
eine proportionale, eine integrale und

eine differentielle Verstarkung (soge-
> nannte Regler) des Fehlersignals
Zeit (PID-Reglung).

Abbildung 18: Bei einer einfachen Regelung wird der Durch den Proportionalterm wird das

vorgegebene Sollwert niemals erreicht. Der Ist-Wert Fehlersignal linear verstarkt, so dass

schwingt um den Sollwert.

die GroRenordnung des Korrektursi-

gnals festgestellt werden kann. Wei-
tergehend wird ein Proportionalband definiert, welches eine Umgebung um den Sollwert
definiert. Betragt es z.B. 20%, so ergibt sich fur die Proportionalverstarkung der Wert 5.
Je Kkleiner dieses Proportionalband, desto groRer wird die Proportionalverstarkung.
Dieses Proportionalband bedingt jedoch, dass der erreichte Sollwert einen Offset
gegenuber dem erwunschten Sollwert hat (Abbildung 14). Eine Anpassung dieses
Offsets Uber eine verringerte Verstarkung ist meist jedoch nicht moglich, da sich das

System dadurch aufschwingt.
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Um das Problem des Aufschwingens
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|
Proportional

band

Offset Addition eines additiert. Da die Piezos jedoch trage

Integralterms & sind, darf das Zeitfenster der Addtion

Proportionalkontrolle

Amplitude

nicht zu klein gewahlt werden, da
das System sich sonst ebenfalls auf-

schwingt.

o > Mit dem differentiellen Anteil des

Abbildung 19: Eine PID-Regelung regelt mit Hilfe ein- Fehlersignals kann sehr schnell auf

zelner Regler (proportionaler, integraler und diffe- kleine Anderungen des Sollwertes

rentialer Regler) den Istwert in die Nahe des Soll- reagiert werden, wodurch einerseits

wertes. .

das Rauschen abnimmt und anderer-
seits das System schneller wird, was letztendlich eine hdohere Auflosung zur Folge hat.
Wahlt man die differentielle Verstarkung jedoch zu hoch, kommt es zu hochfrequenten

Storungen durch Aufschwingen des Systems.

Letztendlich ist jedoch die Einstellung der einzelnen Regler ein wichtiger Bestandteil der
experimentellen Arbeit, da immer, in Abhangigkeit von der Probe, ein moglichst guter
Kompromiss aus Dauer, also der Scangeschwindigkeit, und Genauigkeit der Messung

gefunden werden muss.

5.3.8 Bildaufnahme

56

Die Hoheninformation eines Bildpunktes wird aus der durch die PID-Regelung ge-
steuerten z-Position gewonnen. Dabei ist jedoch immer zu beachten, dass es sich bei
Hohenbildern auf Grund der Interaktion zwischen Cantilever und Probe immer um Posi-
tionen gleicher Kraft handelt. Die Abrasterung der Probe wird beim MFP-3D durch late-
rales Verschieben der Probe unterhalb des Cantilevers mittels elektrischer Ansteuerung
der x- und y-Piezos erreicht. Das Bild wird dabei zeilenweise aufgebaut, das heil3t, dass
erst eine Zeile durch einen sich schnell bewegenden Piezo aufgenommen wird, wobei

der jeweils andere Piezo am Ende der Zeile dann die Probe zur Aufnahme der nachsten
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Zeile durch einen kleinen Vorschub bewegte. Der Scanwinkel ist bei dieser Methode frei
wahlbar. In dieser Arbeit wurden nur untereinander rechte Winkel (0°, 90°, 180° und
270°) verwendet. Zur Weiterverarbeitung der Hohensignale wahrend der Messung fuhrt
die MFP-3D Software (auf Basis von Igor Pro, WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA)
zunachst eine Normalisierung aller Bildpunkte durch, indem jedem Punkt einer aufge-
nommenen Linie ein durchschnittlicher Hohenwert abgezogen wird. Sofern notwendig,
kann nachtraglich eine bestmadgliche Ebene Uber alle Punkte berechnet werden. Dieser
Vorgang wird als flatten bezeichnet und fuhrt bei der Bildbetrachtung zu einer einheitli-
chen Grundebene. Die gangigste Betrachtungsweise von rasterkraftmikroskopischen
Aufnahmen ist das Hohenbild, es ist jedoch moglich oder notwendig, auch andere Gro-
Ren, z.B. die Phase, die laterale Auslenkung des Cantilevers oder die Amplitude des

schwingenden Cantilevers als Bilder darzustellen.

5.3.9 Kombination von Rasterkraftmikroskopie und
Fluoreszenzmikroskopie

Der Kopf und der Scanner des Rasterkraftmikroskop MFP-3D ist auf einem inversen
Multifunktions-Lichtmikroskop (1X70, Olympus, Tokio, Japan) montiert. Dadurch ergeben
sich vielfaltige Moglichkeiten zur Kombination von rasterkraftmikroskopischen und licht-
mikroskopischen Untersuchungen. Zur Untersuchung von Domanenstrukturen in Mem-
branen, wurden in dieser Arbeit das Phospholipid PE, an dessen Kopfgruppe ein 7-Ni-
trobenz-2-Oxa-1,3-Diazol (NBD) (siehe S. 80) gebunden ist, verwendet. Dazu wurde
das Lichtmikroskop mit einem Filtersatz fir NBD (Olympus, Tokio, Japan) und einer
Kurzbogenquecksilberdampflampe (Olympus, Tokio, Japan) ausgerustet. Als Detektor-
system dient eine ungekihlte CCD-Kamera (C8484-02, Hamamatsu Photonics
Deutschland GmbH, Herschingen, Deutschland), die eine hohe elektronische Auflosung
ermoglicht. Verwendet wurden zwei Objektive, fiir Ubersichtsaufnahmen wurde ein 4-
fach Objektiv (UPLFLN 4x, Olympus, Tokio,Japan), fur die Detailaufnahmen ein 40-fach
Objektiv (LCPlanF 40x, Olympus, Tokio, Japan) verwendet. Eine besondere Heraus-
forderung ergibt sich durch den verwendeten Aufbau, wenn eine Uberlagerung der
Bilder des Fluoreszenzmikroskopes und des Rasterkraftmikroskopes erreicht werden
soll. Da es sich um ein inverses Lichtmikroskop handelt, muss eine optisch moglichst

plane Anordnung gefunden werden. In dieser Arbeit wurde durchsichtiges Mica (siehe
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S. 58) verwendet, welches mit Hilfe von goldbeschichteten Magneten (NeoTEXX, Ber-
lin, Deutschland) auf dem Boden einer Petrischale (Tissue Culture Dish 35x10mm,
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) fixiert wurde.

Die Durchfuhrung der Experimente soll im folgenden Absatz kurz beschrieben werden.
Vor der Durchfuhrung jedes Experimentes muss die Spitze des Cantilevers in der Mitte
des lichtmikroskopischen Bildes zentriert werden. Daraufhin wird die Probe eingespannt
und die Zentrierung des Cantilevers abermals durchgefuhrt. Als erster Schritt einer
Messung wird ein Fluoreszenzbild aufgenommen, im weiteren Verlauf der Messung
werden dann die rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen erstellt, daran anschliel3end
wird der Lipidfilm der Flache des Bildausschnittes im Contact-Modus weggekratzt, so
dass sie sich zur Kontrolle im nachfolgend aufgenommenen fluoreszenzmikrosko-
pischen Bild eine dunkle Flache befindet. Somit kdnnen die Fluoreszenzbilder mit den

Rasterkraftbildern Uberlagert werden.

5.3.10 Funktionalisierung von Cantilevern

Um die wirkliche Interaktion zwischen Fettsauren messen zu kdnnen, missen Fettsau-

ren an den Cantilever gebunden werden. Spreizt man eine Hexadecanthiolldsung

(CH4(CH,),5SH) auf einer Goldoberflache, so bildet sich ein self-assembled monolayer

(SAM) aus [Mrksich et al.,1996]. Dabei kommt es zu einer kovalenten Bindung zwischen
der Thiolgruppe des Hexadecanthiols und den Goldatomen der Oberflache. Dieser
Vorgang kann auch bei goldbeschichteten Cantilevern verwendet werden. Dazu wird
von einem Cantilever zunachst die Resonanzfrequenz und die Federkonstante be-
stimmt, danach wird der Cantilever Uber 12 Stunden in einer Losung aus 3:10 Hexade-
canthiol:Chloroform inkubiert. Bei der Verwendung ist darauf zu achten, dass die Be-
schichtung des Cantilevers nicht beschadigt wird, d.h. es wird nur die InvOLS bestimmt

und der Cantilever nur fur Kraft-Abstands-Kurven verwendet.

5.3.11 Substrat

Als Substrat wurde Mica (Ruby Red Mica Sheets, Electron Microscopy Sciences, Ft.-

Washington, PA, USA) verwendet. Dies ist Glimmer, der aus vielen ca. 1 nm dicken kris-
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tallinen Ebenen besteht. Diese kdnnen durch einfaches Aufkleben und Abziehen von
tesa®-Film (tesa AG, Hamburg, Deutschland) getrennt werden. Es ergibt sich eine
atomar-glatte Oberflache Uber eine Flache von mehreren um?. Die Oberflaiche des Mica

ist Uberwiegend hydrophil und negativ geladen.

5.4 Herstellung von Lipidaggregaten

Fur verschiedene Untersuchungen in dieser Arbeit wurden LPS-Aggregate verwendet.
Diese werden hergestellt, indem die Lipide in Chloroform geldst werden (1 mg/ml) und
in 1,5 ml Schraubampullen (Machery-Nagen, Duren, Deutschland) uUberfuhrt. Unter
einem Stickstoffstrom wird die Losung eingedampft. Dabei bildet sich an den Innen-
wanden des Gefaldes ein gleichmafiger Lipidfiim. Die Ampulle wird nun mit Puffer auf-
geflllt, so dass sich eine Endkonzentration von 1 mM einstellt. Pro ml angesetzter
Suspension wird die Probe 1 min mit einem Ultraschallgerat (Branson-Sonifier,
Hensenstamm, Deutschland) oder - fur die Untersuchungen mit dem FT-IR-Spektrome-
ter - mit Hilfe eines Ultraschallbades, beschallt. Daraufhin wird zwei Mal ein Temperatur-
zyklus mit abwechselnd 4°C fur 30 min und 56°C fur weitere 30 min durchlaufen. Da-

nach werden die Aggregatsuspensionen fur mindestens 12 h bei 4°C gelagert.

5.4.1 Adsorption von Aggregaten an Micaoberflachen

Eine Methode, um symmetrische planare Membranen auf einem Substrat zu prapa-
rieren, ist die Vesikel- bzw. Aggregatfusion [Jass&Tjarnhage &Puu,2000]. Dabei werden
Lipidaggregate in Suspension auf ein Substrat gebracht. Diese kdnnen untereinander
fusionieren und adsorbieren an die Oberflache. Dabei konnen die Aggregate aufbre-
chen und eine Lipiddoppelschicht auf der Oberflache bilden. Hierbei bilden sich zu-
nachst einzelne Lipidinseln, die auf Grund der fortschreitenden Adsorption weiterer

Aggregate miteinander verschmelzen und so einen geschlossen Lipidfilm bilden.

Im Folgenden soll kurz erlautert werden, wie die Praparation auf Mica vorgenommen

wurde. In einen Petrischalendeckel wurde ein Stliick Mica mit Epoxy-Kleber (ITW Dev-
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con, Glenview, lllinois, USA ) eingeklebt. Das Mica wurde mit Hilfe von tesa-Film ge-
reinigt und die Aggregatensuspension wurde auf dem Platichen aufgetropft. Auf einem
Schuttler wurde die Praparation uber Nacht inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde der Puffer mehrmals gegen frischen Puffer ausge-
tauscht, um freie Aggregate aus der Losung zu entfernen. Dabei wurde darauf geachtet,

dass die praparierte Lipiddoppelschicht nicht der Luft ausgesetzt wurde.

5.5 Spektroskopische Methoden

5.

60

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche licht-spektroskopische Methoden verwendet,
um die Interkalation von Peptiden in Lipid-Aggregate und die Peptid-induzierte
Anderung der Phaseniibergangstemperatur der Fettsduren der Lipidaggregate zu unter-

suchen. Die Methoden sollen im Folgenden vorgestellt werden.

5.1 Bestimmung des Phasenzustandes von Lipiden mittels Infrarot-
Spektroskopie

Durch die Interaktion mit antimikrobiellen Peptiden kann es zur Anderung des Pha-
senzustandes der Fettsaureketten in Lipidaggregaten kommen (siehe S. 21). Daher
wurde in dieser Arbeit Infrarot-Spektroskopie verwendet, um die Anderung der symme-
trischen Streckschwingung der CH-Gruppen der Fettsaureketten in Abhangigkeit der
Temperatur zu messen und so den Ordnungszustandes der Fettsauren in Lipidaggrega-
ten zu bestimmen. Vorteil dieser Methode ist, dass keine Markierung der Lipidagreggate

notwendig ist. Das Verfahren soll im Folgenden kurz erlautert werden.

Die Vibrationsniveaus der meisten Atome liegen im Bereich der infraroten
elektromagnetischen Strahlung, d.h. in einem Wellenzahlbereich von 200 bis 4000 cm™.
Ist eine funktionale Gruppe wie die CH, Gruppe infrarot-aktiv, so kommt es bei der
Einstrahlung von Licht mit einer Wellenldnge im Infraroten zu einer Anderung des
permanenten Diplomomentes p. Es gilt mit der Polarisierbarkeit o und der elektrischen
Feldstarke E
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Die Absorption der infraroten Strahlung wird in Transmission gemessen, dabei kommt
es durch die Wechselwirkung der funktionalen Gruppe und der IR-Strahlung zur Ausbil-
dung von Absorptionsbanden. Diese Banden sind dabei durch ihre Lage, die Intensitat
und die Breite charakteristisch fur die unterschiedlichen funktionalen Gruppen. Dabei

gilt fur die Intensitat des transmittierten IR-Strahls | das Lambert-Beer-Gesetz
I=1,e""
mit lo Intensitat des einfallenden IR-Strahls,
Ma Absorptionskoeffizient,

d Schichtdicke.

Die Messungen wurden mit einem Fourier-transfomierenden IR-Spektrometer (IFS 55,
Brucker, Deutschland) durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Technik ist, dass mit Hilfe des In-
terferometers in einer Messung ein Interferogramm mit allen Frequenzen erzeugt
werden kann. Dieses wird mit Hilfe einer Fourier-Transformation in ein Absorptionsspek-

trum Uberfuhrt.

Die Analyse der Spektren erfolgt in mehreren Schritten. Zunachst wird die Basislinie,
verursacht durch die OH-Beugeschwingungen der wassrigen Phase, subtrahiert. Im
folgenden Schritt wird die Anderung der CH,-Bande, dessen Peak sich beim Phasen-
tbergang vom gelférmigen zum fliissigen Zustand der Fettsduren von ca. 2850 cm™" auf
bis zu 2852,5 cm™ andert, betrachtet. Die Bestimmung der Phaseniibergangstempera-
tur T¢ erfolgt dann durch die Betrachtung des Nulldurchganges der zweiten Ableitung

der Wellenzahl der symmetrischen CHx-Streckschwinung Uber der Temperatur.

Die Messungen wurden in einer wassrigen Losung mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl; und
5 mM HEPES bei pH 7,0 in Form einer Suspension durchgefuhrt. Dazu wurden zu-
nachst Lipidaggregate (siehe S. 59) hergestellt. Das antimikrobielle Peptid wird vor der
Messung hinzugeben und die Mischung kurz geruhrt und geschuttelt. Die Probe wurde
daraufhin mit einer 12,5 ym dicken Teflonfolie zwischen zwei CaF,-Fenster gepresst.
Die Messungen erfolgten dann in einem Temperaturbereich zwischen 10 und 55°C bei

einer Heizrate von 0,6°C min™.
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.5.2 Bestimmung des Einbaus von antimikrobiellen Peptiden in

Lipidaggregate mittels Forster-Resonanz-Energie-Transfer-
Spektoskopie (FRET)

Die Ausnutzung des Forster-Resonanz-Energie-Transfers wird in dieser Arbeit
verwendet, um den Einbau der antimikrobiellen Peptide in Lipidaggregate zu untersu-
chen [Wu &Brand,1994]. Dabei werden Lipidaggregate mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Durch einen Verdunnungseffekt bei der Interkalation nicht-markierter antimi-
krobieller Peptide in die Lipidaggregate kommt es zu einer Anderung des Férster-Reso-
nanz-Energie-Transfers (Probe Dilution Assay). Die Methode wird im Folgenden genau-

er erlautert.

Durch die Einstrahlung von Licht der Wellenlange Ae = 470 nm kommt es zur Anregung
des Fluoreszenzfarbstoffes NBD, im Folgenden Donor genannt, in den Zustand P(t).
Uber zwei Mdglichkeiten kann es nun zu einer Riickfall in den Grundzustand kommen:

NDonor (NBD-PE)

r1
‘ Akzeptor (Rh-PE)

Tm—

<4— Protein |.:‘
= — Y

Dipole-  _|
Dipole -
Wechselwirkung

luor. Intensitat

hER
_>F

des Donors

.................... % ®_Zugabe des Proteins

—» Zeit

Abbildung 20: Prinzip des Forster-Energietransfers

(i) durch Fluoreszenzemission der Wellenldnge Ar oder (ii) durch den Ubertrag der
Elektronenanregungsenergie auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff N-(Rhodamin B
sulfonyl) (auch Rhodamin, Rh), dem Akzeptor. Dieser Akzeptor emittiert mit einer



Methoden und Material

Wellenlange von Ax =593 nm. Beide Emissionssignale werden uber jeweils einen

Analysator und einen Photomultiplier registriert.

Wichtige Grundlage fur den Energietransfer ist die Betrachtung der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung, die den Energietbertrag fur (ii) beschreibt. Es gilt somit nach Forster

fur die Rate des strahlungslosen Energietransfers

6

%

1 R,
Tp i=1\7;

kpr=

1

mit 1o Donor-Lebenszeit in Anregung bei Abwesenheit des Akzeptors
Ro kritische Transferdistanz (Transferrate = Zerfallsrate)
r Entfernung zwischen Donor und Akzeptor

Na Anzahl der Akzeptoren

Da der Prozess des Energietransfers mit ri® sehr stark von der raumlichen Entfernung
der beiden Farbstoffmolekile abhangt, wird durch den Einbau von nicht-markierten
Substanzen in Lipidaggregate der Energietransfer stark herabgesetzt, da der Abstand
zwischen Donor und Akzeptor zunimmt. Es kommt somit zu einer Zunahme der Donor-

Intensitat und einer Abnahme der Akzeptor-Intensitat.

Die Messungen wurden mit einem Spektrometer Modell Fluorolog F1 T11 (Edison, NJ,
USA) mit Fluorophor-markierten Lipidaggregaten (siehe auch S. 59) bei einer Tempera-
tur von 37°C durchgefuhrt. Dazu wurde eine Quarzkuvette mit 900 ul der Lipidaggregat-
|I6sung beflllt. Durch die Variation der SpaltgrofRe vor den Photomultipliern wurden die
Fluoreszenz-Intensitaten auf einen Fixwert eingestellt. Nach 50 s Messzeit wurde eine
Menge von 50 ul des Peptides (1 mg/ml) zu den Lipidaggregaten gegeben und die
Werte fur die Donor- und Akzeptorintensitaten Uber 250 s aufgezeichnet. Um den
Einfluss von Ausdunnung durch die 0,01% Essigsaure, in der die Peptide geldst sind, zu
untersuchen, wurde pro Messreihe einmal eine Kontrollmessung mit reinem Ldsung-
mittel durchgefuhrt.

Die Auswertung erfolgte uber das Auftragen des Quotienten aus Donor- und Akzeptorsi-
gnal Uber die Zeit. Zu beachten ist, dass die Messungen nur zwischen gleichen Lipiden

vergleichbar sind, nicht jedoch die zwischen unterschiedlichen Lipiden, da die Fluo-
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reszenzausbeute des Farbstoffes (NBD) von der jeweiligen Lipidumgebung abhangt.

Desweiteren spielt der Einfluss des Salzgehaltes des Puffers eine grof3e Rolle.

5.6 Montal-Mueller-Methode

Die Montal-Mueller-Methode [Montal &Mueller,1972] ist eine Methode zur Praparation
freistehender rekonstituierter planarer Membranen. Stellt man den Aufbau vereinfacht
dar, so besteht die Montal-Mueller-Apparatur aus zwei durch eine mit einem kleinen
Loch (Apertur) versehene dunne Teflonfolie (dem Septum) getrennte und mit einer
Elektrolytldosung beflllten Messkammern, in denen jeweils eine Messelektrode einge-
bracht ist. Zunachst wird in beiden Kammern auf die wassrige Phase jeweils eine de-
finierte Menge Lipid aufgetropft, die jeweils eine Monoschicht ausbilden. Diese Mono-

schichten werden im nachsten Schritt durch Erhéhung des Flussigkeitsspiegels Uber die

Lipid-Losungen
Elektrode

N

Lipid-Monolayer

Abbildung 21: Darstellung des Vorganges zur Bildung einer Lipiddoppelschicht
mit Hilfe der Montal-Mueller-Methode (1972) [Montal &Mueller,1972]. In der un-

teren Reihe ist die VergroRerung des Vorgangs zu sehen.

Apertur in der Teflonfolie geschoben (Abbildung 21). Aus den beiden Monoschichten
bildet sich daraufhin eine freistehende planare Lipiddoppelschicht zwischen zwei wass-

rigen Phasen. Mittels der beiden Elektroden kdonnen an dieser Membran elektrische
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Messungen zur Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften, wie der Kapazitat,
der Leitfahigkeit oder den intrinsichen Membranpotentialdifferenzen [Hagge et al.,2004]
durchgefuhrt werden. Das Kompartiment, dessen Elektrode an Masse liegt, wird trans-
Kompartiment genannt, das Kompartiment, an dessen Elektrode eine Spannung ange-
legt werden kann, wird als cis-Kompartiment bezeichnet. Die herausragende Eigen-
schaft dieser Methode ist, dass man in der Wahl der Lipide in bestimmten Grenzen frei
ist und symmetrische oder aber insbesondere auch asymmetrische Membranen rekon-

stituieren kann.

5.6.1 Aufbau der Messapperatur

Die Messkammer besteht aus zwei halbkonischen Kompartimenten, welche aus Teflon
hergestellt sind (Abbildung 22A). Die Kompartimente verfugen jeweils Uber ein Volumen
von etwa 2 ml, wobei ca. 1,5 ml auf die Praparationskammer und ca. 0,5 ml auf die

Elektrodenlocher entfallen. Die planen Stirnseiten der Kompartimente weisen jeweils

Messkammer

Seitenansicht C
Septum mit Apertur

: : < Stahlring 1
Y A r I | «—— Elektrische Abschirmung

A / Teflonkompartiment M lektronik

Aufsicht
Bohrung fiir

Verbindungsschlauche
Praparationskammer .

o L <«—— Spritzen
Elektrodenlécher

I Elektroden
—————— Kompartimente
B Septum <4———— Heizplatte
<4—— Magnetriihrer
Apertur
PTFE-Folie
Tesa-Folie

Abbildung 22: Mechanischer Aufbau der Messapparatur nach Montal-Mueller. An dieser Ap-
paratur kdnnen elektrische Messungen an freistehenden planaren symmetrischen oder asymme-

trischen Lipiddoppelschichten durchgefiihrt werden.
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eine Bohrung in der Hauptkammer auf, Uber denen das Septum (Abbildung 22B) einge-
klebt wird. Zwei weitere Bohrungen sind fur die Schlauche der zum Anheben des
Flussigkeitsspiegels verwendeten Spritzen in die Kompartimente eingelassen. Eine wei-

tere Bohrung dient als Aufnahme fur die Elektroden.

Zur Abdichtung des Septums und der Verbindung der beiden Kompartimente werden
vor dem Zusammensetzen die Stirnseiten der Kompartimente mit viskosem Silikonfett
eingestrichen, wobei der Bereich um die Bohrung ausgespart wird. Zentrales Bauteil
des Septums ist eine 12,5 um dinne PTFE-Folie (Kastilo Technische Gewebe Vertriebs
GmbH, Ulm). Diese wird von beiden Seiten durch jeweils eine Lage einer reilfesten,
selbstklebenden Folie (tesa® Film) stabilisiert. Das gereinigte Septum wird daraufhin
derart Uber die Bohrung eines Kompartimentes gelegt, so dass die Apertur Uber der
Bohrung zentriert ist. Die beiden Kompartimente werden dann mit Hilfe eines konischen
Metallringes zusammengedruckt. Wichtig ist, das alle Komponenten des gesamten Sys-
tems stets sauber gehalten werden, da jegliche Verunreinigung den Praparations- und
Messprozess erheblich storen wurde (siehe dazu [Bohling,2004]). Die fertig praparierte
Messkammer wird in die Halterung eingesetzt, die mit Hilfe einer unterhalb der Halte-
rung montierten Heizplatte temperiert wird. Die dafur notwendige Regelung ist extern

untergebracht, um elektrische Stérungen zu minimieren.

Die FlUssigkeitsspiegel in den Messkammern kdnnen mittels zweier Spritzen unabhan-
gig variiert werden. An diese 1 ml-Spritzen sind Teflonschlauche angebracht, die Uber
die Schlauchbohrungen der Kompartimente in die Kammer eingebracht werden. Die
Schlauche sind jeweils mit Metallflechtschlauchen umwickelt und geerdet, so dass sie

elektrisch entkoppelt sind.

Auf die Halterung wird die sogenannte Head-Stage aufgesetzt. Diese enthalt den durch
einen Faradayschen Kafig entstorten Vorverstarker und die Halterungen fur die Elektro-
den (Abbildung 22C). Die Praparationskammer kann von hinten mit einer batteriebe-
triebenen weillen LED-Lampe beleuchtet werden. Mittels einer Stereolupe (h33, Hund,
Wetzlar) kann die Praparation der Membran beobachtet werden. Zur mechanischen
Dampfung wird das gesamte System auf einer luftgedampften (Luftfederelemente des

Typs SLM-3, Barry Controls, Raunheim) 200 kg schweren Granitplatte gelagert.
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5.6.2 Der elektrische Aufbau

Das Blockschaltbild in Abbildung 23 zeigt den elektrischen Aufbau der Messapparatur.
Die Head-Stage-Einheit ist mit der Controller-Einheit, einem Patch-Clamp-Verstarker
L/M-PCA (List-Medical, Darmstadt, Deutschland), mit einem mehrfachgeschirmten
Kabel verbunden. Die Controller-Einheit enthalt eine Spannungsquelle sowie die Signal-
aquisitions- und die Steuereinheit des Systems. Es ist mdglich, verschiedene Ver-
starkungsfaktoren zwischen 0,5 mV/pA und 1000 mV/pA zum Messen des Stromes zu
wahlen. Weiter erlaubt es der Patch-Clamp-Verstarker, mittels eines Bessel-Filters
6. Ordnung das Stromsignal am Ausgang tiefpass zu filtern. Sofern nicht anders
angegeben, erfolgt dies bei niedrig aufgelosten Messungen mit 10 kHz, bei hochaufge-

|6sten Messungen mit 80 kHz.

Messkammer

inkl. Vorverstarker | ®@—®| Verstarker | e—>» ADC skalierbar

/ Speicher lIR-Tiefpalk
* 16 bit Auflosung ;
* bis 200kHz :
* Multi ADC Opltzlﬁtr:\-les
Softw_are Neuabtastung
(LabView)

y

Speicher

Abbildung 23: Blockschaltbild des elektrischen Aufbaus der Apparatur zur

Messung elektrischer GroRen an planaren Lipiddoppelschichten.

An die Elektroden der Head-Stage kann entweder ein Spannungssignal aus der
Spannungsquelle des Controllers oder eines aus einer externen Quelle angelegt
werden. Dieses Signal kann um einen Faktor zwischen 10 und 1000 abgeschwacht

werden (verwendet wird in der Regel eine Abschwachung um den Faktor 100). Bei den
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Messungen dieser Arbeit wird dabei immer ein externes Spannungsignal verwendet.
Dabei wird eine I/O-Karte (PCI-6036E, National Instruments) eines Personal Computers
verwendet, die ausgehenden Spannungwerte werden mittels der Software gesteuert
und zur Kontrolle aufgezeichnet. Die I/O-Karte wird auch zur Aufnahme der Stromsigna-
le mit einer Aufnahmetiefe von 16 bit und einer Abtastrate mit bis zu 160 kHz
verwendet. Die Daten werden dabei intern, mit Hilfe eines in dieser Arbeit ge-
schriebenen LabVIEW-Programmes (BBAS [Biophysical Bilayer Analysis System] siehe
Seite S. 69), weiterverarbeitet. Dazu werden zwei Datenstrange erzeugt, der erste re-
prasentiert die ungefilterten Orignaldaten, der zweite wird Uber ein digitales Filter
10er Ordnung gefiltert und mit niedriger Abtastfrequenz neu abgetastet (typische Abta-
strate: 2,5 kHz). Der mit niedriger Frequenz abgetastete Datensatz wird zur Weiterver-
arbeitung der Daten verwendet, um die Datenmenge wahrend der Verarbeitung zu ver-
ringern. Zur Visualisierung und Weiterverarbeitung der Daten wurde Grace-5.1.20
(Grace Development  Team und Evgeny Stambulchik, http://plasma-

gate.weizmann.ac.il/Grace/) verwendet.

5.6.3 Bestimmung der Membrankapazitat
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Um den ersten Schritt der Wechselwirkung eines Peptids mit der rekonstituierten Mem-

bran, die Anlagerung, zu untersuchen, wird die Membrankapazitat in Abhangigkeit von

Stimulus Antwort Antwort 1 kHz gefiltert

PN n =
o e

Zeit Zeit Zeit

Stimulus Antwort Antwort bearbeitet

NN
asdns

Zeit Zeit Zeit

Abbildung 24: Darstellung der Spannungssprung-Methode zur zeitaufgelosten
Messung der Membrankapazitat mit Spannungstreppe (oben) und mit Rechtecksi-

gnalen (unten).
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der Zeit gemessen. Diese Messung erfolgt mittels der Spannungssprung-Methode [Al-
varez &Latorre,1978]. Dazu wird ein Spannungssprung an die Membran angelegt. Der
Strom | l1adt die Kapazitat der Membran auf, die sich darauf wieder entladt, der Entlade-

strom ist dabei proportional zur Membrankapazitat.

Die Software unterstutzt dabei zwei Messmodi: (a) Messung der Kapazitat mit Hilfe von

einer Spannungstreppe und (b) Messung der Kapazitat mit Hilfe eines Rechtecksignals.

Die Messung der Kapazitat mit Hilfe der Spannungtreppe erfolgt mit einem treppenfor-
migen Verlauf der an die Membran angelegten Spannung. Dazu wird von der Software
eine Spannungtreppe mit 1000 Spannungsstufen und einer Amplitude von 10 mVss
erzeugt. Zur Bestimmung der Membrankapazitat werden die Stromimpulse mit einem
digitalem Filter bei 1 kHz tiefpassgefiltert und Uber eine halbe Periode integriert. Mittels
bekannter Kapazitaten wird das Integral kalibriert. Vorteil dieser Methode ist die Stabili-
tat der Bestimmung gegenuber aulReren Einflissen. Zur Bestimmung der Kapazitat mit
Hilfe einer Recheckspannung wird eine Rechteckspannung mit typischerweise 20 Hz an
die Membran angelegt. Die einzelnen Stromantworten der Membran werden Uber einen
Stromtrigger bestimmt und jeweils integriert. Mittels bekannter Kapazitaten wird das In-
tegral kalibriert und als separater Parameter abgespeichert. Vorteil dieser Methode ist
die Moglichkeit, die Membrankapazitat mit bis zu 50 Hz zu messen. AulRerdem sind die
Spannungseinflisse (typischerweise 0,1 mVss) auf die Membran bei dieser Methode

deutlich geringer.

5.6.4 Biophysical Bilayer Analysis System [BBAS]

Wie bereits erwahnt, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neues Datenacquistionsystem
zur Analyse der mit Hilfe der Montal-Mueller-Methode rekonstituierten Doppelschicht-
membranen eingefuhrt. Das Grundkonzept des Systems basiert auf dem Einsatz einer
I/0-Karte der Firma National Instruments und einer Software basierend auf LabVIEW,
die jegliche Verarbeitung und Sicherung der Daten vornimmt. Vorteil dieser Losung ist,
dass auf kostenintensive Bauteile, wie analoge Frequenzfilter (diese mussen gleich-

stromfahig sein) und digitale Aufzeichnungsgerate, verzichtet werden kann.

Das System wurde modular aufgebaut, so dass die Erweiterung der Funktionalitat re-
lativ leicht moglich ist. Das System in der Versionsstufe 1.5 umfasst Module zur Auf-
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nahme von Stromspuren bei Variation der Spannung, zur Aufnahme von Kapazitats-
werten und zur Aufnahme von Strom-Spannungs-Charakteristiken. Das Modul zur Auf-
nahme der Stromspuren teilt die aufgenommenen Spannungswerte in zwei Daten-
strange auf. Der erste wird dabei ohne weitere Verarbeitung gespeichert, so dass je-
derzeit der Zugriff auf die Orginaldaten gewahrt bleibt. Die Daten des zweiten Stranges
werden Uber ein einstellbares digitales FIR-Filter (finite impulse response filter) gefiltert.
Diese Verarbeitungsstufe macht die vorher bestehenden analogen Filter Uberflissig und
gewahrt zudem eine grol3e Flexibilitat des Systems. Aufgrund der berechenbaren
Impulsverarbeitung und der kurzen Verarbeitungzeit wurde an dieser Stelle ein FIR-
Filter verwendet und kein volldigitales |IR-Filter (infinite duration impulse response
filter). Die gefilterten Daten werden daraufhin nochmal neu abgetastet. Dies wird mit
einer niedrigeren Abtastfrequenz durchgefluhrt, so dass das Datenvolumen verkleinert
wird. Dies ist notwendig, da viele Datenverarbeitungprogramme nicht mit grof3en Daten-
mengen umgehen konnen. Dieser Schritt kann jedoch auch bei weniger leistungsfa-
higen Computern zu einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt werden. Das Modul Iasst je
nach Rechenleistung des verwendeten Computers eine Abtastfrequenz von bis zum
200 kHz zu. Bei dem in dieser Arbeit eingesetzen Computer wurde ein 3 GHz ,Pentium
4 HT® Prozessor verwendet. Mit dieser Konfiguration werden Abtastfrequenzen bis
160kHz moglich. Weiter stellt dieses Modul die Moglichkeit bereit, Spannungen an die

Membran anzulegen.

Das Modul zum Aufzeichnen der zeitlichen Veranderung der Kapazitat stellt zwei Mess-
modi zu Verfligung. Der erste nutzt eine Spannungrampe, um die Kapazitat der Mem-
bran zu messen, der zweite Messmodus nutzt ein Rechtecksignal zur Messung der Ka-
pazitat (siehe auch S.68). Zur Integration der Stromantwort muss das Signal moglichst
rauschfrei sein, dazu wird ein Bandpass-Filter verwendet, deren Filterfrequenzen je
nach Messaufbau und der elektrischen Umgebung angepasst werden mussen. Die Aus-
wertung der Entladungimpulse der zweiten Methode erfordert zudem einen Trigger. Das
Problem hier ist, dass nur die eigentlichen Impulse getriggert werden sollen und nicht
einzelne Spannungsspitzen, die vom Rauschen oder Netzstérungen herrihren. Der
Messplatz muss daher gut abgeschirmt werden, da es sonst zu Artifakten der Kapazi-

tatsmessung kommt.

Das Modul zum Aufzeichnen von Strom-Spannung-Charakteristiken ist relativ einfach

aufgebaut. Neben der Einstellung der Spannungamplitude und der Dauer eines
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Spannungsrampendurchlaufes konnen nur die Samplingfrequenz und die Filterfrequenz

gewahlt werden.

Als weitere Funktion speichert das Programm alle durchgefuhrten Einstellungen in einer
Konfigurationsdatei, so dass Messungen immer wieder mit den gleichen Programmpa-

rametern durchgefluhrt werden kdonnen.

Zur Dokumentation der Messungen werden alle durchgefuhrten Schritte in einer Datei

festgehalten, so dass die Messung jederzeit nachvollzogen werden kann.

5.6.5 Praparation der Membran

Die Rekonstitution der Membran, in der Regel die aullere Membran Gram-negativer
Bakterien, und die Durchfuhrung der Messung erfordert in jedem Schritt der Durchfuh-

rung besondere Umsicht und Sorgfalt.

Um die Septen vor dem Zusammensetzen der gereinigten Kompartimente hydrophober
zu machen, werden diese zunachst in einem Gemisch von Hexan/Hexadecan im Volu-
menverhaltnis von 20:1 gewaschen. Nach dem Zusammensetzen werden die Kom-
partimente zlgig in die Halterung oberhalb der Heizplatte eingelassen. Beide Mess-
kammern werden daraufhin mit jeweils 1750 pl Puffer beflllt. Um sicherzustellen, dass
die Hydrophobizitat der Septen erhalten bleibt, wird der Puffer zunachst nur bis knapp
unterhalb der Apertur aufgefullt. Innerhalb einer Wartezeit zwischen 10 und 15 min
erwarmt sich der Puffer auf eine Temperatur von 37°C, was der physiologischen Umge-
bungstemeratur der naturlichen Membran entspricht. Daraufhin werden, je nach
verwendetem LPS, 5 bis 15 pl des in Chloroform / Methanol gelosten LPS vorsichtig auf
die Oberflache der wassrigen Phase im cis-Kompartiment aufgetropft. Auf die wassrige
Phase des trans-Kompartimentes werden 3 bis 6 ul einer in Chloroform geldsten Phos-
pholipidmischung (PL) (siehe S. 77) aufgetragen. Damit die sich ausbildenden Mono-
schichten frei von Losungsmitteln sind, wird nun abermals eine Wartezeit von mindes-
tens 7 min eingehalten, in der das Losungsmittel verdampft. Innerhalb dieser Wartezeit
kann der Messkopf mit den darin verschraubten Ag / AgCIl-Messelektroden aufgesetzt
werden. Die eigentliche Membranpraparation geschieht durch das aufeinander folgende
Anheben beider Pufferspiegel (Abbildung 21 B, C).
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Ob die Praparation erfolgreich war, wird Uber die Messung der Membrankapazitat und
des Membranstromes Uberpruft. In einem Zeitraum von etwa 5 min andert die frisch
praparierte Membran ihre Kapazitat. Wird ein konstanter Wert erreicht, wird eine weitere
Uberpriifung der Membran durch Anlegen von vier Spannungen (-50 mV, +50 mV,
-100 mV, +100 mV) fur jeweils etwa 20 s durchgefuhrt. FlieRt dabei ein Strom > 2 pA
(dabei handelt es sich um einen Erfahrungswert) durch die Membran, so kann mit der
eigentlichen Messung begonnen werden. Dazu wird die Aufzeichnung der Daten gest-
artet und nach 1 min Ruhezeit das Peptid hinzugegeben und das Messprotokol abge-
arbeitet.

.6.6 Auswertemethoden

6.6.1 Fourier-Analyse

Die Fourier-Analyse wird herangezogen um zu untersuchen, aus welchen
harmonischen Komponenten welcher Amplitude eine periodische Funktion aufgebaut
ist.

Da es sich bei den in diesen Versuchen aufgezeichneten Messwerten um diskrete
Werte handelt, muss zur Auswertung der Daten die diskrete Fourier-Analyse verwendet
werden. Fur ein Polynom y mit aquidistanten Stutzstellen x; gilt die diskrete Fourier-
Transformation:

|
—_

:Ln
yx \/nx

—-2mivx/n |

M

C, €

v
0

Dabei sind c, die Fourier-Koeffizienten und die Transformation y = c stellt die Fourier-

Analyse dar. Da es sich um diskrete Werte handelt, kann man eine Matrix T mit den
Werten

_ _—1/2 2mivx/n
T,,:=n “e

einfuhren und verkirzend schreiben
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Dies ermoglicht eine einfache Umsetzung in einen Rechenalgorithmus fir einen
Computer. Zur Verkurzung der Rechenzeiten wird meist die Fast Fourier Transformation

(FFT) verwendet werden, dazu muss sichergestellt werden, dass gilt: n = 2° mit p > 0.

5.6.6.2 Autokorrelationfunktion

Die Autokorrelationsfunktion dient bei diesen Funktionen zur Untersuchung der zeitli-

chen und funktionalen Abhangigkeit der Zeitreihen.

Fur die Anwendung der diskreten Autokorrelationsfunktion gelten folgende Voraus-

setzungen:

Der stochastische Prozess X: = Fu_ n(X1,...,Xn) mMuss aquidistante Stutzstellen ausweisen

und schwach stationar sein: Der Erwartungswert y ist dabei unabhangig von der Zeit t:
E(X,)=u
und die Kovarianz zwischen zwei Werten xs,x; hangt nicht von der Zeit ab:

COV(XS’XI) = .[ (xl - lu)(XZ_lu)dF(xs,x,)(xl,XZ)

= [ (x, = w)(x=p)dF, = Cov(X, X,_,) .

So kann man die Autokorrelationsfunktion p mit der Laufvariable |

> (5~ ).y~ )
pll) =

()Ci - /u)z

1

1

auswerten. Dabei gilt die Regel, nur Verschiebungen mit | < N/2 zu vertrauen. Ist die
Zeitreihe nicht stationar, so muss ein ausreichend kleines Zeitintervall oder eine trend-

korrigierte Zeitreihe verwendet werden.
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5.6.7 Aufbau des Fluoreszenzmikroskopes an planaren Membranen

74

Zur Untersuchung von Domanen in Membranen wird seit vielen Jahren die Fluo-
reszenzmikroskopie verwendet. Durch die Dotierung der membranbildenen Lipide mit
einem Lipid, welches durch ein kopfgebundes Fluorophor fluoresziert, kbnnen Do-

manenstrukturen sichtbar gemacht werden.

Vorverstarker
Lichtquelle in Faraday-Abschirmung
Filter 1
Anregung i TElektroden
Objektiv ‘ Memb
B embran
CCD-Chip ~ N
L «—>
Filter 3 Filter 2

Emission Dichroitischer Spiegel

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

Abbildung 25: Aufbau des Fluoreszenzmikroskops fiir die optische Charakterisierung von

planaren Membranen

Um Domanenstrukturen an planaren Membranen mikroskopisch untersuchen zu
konnen, wurde in der Laborgruppe Biophysik ein spezielles Fluoreszenzmikroskop (Ab-
bildung 25) entwickelt.

Da bei dem Standardaufbau (siehe S. 65) der Abstand zwischen der Membran und der
Aulenbegrenzung des Kompartimentes relativ grof3 ist, musste eine neue Praparations-
kammer mit vermindertem Arbeitsabstand zwischen der Membran und dem Objektiv
entwickelt werden. Den Abschluss der Kammer bilden jeweils zwei Haemacytometer
Deckglaser (Marienfeld, Lauda-Konigshofen, Deutschland), welche optisch plan sind
und keine Absorption im verwendeten Langenwellenbereich aufweisen. Die Kammer
kann mit Hilfe einer roten LED mit Durchlicht bestrahlt werden, um die Membranprapa-
ration zu beobachten. Da als Fluorophor NBD mit einer Anregungswellenlange

A =460 nm verwendet wird, bleicht die Probe dabei nicht aus. Als Lichtquelle zur Fluo-

reszenzanregung dient eine Kurzbogenquecksilberlampe (HBO 103W/2, Osram, Miun-
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chen) mit einem Filtersatz (455DF70, Omega Opticals, Brattleboro, VT, USA) fur NBD.
Das Licht wird dann mit einem dichromatischen Spiegel in den Strahlengang einge-
koppelt. Uber ein Apochromatobjektiv (M Plan APO 50x, Mitutoyo America Corporation,
Aurora, IL, USA) wird die Membran beleuchtet. Die Besonderheit dieses Objektives ist,
dass es Uber einen Arbeitsabstand von 13 mm verfugt. Auch eignen sich Apo-
chromatobjektive zur Aufnahme von Farbbildern, da sie fur 4 Farben chromatisch und
fur 2 bis 3 Farben spharisch korrigiert sind, so dass die Farbverzerrungen minimiert
sind. Das von der Membran emittierte Licht wird wieder durch das Objektiv, durch den
dichroitischen Spiegel und zur Filterung des restlichen Anregungslichtes durch ein

515 nm-Filter (515ALP, Omega Opticals, Brattleboro, VT, USA) auf den CCD-Chip der
Kamera (C8484-02, Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herschingen) geleitet.
Zur Weiterverarbeitung der Bilder im Computer dient das Programm WASABI
(Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herschingen). Die optische Aufldsung des
System betragt in Luft 470 nm, die elektronisch mogliche Auflosung betragt 150 nm und

ist somit hoher als die optisch mogliche Auflosung.

5.7 Biologische Methoden

Um die biophysikalischen Daten zu untermauern, wurden in dieser Arbeit biologische
Methoden verwandt. Dabei ist zur Kontrolle der verwendeten antimikrobiellen Peptide
der Test auf antimikrobielle Wirksamkeit besonders wichtig. Weiter wurde die Hamolyse,

das Abtoten der roten Blutkorperchen, ermittelt.

5.7.1 Test der Peptide auf antimikrobielle Aktivitat

FiUr den Test Iasst man die Bakterien fur 3 bis 4 Stunden in LB-Medium bei einer Tem-
peratur von (36 £ 1)°C wachsen. Danach werden die Bakterien drei Mal mit einem
10 mM Phosphat-Puffer mit pH 7.4 gewaschen und auf eine Konzentration von 10* bis
10° Bakterien pro ml eingestellt. Eine Menge von 100 ul dieser Losung wird nun mit
10 ul der zubestimmenden Peptidlosung gemischt. Da diese mit einer Konzentration
von 1 mg/ml angesetzt ist, ergibt sich die maximale Endkonzentration mit 100 pg/ml.
Die Mischung aus Bakterien und dem antimikrobiellen Peptid wird bei (36 + 1)°C noch-

mal fur 2 Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird die sogenannte kolonie-
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bildende Einheit (ein Mal} fur die Anzahl an individuellen und aneinanderhaftenden Bak-
terien) bestimmt. Die Negativkontrolle wird nur mit 10 yl 0,01% Essigsaure statt der
Peptidlésung durchgefuhrt. Die Ergebnisse werden als LDy angegeben. Bei dieser
Konzentration werden 90% der eingesetzten Bakterien abgetdtet. Dieser Wert orientiert
sich an dem Wert, der sich im klinischen Einsatz als sinnvoll erweist, da die Abtotung
der letzten 10% der Bakterien eine Uberproportional grolRe Menge an antimikrobiellem
Peptid bendtigt.

5.7.2 Hamolyse-Test

76

Zum Testen der hamolytischen Wirkung antimikrobieller Peptide werden zunachst Ery-
throzyten (rote Blutkdrperchen) mit PBS (137 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 0,5 mM MgCl; 1
mM CaCl;, 1,5 mM KH;PO,, 7,2 mM Na,HPO, bei pH 7,4) gewaschen und in 5 ml PBS
aufgenommen. Nach einem Verdinnungschritt (die Losung wird 1:6 in PBS verduinnt)
wird die optische Dichte (OD) auf 1,4 eingestellt. Es wird somit eine bestimmte Zellkon-
zentration eingestellt. Daraufhin wird das Peptid mit PBS versetzt, um die verwendetete
Konzentrationsreihe (10 uM bis 3 nM) einzustellen. Zur Kontrolle wird Wasser fur die
maximale Lyse und PBS fur die minimale Lyse verwendet. In einer Rundbodenplatte
werden nun 80 pl Wasser, PBS oder die Peptidlosung mit 20 ul der Erythrozyten-
Suspension versetzt und fur 30 min bei 37°C auf einem Schuttler inkubiert. Mit Hilfe von
Eis wird die Inkubation gestoppt. Zur Gewinnung des Uberstandes wird die Platte zentri-
fugiert. Die Uberstande werden nun in eine weitere Platte tberfiihrt und im Verhaltnis
1:10 verdinnt. Die Messung des roten Farbstoffes (als Mal} fur die Lyse) wird mit Hilfe
eines Elisareaders (Rainbow F039034, TECAN, Grodig,Osterreich) bei einer Wellen-
lange von 406 nm durchgefuhrt. Die Ergebnisse werden auf die maximale Lyse nor-

miert.
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5.8 Verwendete Lipide

5.8.1 Glycerophospholipide

Glycerophospholipide wurden im Laufe dieser Arbeit an verschieden Stellen verwendet:
Zum einen zur Rekonstitution der Innenseite der aulleren Membran Gram-negativer
Bakterien, zum anderen in Verbindung mit dem Trihalose Dimykolat zur Rekonstitution

der Zellhulle von Mykobakterien.

Fur die Rekonstituion der Innenseite der aul’eren Membran Gram-negativer Bakterien
wurde eine Mischung von Glycerophospholipiden verwendet, wie sie fur das Bakterium
Samonella enterica serovar Typhimurium beschrieben wurde. Diese besteht aus den Li-
piden PE, PG und DPG im molaren Verhaltnis 81:17:2 [Osbornet al.,1972]. Diese Mi-

schung wird im Rahmen dieser mit der Abklrzung PL betitelt.

Fur die Rekonstitution der Zellhiulle von Mykobakterien wurde eine Mischung aus
PE:PG:TDM in einem molaren Verhaltnis 25:25:50 verwendet. Diese Mischung wurde
verwendet, da auch PE und PG Bestandteile der mykobakteriellen Membran sind.

Alle Glycerophospholipide wurden von Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA)
bezogen und ohne weitere Aufreinigung mit einer Konzentration zwischen 1,0 bis
2,5 mg/ml in Chloroform gelost. Die Aufstellung der verwendeten Phospholipide ist

Tabelle 1 zu entnehmen.

Lipid Abkiirzung Herkunft rel. Masse Q/e,
M./ Da
Phosphatidylethanolamin PE E. coli 871,61 0
Phosphatidylglycerol PG Eigelb 770,5 -1
Diphosphatidylglycerol DPG Rinderherz 1501 -2

Tabelle 1: Herkunft, Gewicht, relative Molekiilmasse und Ladung der verwendeten Glyce-

rophosphoipide
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5.8.2 Lipopolysaccharide

78

Lipopolysaccharide wurden fur alle Rekonstitutionssysteme dieser Arbeit sowie fur die
Messungen der Phasenubergange und Einbaumessungen mittels FRET eingesetzt. Die
genaue Struktur ist Abbildung 26 zu entnehmen, ein Uberblick Uber die molekularen Pa-

rameter kann Tabelle 2 enthommen werden.

"o Re LPS of Escherichia coli WBBO01
om(” "ot oy Re LPS of Salmonella minnesota R595
N, " R Re LPS of Proteus mirabilis R45
Hm eo\?/% - 8
HO o / ° °

Abbildung 26: Chemische Struktur der verwendeten LPS.
Das LPS WBBO01, LPS R595 und das LPS R45 wurden bei den Untersu-

chungen mit Membranrekonstruktionssystemen verwendet. Die negativen
Ladungen sind rot markiert. Die gelb bzw. griin markierten Strukturen sind nur

bei den entsprechend markierten LPS vorhanden.

Alle in dieser Arbeit verwendeten LPS sind Tiefraumutanten-LPS (siehe auch Seite 15).
Das LPS wurde mit der Phenol/Chloroform/Petroleumether-Methode extrahiert, aufge-
reinigt, lyophilisiert und in die Triethylaminsalzform gebracht [Galanos&LUuderitz &West-
phal,1969]. Um das LPS in Losung zu bringen, wurde es mit einer Mischung aus Chlo-
roform und Methanol (Volumenverhaltnis CHCIl; : MeOH von 10:1) versetzt. Das
R45 LPS wurde zusatzlich fur zweimal 2 min auf 95°C erhitzt, da sich das LPS sonst
nicht 16st. Die Lagerung erfolgte bei 4°C im Kuhlschrank.
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LPS Herkunft Stamm rel. Masse Qle,
M,/ Da
LPS WBBO01 E. coli WBBO01 2237 -4
LPS R595 S.minnesota R595 2415 -3,4
LPS R45 P. mirabilis R45 2465 -3

Tabelle 2: Verwendete LPS, deren Herkunft, die relative Molekiilmasse und die Nettoladung

5.8.3 Trehalose Dimykolat

Das verwendete Trehalose Dimykolat stammt von Mycobacterium bovis BCG (M. bovis)
Kopenhagen. Die durchschnittliche relative Molekulmasse liegt bei 2812 Da. Das
verwendetet Trehalose Dimykolat wurde von Ulrich Schaible (London School of Hygiene
and Tropical Medicine, University of London, London, GroRbritannien) extrahiert. Die

Struktur ist in Abbildung 27 gezeigt.

Q OH HO- 0
O {HO OH] O
‘ H HO|
R R
on ¢
R= ANSINAN ¢
CH3(CH2) (CHz)14 (CH2)18
(CHz)23CH,

Abbildung 27: Struktur des verwendeten Trehalose Dimyko-

lat von M.bovis
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5.9 Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Fur die Fluoreszenzmakierung zur Beschreibung der Domoanenbildung in rekonstitu-
ierten Membransysteme wurde ein PE NBD gebunden ist, verwendet. Das NBD-PE
wurde von Molecular Probes (Invitrogen, USA) bezogen und ohne weitere Aufreinigung
zu 1 % den unmakierten Lipiden hinzugesetzt.

Fur die FRET-Messungen wurden die Lipid-Aggregate mit dem oben genannten NBD-
PE und Rh-PE zu jeweils 1 % versetzt.

5.10 Verwendete humane -Defensine

Es wurde rekombinates hBD-2, rekombinates hBD-3 und 2 synthetische Derivate von

hBD-3 in dieser Arbeit verwendet.

5.10.1 hBD-3

Aufgrund erheblicher Schwierigkeiten bei der Herstellung von synthetischem hBD-3
wurde in dieser Arbeit rekombinates hBD-3 verwendet, welches in E. coli Bakterien
exprimiert und mittels eines His-Tags extrahiert wird (J. Harder, Klinik fur Dermatologie,
Venerologie und Allergologie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel,
Deutschland). Bei jeder einzelnen Lieferung wurde die antimikrobielle Aktivitat be-
stimmt, weiter wurde mittels Massenspektrometrie die Masse bestimmt, ebenso wurde
kontrolliert, ob die Disulfidbricken geschlossen sind. Mit Hilfe der Chromotographie
wurde festgestellt, dass die Disulfidbricken im Vergleich mit dem nativen hBD-3 einheit-
lich verlinkt sind.

5.10.2 hBD-3-6S

Dieses Derivat des hBD-3 wurde hergestellt, in dem alle Cysteine des Peptides durch

Serine ersetzt werden. Somit kdbnnen sich keine Disulfidbriicken ausbilden, so dass
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dieses Peptid einfacher synthetisch herstellbar ist. Auch bei diesem Peptid wurde vor
dem Einsatz die antimikrobielle Aktivitat gemessen und mittels Massenspektrometrie die
Masse kontrolliert.

5.10.3 C-hBD-3-1-5-C

Bei diesem Derivat des hBD-3 wurden die Cysteine 2,3,4 und 6 durch Serine ersetzt.
Somit bildet sich eine Disufidbriicke zwischen den Cysteinen 1 und 5. Mittels Massen-
spektrometrie wurde sowohl die korrekte Masse als auch der geschlossene Zustand der

Disulfidbriicke kontrolliert. Weiter wurde die antimikrobielle Aktivitat bestimmt.
5.10.4 hBD-2

Auch dieses Peptide wurde, wie schon das hBD-3, wegen erheblicher Schwierigkeiten
bei der Synthese rekombinant hergestellt, d.h. in E. coli Bakterien exprimiert und mittels
eines His-Tags extrahiert. Die antimikrobielle Aktivitat ist bei jeder einzelnen Lieferung
bestimmt worden. Mittels Massenspektrometrie wurde gepruft, ob die Masse korrekt ist
und die Disulfidbricken geschlossen sind. Die Chromotographie wurde genutzt, um si-
cherzustellen, dass die Disulfidbricken im Vergleich mit dem nativen hBD-2, einheitlich
verlinkt sind.

5.10.5 Tabellarischer Uberblick iiber die verschiedenen humanen -
Defensine

In den folgenden Tabellen soll ein kurzer Uberblick Uber die verwendeten humanen B-

Defensine gegeben werden.
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5.
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Peptid rel. Masse Ladung / e, Anzahl
Disulfidbrucken
M,/ Da
hBD-3 5154 +11 3
hBD-2 4331 +6 3
hBD-3-6S 5064 +11 0
C-hBD-3-1-5-C 5093 +11 1

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Defensine und wichtige Molekiilparameter

Peptid Aminosauresequenz
hBD-3 GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK
hBD-3-6S GIINTLQKYYSRVRGGRSAVLSSLPKEEQIGKSSTRGRKSSRRKK

C-hBD-3-1-5-C |GIINTLQKYYCRVRGGRSAVLSSLPKEEQIGKSSTRGRKCSRRKK

hBD-2 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP

Tabelle 4: Aminosduresequenz der verwendeten Defensine

11 Verwendetes Vergleichspeptid (Polymyxin B)

Polymyxin B (PMB) ist ein Stoffwechselprodukt des Bakteriums Bacillus polymyxa.
Dieses zyklisches Dekapeptid verfugt Uber einen hydrophoben Schwanz und 5 positive
Ladungen, der Durchmesser des Peptides betragt 1,23 nm [El Mashak &Tocanne,1980]
und es hat eine relative Molekularmasse von 1380 Da. PMB ist aktiv gegen eine Viel-
zahl Gram-negativer Bakterien, wobei es Ausnahmen gibt wie P. mirabilis. Weiter hat
das PMB einen amphiphilen Charakter, so dass es bei hohen Konzentrationen (CMC-
Wert ca. 10 mM) Aggregate bildet. Es dient in der Laborgruppe Biophysik als
Modellsubstanz zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen Peptiden und
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Gram-negativen Bakterien [Wiese&Gutsmann &Seydel,2003], da der Porenbildungsme-

chanismus hinreichend genau bekannt ist [Vaara,1992].

5.12 Verwendete Cantilever

Hier soll eine kurze Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Cantilever gegeben

werden.

5.12.1 NSG11/CSG11

Diese Cantilever werden aus Silizium-Nitrit von NT-MDT (Moskau, Russland) hergestellt
und auf der Ruckseite mit einer Goldschicht zur Verbesserung der Reflektivitat Uberzo-
gen. Jeder Trager verfugt dabei Uber zwei Cantilever. Die folgende Tabelle gibt die

wichtigsten Parameter an.

Cantilever | Empfohlener | Federkonstante Resonanz- |Lange/| Spitzen-
Modus /N m™ frequenz in Mm radius /
Luft / kHz nm
NSG 11 A AC 5,5 150 130 <10
NSG 11 B AC 11 255 100 <10
CSG11A DC 0,1 20 250 <10
CSG11B DC 0,03 10 350 <10

Tabelle 5: Parameter der verwendeten NT-MDT Cantilever

5.12.2 TAP300AL

Diese Cantilever werden ebenfalls aus Silizium-Nitrit hergestellt., jedoch von BugetSen-

sors (Innovative Solutions Bulgaria Ltd, Sofia, Bulgarien) Sie sind auf der Riuckseite mit

Aluminium beschichtet.
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Cantilever Empfohlener Feder- Resonanz- | Lange/ | Spitzen-
Modus konstante / | frequenzin Mm radius /

Nm’ Luft / kHz nm

TAP300AL AC 40 300 125 <10

Tabelle 6: Parameter der verwendeten BugetSensors Cantilever

5.12.3 Multi75GB Au

Diese Cantilever wurden flur die Interaktionsmessungen mit den Lipidmonoschichten

und zur Beschichtung mit Hexadecanthiol verwendet. Die Cantilever sind ebenfalls aus
Silizium-Nitrit von BudgetSensors hergestellt, aber komplett mit Gold beschichtet. Daher

ergibt sich ein deutlich grolierer Spitzenradius.

Cantilever | Empfohlener Feder- Resonanz- Lange / | Spitzen-
Modus konstante / |frequenz in Luft Mm radius /

Nm’ | kHz nm

Multi75GB Au DC/AC 3 75 220 <25

Tabelle 7: Parameter des verwendeten Goldcantilever

5.12.4 Funktionalisierter Cantilever

Zur Beschichtung der Cantilever des Typs Multi75GB mit Hexadecan wurde 1-Hexade-

canthiol der Firma Fluka (52270, Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz) verwendet.
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6 Ergebnisse

Zur Untersuchung der Struktur rekonstituierter Membranen Gram-negativer Bakterien
und des Einflusses antimikrobieller Peptide auf diese Membranen wurde eine Vielzahl
biophysikalischer Methoden verwendet. Die daraus gewonnenen Daten werden im
folgenden Abschnitt vorgestellt. Dieses Kapitel ist in zwei Abschnitte aufgeteilt: zunachst
werden die Daten fur Gram-negative Bakterien und rekonstituierte Membranen Gram-
negativer Bakterien vorgestellt. Im zweiten Abschnitt werden die Daten zu rekonstitu-
ierten Membranen von Mykobakterien beschrieben. Die weitere Unterteilung der Ergeb-
nisse wird nach den verwendeten biophysikalischen Techniken und den verwendeten
Rekonstitutionsmethoden vorgenommen. Die Verweise auf die jeweiligen Techniken

werden jeweils am Anfang der einzelnen Kapitel angegeben.

Da im Besonderen die rekombinanten antimikrobiellen Peptide nur in geringer Menge
zur Verfugung standen, konnten nicht alle Versuchsreihen mit allen Peptiden durchge-
fuhrt werden. Stattdessen wurden jeweils die Peptide ausgewahlt, die sowohl in ausrei-

chender Menge als auch von grundlegendem biophysikalischem Interesse waren.

6.1 Ergebnisse der biologischen und biophysikalischen Untersu-
chungen an Gram-negativen Bakterien und deren rekonstituierten
aulleren Membranen

In diesem Abschnitt werden alle Daten im Zusammenhang mit Gram-negativen Bakteri-
en vorgestellt. Dazu gehoren zunachst die biologischen Versuche an (i) ganzen Bakteri-
en, (ii) an substratgestutzten Mono- und Doppelschichten mit Hilfe der Rasterkraftmikro-
skopie und der Fluoreszenzmikroskopie, sowie (iii)) an LPS Aggregaten mittels spektro-
skopischer Messungen und (iv) freistehenden asymmetrischen Membranen, die mit Hil-

fe der Montal-Mueller-Technik rekonstituiert wurden.
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6.1.1 Ergebnisse der biologischen Untersuchungen

6.
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Zur Korrelierbarkeit mit biophysikalischen Daten ist es immer notwendig, auch biolo-
gische Tests durchzufuhren. Im Folgenden sollen die Daten zur antimikrobiellen Aktivitat
der untersuchten Peptide und die Daten zur Hamolyse der Peptide vorgestellt werden
(siehe S. 76).

1.1.1 Untersuchungen auf antimikrobielle Aktivitat

Die Ergebnisse werden in den Tabellen als minimale bakterizide Konzentration (MBK)
und als Konzentration, die 90% der Bakterien abtotet (LD 90), angegeben.

Zunachst sollen die Untersuchungen der hBD-3 Derivate (Tabelle 8), hBD-3-6S und C-
hBD-3-1-5-C angegeben werden. Zum Vergleich wurden die Daten fur rekombinantes
hBD-3 mit aufgelistet.

hBD-3-6S C-hBD-3-1-5-C rek. hBD-3
. MBK/ | LD90/ | MBK/ | LD90/  MBK/ LD 90/
Stamme
Mg/ml Mg/ml Mg/ml Mg/ml | pg/ml Mg/ml
E. coli WBB 01 0,78 0,2 0,39 0,1 0,39 0,1
S. minnesota R 595 0,39 0,1 1,56 0,2 1,56 0,39
P. mirabilis R 45 3,13 0,39 >100 12,5 >100 12,5

Tabelle 8: Ergebnisse der antimikrobiellen Tests fiir die verwendeten hBD-3 Derivate.

Zum Vergleich sind die Daten fiir rekombinantes hBD-3 mit aufgelistet.

Die Ergebnisse zeigen eine gute antimikrobielle Aktivitat aller Peptide gegen E. coli WB-
B01 und S. minnesota R595 Tiefraumutanten-Stamme. Gegen P. mirabilis R45 ist je-

doch nur hBD-3-6S aktiv, gegen die anderen Peptide ist dieser Stamm resistent.

Um darzustellen, wie unterschiedlich die Ergebnisse fur unterschiedliche Chargen des
hBD-2 sind, werden in der folgenden Tabelle 9 die Daten fur die Messungen an E. coli

mit zwei Chargen hBD-2 angegeben.



Ergebnisse

hBD-2 A hBD-2 B
.. LD 90/ LD 90/
Stamme MBK / pg/ml ug/ml MBK / pg/ml ug/ml
E. coli WBB 01 6,25 1,56 >100 0,78
S. minnesota R 595 6,25 1,56 - -
P. mirabilis R 45 >100 >100 - -

Tabelle 9: Ergebnisse der antimikrobiellen Tests fiir die verwendeten hBD-2.

Die verschiedenen Chargen hBD-2 hatten sehr unterschiedliche Aktivititen gegen die einzelnen

Bakterienstamme. Als Beispiel sind die antimikrobiellen Aktivitaten fir den E. coli Stamm WBBO01

angegeben.

Die Ergebnisse zeigen eine deutlich niedrigere Aktivitat des Peptides als dies fur hBD-3

und deren Derivate gezeigt wurde. Interessanterweise variieren die Daten fur WBBO1

zwischen den Chargen sehr stark. Daher musste vor der Verwendung die antimikrobi-

elle Aktivitat der jeweiligen Charge Uberpruft werden. Dies fuhrte zu einer weiteren Ver-

ringerung der zur Verflugung stehenden Menge des Peptides.

6.1.1.2 Héamolyse der humanen p-Defensine

Alle in dieser Arbeit verwendeten humanen B-Defensine zeigten keine hamolytische

Wirkung. Die Werte der Lyse humaner roter Blutkdrperchen war fur alle Peptide sehr

gering. In Tabelle 10 werden die Prozentwerte bezogen auf die maximal mogliche Lyse

induziert durch die Inkubation in destiliertem Wasser angegeben.
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Konz.(uM) hBD3/ hBD2/ C-hBD3-1-5-C/ hBD3-6S/
M Lyse % Lyse % Lyse % Lyse %
0 2,959 -0,179 -1,254 0,179
0,01 0,358 1,075 0,896 0,358
0,03 0,896 1,434 -1,434 -2,330
0,1 3,226 2,688 -0,717 -0,896
0,3 -0,179 1,613 -1,613 -1,434
1 -0,717 -0,179 -0,179 -1,075
3 -1,075 -0,358 -1,075 -2,509
10 0,538 -2,688 -1,254 1,075

Tabelle 10: Zusammenstellung der Daten des Hamolysetest fiir die verwendeten Defensine.

6.1.2 Versuche mit Rasterkraft- und Fluoreszenzmikroskopie

In diesem Abschnitt werden zunachst die Daten, die an reinen LPS- und Phospholipid-
monoschichten (siehe S. 40) gewonnen wurden, gezeigt. Diese wurden mit Hilfe der
Rasterkraft- und Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Weitergehend wurden Versuche
durchgefuhrt, in denen hBD-3-6S unter Monoschichten gespritzt wurde. Die daraus
resultierenden Anderungen der Doméanenstrukturen wurden ebenfalls mit dem Raster-

kraftmikroskop (siehe S. 41) untersucht.

Zur weiteren Untersuchung der mit und ohne interkaliertem hBD-3-6S Lipid-Domanen-
strukturen wurden Adhasions- und Abriss-Kraftkarten (siehe S. 48) mit dem Rasterkraft-

mikroskop aufgenommen.
Weitergehend wurden Untersuchungen an Peptid-inkubierten LPS Aggregaten (siehe S.
59), die auf Mica aufgebracht wurden, durchgefuhrt.

6.1.2.1 Domanenbildung in LPS- und Phospholipid-Monoschichten

Fur ein grundlegendes Verstandnis der molekularen Interaktionen in biologischen Mem-
branen, speziell in der aulleren Membran Gram-negativer Bakterien, wurden verschie-

dene Untersuchungen an Lipidmonoschichten durchgefuhrt. Fur alle Messungen wurde
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T T T T T Abbildung 28: Isothermen der
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Kompression verschiedener Lipid-
monoschichten.
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Lipidmonoschichten wurden bis zu
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zeigt im Bereich von 3 bis 6 mN/m

Druck der Monoschicht / mNm

eine Umorganisation der Mono-

schicht. Folgender Puffer wurde
verwendet: 100 mM KCI, 5 mM Mg-
Cl, 5 mM HEPES, pH: 7,0.

Flache pro Molekil / nm

ein einheitlicher Puffer verwendet, der 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM HEPES bei
einem pH-Wert von 7,0 beinhaltete. Die Lipidmonoschichten wurden bei Raumtempera-
tur als Langmuir-Blodgett-Film bei einem lateralen Druck der Monoschicht von 20 mN/m
auf Mica Ubertragen, was im Bereich des dem im Bezug auf naturliche Membranen
aquivalenten Druckes (Aquivalenzdruck) liegt. Verwendet wurden zwei verschiedene Li-
pide, die Phospholipidmischung PL, die die innere Lipidmonoschicht der aufteren Mem-
bran Gram-negativer Bakterien reprasentiert und das LPS des Raumutantenstammes
von P. mirabilis R45 (LPS R45). Dieses LPS wurde verwendet, da der Stamm, der
dieses LPS exprimiert, gegen viele antimikrobielle Peptide, wie hBD3, hBD2 oder PMB
resistent ist und daher weitere Erkenntnisse zur Struktur dieser Membran sehr wichtig
sind. Zur Kontrolle wurde bei jeder Messung die Druck-Flachen-lsotherme des Lipidfil-
mes aufgenommen (Abbildung 28). Dabei zeigte sich, dass die Lipidmonoschichten des
LPS R45 im Bereich eines lateralen Druckes von 3 bis 6 mN/m einer Umorganisation
unterliegen. In diesem Bereich ist die Steigung des Druckes geringer als bei hoheren
Drucken. Bei diesem Phanomen handelt es sich jedoch nicht um einen Phasenuber-
gang, da dieser erst bei hoheren lateralen Dricken vorkommt und zudem temperatur-
abhangig ware. Mit Hilfe von Cantilevern des Typs NSG11B wurden Hohenbilder der

LB-Filme auf Mica mit dem Rasterkraftmikroskop aufgenommen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: AFM Hoéhenbilder verschiedener Lipidmonoschichten.
Die (A) LPS R45 (B) PL Lipidmonoschichten wurden bei einem lateralem Druck von 20 mN/m bei Raumtem-

peratur auf Mica transferiert. Die Aufnahmen wurden im attraktiven AC-Modus aufgenommen. Bei den héher
erscheinenden Flachen handelt es sich um fluide Bereiche. Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM
HEPES, pH: 7,0; Cantilever: NSG11 B.

Abbildung 30: Kombination von
Fluoreszenzbild und

rasterkraftmikroskopischem Hohenbild

Bei dem unteren Bild handelt es sich um das
Fluoreszenzbild, das mittlere und obere Bild
stellten rasterkraftmikroskopische Bilder dar.
Diese Aufnahmen wurden im attraktiven AC-
Modus aufgenommen. Die LPS R45 Lipid-
monoschichten wurden mit einem lateralem
Druck von 25 mN/m bei Raumtemperatur auf
Mica prapariert. Bei den hoher erscheinenden
bzw heller leuchtenden Flachen handelt es
sich um fluide Bereiche. Am Ende der raster-
kraftmikroskopischen Messung wurde der Li-
pidfilm weggekratzt, so dass die mit dem
Rasterkraftmikroskop  gemessene  Flache
wiedergefunden werden konnte. Puffer:
100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH:
7.,0; Cantilever: MDT NSG11 B.
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Dabei sind Domanen in LPS R45 Monoschichten erkennbar, nicht jedoch in Lipidmono-
schichten der Phospholipidmischung PL. Die kleinen Erhdhungen, die in Abbildung 29 B
zu erkennen sind, stellen lediglich Verunreinigungen der Lipidmischung dar. Aus dem
Phasenbild konnte durch Mittelung aller Bildpunkte ermittelt werden, dass die Phase
grolRer war als 90°, so dass es sich bei den hoher erscheinenden Domanen um flussig-
expandierte (LE) Domanen, die im Folgenden verkurzend als fluide bezeichnet werden,
handelt. Die niedrigeren Areale sind demzufolge die flussigkondensierten (LC) Berei-
che. Um zu untersuchen, ob dieses Verhalten im Fall des LPS R45 Uber die gesamten
Lipidmonoschichten vorhanden ist, wurden die AFM-Aufnahmen mit Fluoreszenzauf-
nahmen derselben Monoschicht kombiniert. Dazu wurde das LPS R45 in chloro-
formischer Losung mit 1% NBD-PE gemischt. In Abbildung 30 wurden die einzelnen
Aufnahmen Ubereinander gelegt. Im Fluoreszenzbild erscheinen die fluiden Domanen
heller als die rigiden, im rasterkraftmikroskopischen Bild erscheinen die fluiden Bereiche
héher. Durch den lateralen Druck von 25 mN/m, dieser liegt im Bereich des Aquivalenz-
druckes naturlicher bakterieller Membranen, bilden sich in der Monoschicht grundsatz-
lich kleinere Domanen als bei einem lateralen Druck von 20 mN/m. Die Daten ergeben,
dass es sowohl| grolere Domanenverbande, als auch kleinere, im optischen Bild nicht
mehr erkennbare, Domanen gibt. Dabei kann der Einfluss des NBD-PE vernachlassigt
werden. Mit der Kombination aus optischer und Rasterkraftmikroskopie ist es moglich,
sowohl grof3e Strukturen in der Lipidmonoschicht als auch kleine Substrukturen zu un-

tersuchen.

6.1.2.2 Einfluss von hBD-3-6S auf die Domanenstruktur in Lipidmonoschichten

Fur diese Messungen wurden Lipidmonoschichten mit LPS R45 prapariert und hBD-3-
6S unter die Monoschicht gespritzt, die Monoschicht wurde im nachsten Schritt mit Hilfe
der Langmuir-Blodgett-Technik auf Mica Ubertragen und mit dem Rasterkraftmikroskop
untersucht. Der laterale Druck der Monoschichten betrug 20 mN/m. Weitergehend
wurde ein einheitlicher Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0
verwendet. Es wurden zwei Versuche durchgefuhrt: in einer Versuchsreihe wurde ein
molares Verhaltnis von 1:1 zwischen LPS und hBD-3-6S (dies entspricht 0,11 pg/ml)

verwendet, das hBD-3-6S wurde dabei direkt unter die Monoschicht gespritzt. Zum Ver-
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relative Zunahme

gleich mit anderen Messungen dieser Arbeit wurde zudem eine Versuchsreihe durchge-
fuhrt, in der eine hBD-3-6S Konzentration von 5 ug/ml in den Puffer gleichmaRig uber
das Volumen eingespritzt wurde. In beiden Fallen baute sich das antimikrobielle Peptid
in die Monoschicht ein, wodurch sich die Flache des Filmes vergrolierte (Abbildung 31).
Die Flachenzunahme in der Sattigung bei einem molaren Verhaltnis von 1:1 zwischen
LPS und Peptid betragt 29% + 10%, wahrend die Zunahme der Flache bei einer hohen
Peptidkonzentration im Puffer auf 58%+10% ansteigt.

Abbildung 31: Zunahme der Filmflache nach
Zugabe von hBD-3-6S in die Subphase.

Die LPS R45 Monoschicht wurde bei einem
lateralem Druck von 20 mN/m mit hBD-3-6S auf
einem Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl,,
5 mM HEPES bei pH 7,0 bei 20°C inkubiert.

Die rote Kurve zeigt die Flachenzunahme nach
Zugabe von hBD-3-6S in die Subphase im
Verhaltnis 1:1 M/M LPS R45:hBD-3-6S
N T T ,: (entsprechend 0,11 pg/ml).

Zeit / min Die schwarze Kurve zeigt die Flachenzunahme
nach Zugabe von 5 yg/ml hBD-3-6S.
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Abbildung 33: Hohenbild einer LPS R45
Monoschicht nach Zugabe von 1:1 M/M LPS
R45:Peptid hBD-3-6S.

Die LPS R45 Monoschicht wurde bei einem late-
ralem Druck von 20mN/m mit 1:1 M/M
LPS:hBD-3-6S hBD-3-6S auf einem Puffer mit
100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH
7,0 bei 20°C versetzt. Die Monoschicht wurde

auf Mica Ubertragen und ist im repulsiven AC-

pm

Modus mit einem Cantilever des Typs CSG 11B

aufgenommen worden. Die fluiden Domanen er-

scheinen tiefer als rigide Domanen.

Zunachst sollen hier die Hohenbilder dargestellt werden. Bei der Probe mit 1:1 M/M
LPS:hBD-3-6S (Abbildung 33) erkennt man einen deutlichen Unterschied zu den oben
gezeigten Proben ohne interkaliertem Peptid. Die Domanenstruktur hat sich sehr stark
geandert (Vergleiche Abbildung 29 auf S. 90). Unabhangig vom Phasenzustand der Do-
manen sind sowohl die LE als auch die LC Domanen deutlich grofl3¢flachiger geworden,
so dass es keine groRe Anzahl kleiner Domanen, sondern eine kleine Anzahl grolRer
Domanen gibt. In den Bildern zeigt der rigide Bereich eine Unterstruktur in Form
kleinerer Domanen. Zudem erkennt man sehr kleine Doméanen, die mit 5 nm deutlich
héher sind, als der Ubliche Wert von 1 nm der zwischen fluiden und rigiden Domanen

liegt. Diese werden sich spater in vergleichbarer Dimension auch in den Doppelschicht-

Abbildung 32: Hohenbild einer LPS R45
Monoschicht auf Mica mit 5 uyg/ml hBD-3-6S

2 in dem Puffer wahrend der Praparation.

1 Die LPS R45 Monoschicht wurde bei einem late-
ralem Druck von 20 mN/m mit 5 yg/ml hBD-3-6S
in einem Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl,,
5 mM HEPES bei pH 7,0 bei 20°C prapariert.

Die Monoschicht wurde auf Mica tbertragen und

um
o
nm

ist im attraktiven AC-Modus mit einem Cantilever

des Typs CSG 11B aufgenommen worden.
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systemen zeigen. Ohne der Diskussion der Daten schon zu weit vorzugreifen: bei
diesen Domanen handelt es sich um einen Verbund (Cluster) von hBD-3-6S. Dies lasst
sich aus der Hohe dieser Bereiche schlief3en, da diese deutlich héher sind als reine Li-
piddomanen. Die Unterstruktur zeigt einen geringeren Hohenunterschied (x 600 pm) als

der Unterschied zwischen fluiden und rigiden Domanen.

Betrachtet man nun die Daten der Monoschicht, die bei einer Peptidkonzentration von
5 ug/ml in der Subphase prapariert worden sind, so zeigt sich abermals ein grof3er Un-
terschied. Die klare Domanenstruktur, wie in den Abbildungen ohne Peptid oder in
denen mit geringer Peptidkonzentration, ist verschwunden (Abbildung 32). Die Mono-
schicht ist grundsatzlich homogen, d.h. es ist keine Unterstruktur innerhalb der Mono-
schicht erkennbar, bis auf einige kleine etwa 5 nm hohe Strukturen. Zusammenfassend
erkennt man deutlich, dass bei konstantem lateralem Druck von 20 mN/m es zu einer

deutlichen Umorganisierung der Monoschicht kommt.

6.1.2.3 Interaktion zwischen nichtfunktionalisierten Cantilevern und
Lipidmonoschichten

Fur diese Versuche wurden zwei Typen von Cantilevern verwendet, der NSG11 und der
Multi75GB. Der NSG11 ist ein unbeschichteter Silizium-Nitrit Cantilever, wahrend der
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Abbildung 34: Vergleich der Adhasionsarbeit verschiedener Cantilever an LPS Monoschichten.

Abbildung (A) zeigt die Messung mit einem NSG 11B aus Silizium-Nitrit und (B) mit einem Multi 75GB mit
Goldbeschichtung. Lateraler Druck des Lipidfiimes: 20 mN/m; Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM
HEPES, pH: 7,0; Temperatur: RT; Cantilevergeschwindigkeit in z-Richtung: 2 pm/s.
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Multi75GB ein vollstandig mit Gold beschichteter Cantilever ist, wodurch sich eine hy-
drophobe Oberflache ergibt. Die Messungen wurden an Lipidmonoschichten des LPS
R45 auf Mica durchgefiihrt. Der Film wurde nach der Langmuir-Blodgett-Technik mit
einem lateralem Druck von 20 mN/m prapariert. An dieser Monoschicht wurden nun in
aquidistanten Abstanden Kraftkurven mit einer Geschwindigkeit in z-Richtung von
2 um/s aufgenommen. Mittels einer automatisierten Berechnung wurden die Adhasions-
arbeit, sowie die Gesamtabrisskraft zwischen Cantilever und Probe bestimmt und Utber

der Flache aufgetragen, so dass eine Kraftkarte entstand.

pm

i
Abbildung 35: Hohenbild im attraktiven AC-Modus (A) im Vergleich mit einer Adhasions-Kraftkarte
(B).
Die Lipidmonoschicht wurde bei mit einem lateralem Druck von 20 mN/m bei Raumtemperatur auf Mica

prapariert. Bei den hoher erscheinenden Flachen handelt es sich um fluide Bereiche.

Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH: 7,0; Cantilever: NSG11 B; Cantilevergeschwindigkeit
in z-Richtung: 2 pm/s.

Betrachtet man die Monoschichten des LPS R45, so zeigt sich, dass (Abbildungen 34)
sich beide Cantilever eignen, um die unterschiedlichen Phasen der Lipidmonoschichten
aufzuzeigen. Es bleibt jedoch zu beachten, dass auf Grund der grolden Anzahl an Kraft-
kurven und der vielfaltigen Moglichkeiten der Interaktion zwischen Lipidmonoschicht
und dem Cantilever in einigen Fallen keine optimalen Kraftkurven aufgenommen
werden konnten und somit die Berechnung der Interaktionskrafte an den jeweiligen
Punkten der Kraftkarte fehlschlagt. Daher haben die gemittelten Werte immer einen
nicht vernachlassigbaren Fehler. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden Mittelwerte be-
rechnet, indem zunachst ein Histogramm der jeweiligen Parameter erstellt wurde, wel-
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ches anschlieRend mit zwei Uberlagerten Gaufl3-Kurven berechnet wurde. Tabelle 11

zeigt die Ergebnisse der so ermittelten Werte flr die verschiedenen Cantilever.

NSG11 Multi75GB Phase
Hohe Adhasionsarbeit / fJ 2,14 £ 0,34 1,61 +£0,12 fluide
Niedrige Adhasionsarbeit / fJ 1,97 £ 0,34 1,34 + 0,11 rigide
Hohe Abrisskraft / nN 56,7 + 6,1 50,5 + 3,2 fluide
Niedrige Abrisskraft / nN 52,2 £ 6,1 46,6 + 3,2 rigide

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Adhasionsarbeit und die Abrisskraft verschiedener Cantile-

ver.

Die LPS R45 Lipidmonoschichten wurden bei einem lateralen Druck von 20 mN/m bei Raumtem-
peratur auf Mica prapariert. Da die Monoschicht in zwei Phasen vorliegt, werden jeweils zwei
Werte angegeben. Die einzelnen Kraftkurven wurden mit einer Geschwindigkeit von 2 pm/s auf-

genommen und automatisch ausgewertet.

Fur den goldbeschichteten Cantilever spricht die bessere Unterscheidbarkeit bei den
Phasen der Monoschicht bei kleinerem Fehler. Ansonsten sind die Werte fur die beiden
Cantilever vergleichbar, es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten
ermittelt werden. In einem nachsten Schritt sollte geklart werden, welche Werte fur die
Abrisskraft und die Adhasionsarbeit fur welche Phase der Monoschicht angenommen
werden konnen. Dazu wurde ein Hohenbild im repulsiven AC-Mode aufgenommen und
mit den an derselben Stelle aufgezeichneten Kraftkarten verglichen (siehe Abbildung
35). Daraus ergibt sich, dass es sich bei den Bereichen hoher Adhasionarbeit um fluide
Domanen handelt.
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6.1.2.4 Interaktion zwischen funktionalisierten Cantilevern und
Lipidmonoschichten

Zur Charakterisierung der Interaktionen zwischen den beiden Monoschichten einer bio-
logischen Membran wurden die Wechselwirkungen zwischen Fettsauren mit Hilfe eines
funktionalisierten Cantilever und Lipidmonoschichten durchgefuhrt. Dazu wurde ein

Cantilever des Typs Multi75GB mit einem self-assembled monolayer (SAM) aus Hexa-
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Abbildung 36: Kraftkarten mit funktionalisiertem Cantilever einer PL Monoschicht

Der Cantilever des Typ Multi75GB wurde mit Hexadecanthiol funktionalisiert. (A) zeigt die Adhasionsarbeit

und (B) die Abrisskraft des Cantilevers von einer PL Monoschicht.

Lateraler Druck des Lipidfilmes: 20 mN/m; Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH: 7,0; Tem-

peratur: RT; Cantilevergeschwindigkeit in z-Richtung: 2 pm/s.

decanthiol belegt. Mit diesem Cantilever wurden daraufhin Kraftkarten von LPS R45
und PL Monoschichten aufgenommen. So ist es moglich, direkt die Interaktion zwischen
den Fettsauren am Cantilever und denen in der Monoschicht zu messen. Die Aus-
wertung der Kraftkarten einer PL Monoschicht l1asst keine Domanen erkennen (Abbil-
dung 36). Bei Messungen an LPS R45 Monoschichten lassen sich die beiden Phasen in
den Kraftkarten hingegen gut unterscheiden (Abbildung 37).
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Zur genaueren Untersuchung der Interaktionskrafte ist es zunachst notwendig, die
Abhangigkeit der einzelnen Kraftkurven von der Cantilevergeschwindigkeit in z-Rich-

tung zu untersuchen. Dazu wurden an einer Stelle mehrere Kraftkurven mit unterschied-
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Abbildung 37: Kraftkarten einer LPS R45 Monoschicht mit funktionalisiertem Cantilever.

Der Cantilever des Typs Multi75GB wurde mit Hexadecanthiol funktionalisiert. (A) zeigt die Adhasions-
arbeit und (B) die Abrisskraft des Cantilevers von einer LPS R45 Monoschicht.

Lateraler Druck des Lipidfilmes: 20 mN/m; Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH: 7,0; Tem-
peratur: RT; Cantilevergeschwindigkeit in z-Richtung: 2 pm/s.

lichen Geschwindigkeiten aufgenommen (Abbildung 38). Diese Messungen zeigen,
dass es keine signifikante Anderung der einzelnen Kraftkurve untereinander gibt mit
Ausnahme der Kraftkurve, die bei der langsamsten Geschwindigkeit von 100 nm/s auf-

genommen wurde. Die gemessene Abweichung wurde auf Grund der grofderen Flache

AT T T 1 Abbildung 38: Abhéngigkeit der Kraftkurven

von der Cantilevergeschwindigkeit in z-Rich-

tung.

Der Cantilever des Typs Multi75GB wurde mit
Hexadecanthiol funktionalisiert.

Lipidmonoschicht: PL; Lateraler Druck des Lipid-

— 5888 nm;s ] filmes: 20 mN/m; Puffer: 100 mM KCI, 5 mM Mg-

—_— nm/s ]
500 nm/s | Cl;, 5 mM HEPES, pH: 7,0; Temperatur: RT.
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unter der Kurve zu einer erhohten Adhasionsarbeit fuhren. Die Messungen wurden je-
doch alle mit 2 um/s durchgefiihrt, so dass die Anderung bei niedrigen Geschwindigkei-
ten nicht relevant ist. Allerdings nimmt bei den funktionalisierten Cantilevern die Anzahl
nicht optimal verlaufender Kraftkurven im Vergleich zu nicht funktionalisierten Cantile-
vern zu, so dass auch die Anzahl der fehlausgewerteten Datenpunkte zunimmt. Da es
sich bei der Wechselwirkung zwischen dem funktionalisierten Cantilever und den Lipid-
monoschichten um eine hydrophobe Wechselwirkung handelt, muss sichergestellt
werden, dass die Werte nicht von der Luftfeuchtigkeit abhangen. Daher wurde in einer
Stickstoff-Atomsphare untersucht, wie sich die Werte fur die Adhasion unter Reduktion
der Luftfeuchtigkeit verhalten. In dem gemessenen Bereich zwischen 1 und 25%
hangen die Werte nicht signifikant von der Luftfeuchtigkeit ab (Daten nicht gezeigt).
Tabelle 12 zeigt die gemittelten Werte fur reines Mica und fur PL Monoschichten auf
Mica, wahrend Tabelle 13 die Werte fur LPS R45 Monoschichten auf Mica darstellt.

reines Mica PL Monoschicht auf Mica
Adhasionsarbeit / fJ 3,21 +0,03 359+8,2
Abrisskraft / nN 64,7 + 1,1 929+472

Tabelle 12: Ubersicht iiber die Adhisionsarbeit und die Abrisskraft zwischen reinem Mica

bzw. PL Monoschichten auf Mica und funktionalisierten Cantilevern.

Die PL Lipidmonoschichten wurden bei einem lateralen Druck von 20 mN/m bei Raumtemperatur
auf Mica prapariert. Der Cantilever des Typs Multi75GB wurde mit Hexadecanthiol funktionalisiert,

die Cantilevergeschwindigkeit in z-Richtung lag bei 2 pm/s.

Da es in der LPS R45 Monoschicht zu einer Phasentrennung kommt, werden jeweils fur
die beiden Phasen getrennte Werte angegeben. Die Zuordnung der Phasen erfolgt
dabei wieder durch einen Vergleich mit den Hohenbildern (siehe S. 96). Die Mittelwerte
zeigen, dass die Fehler, speziell die der Werte der LPS R45 Monoschicht, sehr grof}
sind, so dass mit der Abrisskraft keine signifikante Unterscheidung zwischen fluider und

rigider Phase gemacht werden kann.
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R45 Monoschicht
Adhasionsarbeit / fJ der fluiden Phase 16,1 + 4,1
Adhasionsarbeit / fJ der rigiden Phase 7.5+15
Abrisskraft / nN der fluiden Phase 72,6 £ 11,3
Abrisskraft / nN der rigiden Phase 63,1 +8,5

Tabelle 13: Ubersicht iiber die Adhisionsarbeit und die Abrisskraft zwischen reinem

LPS R45 Monoschichten auf Mica und funktionalisierten Cantilevern.

Die LPS R45 Lipidmonoschichten wurden bei einem lateralem Druck von 20 mN/m bei Raumtem-
peratur auf Mica prapariert. Der Cantilever des Typ Multi75GB wurde mit Hexadecanthiol funktio-
nalisiert, die Pull-Geschwindigkeit liegt bei 2 ym/s. Die Daten werden fiir die fluide und rigide Pha-
se der LPS Monoschicht angegeben.

Vergleicht man die Werte der Adhasionsarbeit der LPS R45 Monoschichten mit denen
der PL Monoschichten, so erkennt man unter Berucksichtigung des Fehlers, dass die
Werte der Bereiche hoher Adhasion der LPS R45 Monoschichten deutlich hdher sind
als die fur Bereiche niedriger Adhasion, jedoch nicht die Werte fur PL Monoschichten er-
reichen. Ahnliches gilt fir die Abrisskréafte, nur dass sich in diesem Fall Bereiche nied-
riger Abrisskrafte nicht von denen reinen Micas unterschneideten. Daraus wird deutlich,
wie fehleranfallig die genaue Analyse der Wechselwirkung zwischen Cantilever und den
Fettsaureketten ist. Dies liegt daran, dass nicht nur eine Fettsaurekette an der Cantile-
verspitze mit einer Fettsaurekette der Lipidmonoschicht interagiert, sondern das immer
mehrere Interaktionen mehrerer Fettsaureketten stattfinden, so dass aufgrund der

wechselnden Anzahl der Interaktionen es zu einem deutlichen Fehler des Mittelwertes
kommit.

6.1.2.5 Einfluss des hBD-3-6S auf die Interaktion zwischen Cantilevern und
Lipidmonoschichten

Neben dem Einfluss des hBD-3-6S auf die Lipiddomanen (siehe S. 91) wurde auch un-
tersucht, welchen Einfluss die Interkalation des Peptides in die Monoschicht auf die hy-

drophoben Wechselwirkungen zwischen einem Goldcantilever und den hydrophoben
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Gruppen der Monoschicht hat. Die ursprungliche Idee war dabei zu untersuchen, ob die

Fettsaureketten innerhalb der Monoschichten im rigiden oder fluiden Zustand vorlagen.

Um die Frage zu I6sen, wurden Kraftkarten fur LPS R45 Monoschichten ohne Peptid in
der Subphase, sowie fur Monoschichten mit einem molaren LPS:hBD-3-6S Verhaltnis
von 1:1 (entsprechen 0,11 pg/ml) und Monoschichten mit einer Konzentration des Pepti-
des von 5 pg/ml im Puffer aufgenommen. Die Versuche wurden mit einem goldbe-
schichtetem Cantilever (Multi 75GB) durchgefuhrt, um die hydrophobe Wechselwirkung
zwischen dem Cantilever und den Fettsaureketten zu untersuchen. Dieser Cantilever ist
jedoch nicht funktionalisiert, um einen kleineren Fehler in der Adhasionsarbeit sowie in
der Abrisskraft im Vergleich zu dem mit Hexdecanthiol beschichteten Cantilever zu er-
reichen. Abbildung 39 zeigt den direkten Vergleich zwischen den einzelnen Proben. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden alle Messungen mit demselben Cantilever durchge-
fuhrt. Um zu kontrollieren, dass der Cantilever nicht zu stark wahrend der Messungen
verunreinigt wurde, wurde die zuerst gemessene Probe zum Ende des Messzyklusses
abermals vermessen. Wahrend bei der Probe ohne hBD-3-6S die Domanenstruktur
sehr gut erkennbar ist, sieht man schon bei der Probe mit dem 1:1 Verhaltnis zwischen
LPS und Peptid keine eindeutige Domanenstruktur mehr. Zudem zeigen sich bei dieser
Probe schon hohere Werte fur die Abrisskraft und die Adhasionsarbeit. Eine vollkom-
men ebene Kraftkarte zeigt sich bei der Probe, bei der 5 ug/ml hBD-3-6S in den Puffer
unterhalb der Monoschicht zugegeben wurde. Die Werte fur die Adhasionsarbeit und
die Abrisskraft nehmen im Vergleich zu der Probe mit der geringeren Peptidkonzentrati-

on abermals zu.
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Abbildung 39: Kraftkarten von LPS R45 Monoschichten auf Mica mit verschiedenen Kon-

zentrationen hBD-3-6S im Puffer wahrend der Praparation.

Die LPS R45 Monoschichten wurden bei einem lateralem Druck von 20 mN/m auf einem Puffer mit
100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0 bei 20°C prapariert. In der linken Spalte wird
die Adhasionsarbeit, in der rechten Spalte die Abrisskraft gezeigt. In der ersten Reihe werden die
Daten einer reinen LPS R45 Monoschicht, in der zweiten Reihe mit einer 1:1 M/M Verhaltnis zwi-
schen LPS:hBD-3-6S (entsprechend 0,11 pug/ml) und in der letzten Reihe die Daten fir eine Kon-
zentration von 5 pug/ml hBD-3-6S im Puffer bei der Praparation gezeigt. Die Monoschicht wurde auf

Mica Ubertragen und mit einem Cantilever Multi75GB vermessen.
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Zur besseren Ubersichtlichkeit werden in Abbildung 40 die gemittelten Daten aufgelistet.
Dabei zeigt sich deutlich, dass die Proben mit interkaliertem hBD-3-6S deutlich héhere
Werte fur die Adhasionsarbeit und die Abrisskraft als die reinen LPS R45 Monoschich-
ten oder des reinen Micas aufweisen. Die unterschiedlichen Werte der fluiden (LE-) und
rigiden (LC-) Domanen der reinen LPS R45 Monoschichten sind im Vergleich zu den

entsprechenden Unterschieden bei den Schichten mit interkaliertem Peptid sehr klein.
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Abbildung 40: Vergleich der gemittelten Daten der Kraftkarten von reinem Mica
und den unterschiedlichen LPS R45 Monoschichten auf Mica mit und ohne
hBD-3-6S in der Subphase.

Zum Vergleich werden die Daten der reinen LPS R45 Monoschicht getrennt fir die ri-
giden (LC-) und fluiden (LE-) Doménen gezeigt. Zudem werden die Daten fir Mica

ohne LPS-Monoschicht gezeigt.
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6.1.2.6 Messungen an LPS-Doppelschichten vorinkubiert mit hBD-3-6S

Diese Messungen wurden durchgefilhrt, um die Anderung der Struktur reiner LPS
Doppelschichten zu untersuchen. Dabei wurden symmetrische LPS Doppelschichten
auf Mica aufgebracht und mit dem Rasterkraftmikroskop untersucht (siehe S. 41).

Bei diesen Messungen wurden LPS-Aggregate aus einer Suspension mit einer Kon-
zentration 1 mM LPS auf Mica Uber Nacht inkubiert. Im Zuge dieser Untersuchungen
wurde eine Kontrollgruppe, ohne dass das Peptid mit den Aggregaten inkubiert wurde,
sowie eine Gruppe, in der das hBD-3-6S vor der Praparation der Aggregate zum LPS
hinzugefiugt wurde, mit dem Rasterkraftmikroskop im repulsiven AC-Modus in Puffer un-
tersucht. Dazu wurden die Aggregate auf Mica gebracht, durch die Fusion mit dem Mica
ergeben sich Doppelschicht- oder Multischichtmembranen. Es wurde ein Cantilever des
Typs CSG11 B mit einer Resonanzfrequenz von etwa 8 kHz im Puffer verwendet. Vor
den Messungen wurden alle Proben mit reinem Puffer gespult, wobei darauf geachtet
wurde, dass die Probe nicht der Luft ausgesetzt wurde. Alle Messungen wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Es wurde LPS der drei verschiedenen Raumutanten-
stamme verwendet, das LPS WBBO01, LPS R595 sowie das LPS R45. Bei allen
Messungen wurde ein einheitlicher Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl; und 5 mM
HEPES mit pH 7,0 verwendet. Im Folgenden sollen die Ergebnisse fur die drei unter-

suchten LPS vorgestellt werden.
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Messungen an LPS R595 Doppelschichten nach Vorinkubation mit hBD36S

LPS R595 Doppelschicht
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Abbildung 41: Rasterkraftmikroskopische Hohenbilder links und Hohenlinien rechts einer reinen LPS
R595 Doppelschicht (oben), einer LPS R595 Doppelschicht inkubiert mit hBD-3-6S (Mitte) und eines LPS
R595 Doppelschicht 50 min nach dem mittleren Bild aufgenommen (unten). Die Bilder wurden im Puffer im

AC-Modus bei RT aufgenommen.
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In der Abbildung zu den Messungen nach der Vorinkubation mit hBD-3-6S an LPS R595
Doppelschichten werden links die Hohenbilder und rechts die Hohenlinien der raster-
kraftmikroskopischen Messungen dargestellt. Diese haben ergeben, dass die reine LPS
R595 Doppelschicht eine glatte Oberflache ausbildete (Abbildung 41 oben), welche
uber mehrere Stunden stabil blieb. Dies anderte sich, wenn die Proben die mit dem an-
timikrobiellen Peptid hBD-3-6S vorinkubiert wurden (Abbildung 41, Mitte). In diesem Fall
sind einige etwa 1,2 nm hohe Strukturen zu erkennen. Die Anzahl dieser hdher er-
scheinenden Strukturen nahm dabei Uber die Zeit zu: Abbildung 41 unten wurde 50 min
nach Abbildung 41 Mitte erstellt und zeigt dieses Verhalten sehr klar. Die Hohenlinien
durch die Bilder zeigen zudem, dass die Strukturen zunehmend hoéher werden. Durch
die Erhdhung der Kraft des Cantilevers auf die Probe konnten diese Erhohungen ent-
fernt werden (Daten hier nicht gezeigt). Dies lasst darauf schliel3en, dass die hdher er-
scheinenden Strukturen keine zusatzlichen Molekiile an der Oberflache darstellen, son-
dern Reste der am Beginn der Messung vollstandig vorhandenen Doppelschicht sind.
Dabei ist jedoch zu beachten, dass nicht festgestellt werden kann, ob es sich bei den
am Ende der Messung tiefer liegenden Flachen um Mica oder um weitere Lipidschich-
ten handelt. Dies ist begriundet darin, dass nicht bekannt ist, ob es sich um eine LPS
Doppelschicht oder um Multischichten handelt. Zusammenfassend lasst sich jedoch
sagen, dass sich Teile der Membran abldsen.
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Messungen an LPS R45 Doppelschichten nach Vorinkubation mit hBD-3-6S
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Abbildung 42: Rasterkraftmikroskopische Hohenbilder (links) und Hohenlinien (rechts) einer reinen
LPS R45 Doppelschicht (oben), einer LPS R45 Doppelschicht inkubiert mit hBD-3-6S (Mitte) und der LPS
R45 Doppelschicht 66 min nach Bild B (unten) aufgenommen. Die Bilder wurden im Puffer im AC-Modus

aufgenommen.
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Die Untersuchungen an reinen LPS R45 Doppelschichten zeigten eine gleichmalige,
nahezu glatte Oberflache (Abbildung 42, oben). Die Doppelschicht war dabei ebenfalls
Uber mehrere Stunden stabil. Die Oberflache anderte sich jedoch, wenn vorher hBD-3-
6S mit den LPS Aggregaten inkubiert wurde. Zunachst erkannte man nur kleine Struk-
turen, diese wuchsen jedoch Uber die Zeit. Abbildung 42 (Mitte) zeigt den Zustand zu
Beginn der Messung, wahrend Abbildung 42, (unten) 50 min spater aufgenommen
wurde. Dabei wurden die Strukturen deutlich hoher (die einzelnen Strukturen sind in Ab-
bildung 42 Mitte etwa 1 nm hoch, Abbildung 42 unten jedoch etwa 2 nm). Auch bei
diesen mit hBD-3-6S vorinkubierten LPS Aggregaten |oste sich die ehemals ge-

schlossene Lipiddoppelschicht vom Mica ab.
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Messungen an LPS WBBO01 Doppelschichten nach Vorinkubation mit hBD-3-6S
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Abbildung 43: Rasterkraftmikroskopische Hohenbilder (links) und Héhenlinien (rechts) einer reinen
LPS WBBO01 Doppelschicht (oben), einer LPS WBB01 Doppelschicht inkubiert mit hBD-3-6S (Mitte) und der
LPS WBBO01 Doppelschicht 66 min nach Bild B (unten) aufgenommen. Die Bilder wurden im Puffer im AC-

Modus aufgenommen.
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Die Strukturen der LPS WBBO01 Doppelschichten unterscheiden sich von den oben be-
schriebenen Systemen. Schon die reine LPS WBBO01 Doppelschicht zeigte Fehlstellen
sowie einige Erhohungen (Abbildung 43 oben). Die Aggregate, die mit hBD-3-6S
vorinkubiert wurden, bildeten eine stark veranderte Oberflache (Abbildung 43 Mitte und
43 unten). Die Hohenbilder zeigten eine grole Anzahl an Erhdhungen. Mittels der Ho-
henlinien konnten Werte bis zu 25 nm, was deutlich hoher ist als die Werte einer Lipid-
doppelschicht, gezeigt werden. Insgesamt ist die Oberflache sehr rau. Auch war es
nicht moglich, mit dem verwendeten Cantilever die oberflachlichen Strukturen durch
Erhdhung der Kraft zu entfernen, und Versuche, mit Hilfe von Kraftkurven Aufschlisse
Uber die Dicke der Doppelschicht zu erhalten, misslangen aufgrund des zu weichen
Cantilevers. Ein harterer Cantilever zerstorte jedoch bei Messungen die Oberflache, so
dass keine Korrelation zwischen Hohenbildern und Kraftkurven gegeben war. Die
Ergebnisse machen deutlich, dass es durch Zugabe von hBD-3-6S zu LPS WBB01 zu
einer deutlichen Anderung der Aggregatstruktur und damit zur Struktur der Schicht auf
Mica kam. Im Gegensatz zu den Messungen mit LPS R45 und LPS R595 kam es je-

doch nicht zu einem grof3flachigen Abldsen der Doppelschicht.

6.1.2.7 Domanenbildung in LPS/PL Lipiddoppelschichten

Um zu untersuchen, ob sich Domanen in LPS/PL Doppelschichten bilden, wurden mit
Hilfe des Rasterkraftmikroskops in Verbindung mit dem Fluoreszenzmikroskop zwei ver-
schiedene Langmuir-Blodgett-Filme untersucht. Verwendet fir diese Versuche wurde

Abbildung 44: Keine Domanenformation in
einer Doppelschichtmembran LPS R45/PL.

Es ist keine Lipiddomanenformation in der

Doppelschicht erkennbar. Die PL Monoschicht ist

= 0 E auf dem Mica aufgebracht, wahrend die LPS R45
-1 Monoschicht in Richtung des Puffers (100 mM
-2 KCI, 5 mM MgCl; und 5 mM HEPES bei pH 7,0)

orientiert ist. Die Aufnahme wurde im AC-Modus
mit einem Cantilever des Typs CSG 11B durchge-
fuhrt.
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LPS R45 und der gleiche Puffer wie in den vorangegangenen Messungen. Es wurde ein
Cantilever des Typs CSG11 B verwendet.

In der ersten Versuchsreihe wurde die Phospholipidmischung (PL) auf die Mica-Seite
Ubertragen und die LPS R45 uber die PL Schicht prapariert (Siehe S. 110). Somit rich-
ten sich die Fettsdureketten gegeneinander aus und die Kopfgruppen des PL sind in
Richtung des Micas und die des LPS gegen den Puffer orientiert. Wie Abbildung 44
zeigt, ist keine Domanenbildung in der Lipiddoppelschicht erkennbar, lediglich geringfu-
gige Verschmutzungen auf der Oberflache. Auch bei anderen Auflésungen (Daten nicht

gezeigt) zeigten sich keine Domanen.

In der zweiten Versuchsreihe wurde das LPS R45 mit NBD-PE markiert und derart pra-
pariert, dass die Kopfgruppen in Richtung des Micas orientiert sind. Die PL-Schicht
wurde Uber die LPS-Schicht prapariert, so dass die PL-Kopfgruppen gegen den Puffer
ausgerichtet waren. Die Idee dabei war, dass die in den Monoschicht-Untersuchungen
gezeigte Domanenbildung unter Umstanden bei einer Bindung der LPS-Molekile an
das Mica erhalten bleibt. Eine solche Domanenbildung kénnte dann mit Hilfe der Fluo-

reszenzmikroskopie aufgezeigt werden.

pm
o
nm

0 2 4 6 8 10
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Abbildung 45: Keine Domanenformation in einer Doppelschichtmembran PL/LPS R45.

Es sind keine Lipiddomanen in der Doppelschicht erkennbar. Die LPS R45 Monoschicht ist auf
dem Mica aufgebracht, wahrend die PL Monoschicht in Richtung des Puffers (100 mM KCI, 5 mM
MgCl, und 5 mM HEPES bei pH 7,0) orientiert ist. Die LPS-Schicht ist mit NBD-PE markiert (A),
es zeigen sich keine Domanen in der LPS-Monoschicht. Die rasterkraftmikroskopische Aufnahme
wurde im AC-Modus mit einem Cantilever des Typs CSG 11B durchgefiihrt und zeigt ebenfalls

keine Doméanen (B).
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In der fluoreszenzmikroskopisch aufgenommen Abbildung 45 A erkennt man jedoch
keine Domanen in der LPS-Schicht. Um sicher zu stellen, dass man sich in der Ebene
der LPS-Monoschicht befindet, wurde die Gesamthelligkeit des Bildes maximiert. Be-

dauerlicherweise ist eine Verunreinigung der Optik auf dem Bild zu sehen.

Auch auf dem rasterkraftmikroskopischen Bild (Abbildung 45 B), welches von der PL-
Schicht der Doppelschicht erstellt wurde, sind keine Domanen erkennbar. Weitere Auf-
nahmen mit anderen AufnahmegrofRen zeigten ebenfalls keine Domanen (Daten hier
nicht gezeigt). Somit ist die Doppelschicht frei von Domanen in den jeweiligen Mono-

schichten und in der gesamten Doppelschicht.

6.1.2.8 Einfluss von hBD-3-6S auf die Domanenstruktur in asymmetrischen
Lipiddoppelschichten

Die Versuche im vorhergehenden Kapitel haben gezeigt, dass sich in einer LPS/PL-
Doppelschicht keine Domanen ausbilden. Die Frage, die in diesem Kapitel untersucht
werden soll ist, ob sich Lipiddomanen durch den Einfluss eines antimikrobiellen Pepti-

des induzieren lassen.

Dazu wurde mittels Langmuir-Blodgett-Technik (siehe S.) eine LPS R45/PL Doppel-
schicht-Membranen erzeugt. Dabei wurde zunachst die PL Monoschicht bei einem late-
ralen Druck von 20 mN/m auf der Micaseite, im zweiten Durchgang die LPS R45 Mono-
schicht bei gleichem lateralen Druck auf die PL Monoschicht aufgebracht. Diese wurden
mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops in wassriger Losung aufgenommen. In dem Puffer,
der mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0 versetzt wurde, wurde bis
zu einer Endkonzentration von 10 pg/ml hBD-3-6S zugegeben. Nach der Zugabe
wurden in einem Abstand von 8 min 32s Hohenbilder mit dem Rasterkraftmikroskop im
AC-Modus aufgenommen. Der zeitliche Abstand der Bilder ergab sich dabei aus der

Aufnahmegeschwindigkeit.
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8:30 min nach Zugabe 51 min nach Zugabe
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o
nm

Abbildung 46: LPS R45 / PL Doppelschichtmembran auf Mica nach Zugabe von 5 pg/ml hBD-3-6S in
die Subphase nach 8:30 min. (links) und nach 51 min. (rechts) mit dem Rasterkraftmikroskop aufge-

nommen.

Darstellung einer LPS R45 / PL Doppelschichtmembran, wobei die PL-Monoschicht auf der Mica-Seite auf-
gebracht wurde, wahrend die Kopfgruppen der LPS R45 Monoschicht in Richtung des Puffers orientiert
sind. Der Puffer besteht aus 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0 und Raumtemperatur.
Verwendet wurde ein Cantilever des Typs CSG 11 B. Die Aufnahmen wurde im Puffer im AC-Modus aufge-

nommen.

In Abbildung 46 werden exemplarisch das erste und das letzte Bild einer Messung ge-
zeigt. Dabei ist zu erkennen, dass es eine Vielzahl kleiner Bereiche gab, die in den
Bildern sehr hoch erscheinen. Die durchschnittliche Hohe dieser Bereiche betragt dabei
am Ende der Messung 1,88 nm. Diese Werte sind viel hoher als die Werte, die aus
einer Domanenbildung durch Phasentrennung des Lipides herrihren wurden. Betrach-
tet man die Gesamtflache der Datenpunkte mit einer Hohe Gber 750 pm, so ergibt sich
eine Zunahme von 0,13 ym? auf 1,25 um? innerhalb von 51 min der Messung. Zu-
sammenfassend kann ausgesagt werden, dass es keine Anderung der Membranstruk-
tur durch das hBD-3-6S gegeben hat. Da es neben dem hBD-3-6S keine weiteren
Anderungen im System gab, ist anzunehmen, dass die Erhdhungen Cluster des Peptids

auf der Oberflache der Membran darstellen.
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6.1.3 FRET-Spektroskopiemessungen an LPS-Aggregaten

Um die Interkalation der unterschiedlichen antimikrobiellen Peptide in LPS-Aggregate
(siehe S. 59) zu untersuchen, wurden FRET-spektroskopische Messungen (siehe S. 62)

in Abhangigkeit der Salzkonzentration durchgefuhrt.

Dazu wurden in zwei unterschiedlichen Puffern, die sich im Salzgehalt unterscheiden,
die Interkalation der drei antimikrobiellen Peptide hBD-3, hBD-3-6S und C-hBD-3-1-5-C
mittels des FRET-Signals in Aggregate, bestehend aus zwei verschiedenen LPS (LPS
WBB01 und LPS R45), gemessen. Die unterschiedlichen Pufferlosungen wurden
verwendet, da die Bindungseigenschaften der Aggregate sehr vom Salzgehalt des Puf-
fers abhangen, was schon in vielen Systemen in der Vergangenheit gezeigt werden
konnte. So fuhrt gerade Magnesium zu einer Quervernetzung der LPS-Molekule und so
zu einer erschwerten Interkalation der antimikrobiellen Peptide. Die Messungen wurden
bei einer Temperatur von 37°C durchgefuhrt. Um die Verdinnung der Fluorophore in-
nerhalb der Aggregate zu untersuchen, wurden die Signale des Donors durch die des
Akzeptors geteilt. Ein Anstieg des Gesamtsignales reprasentiert somit eine Interkalation
der Peptide in die Aggregate. Ein wichtiger Punkt ist, dass die Messungen mit LPS-
Aggregaten verschiedener Praparationen nicht untereinander vergleichbar sind. Daher
wurden zu jedem Aggregatansatz jeweils Kontrollmessungen durchgefuhrt, indem an-
statt der Peptidlosung nur das Losungsmittel (0,01% Essigsaure) zu der Aggregatlo-
sung hinzugegeben wurde. Messungen mit LPS R45-Aggregaten stellten sich im Laufe
der Untersuchungen als sehr schwierig heraus, da das gemessene Fluoreszenzlicht
eine niedrigere mittlere Intensitat hatte, als dies die Erfahrungswerte fur die anderen
LPS zeigten, zudem waren die Signale sehr verrauscht.

Zunachst sollen die Ergebnisse mit hBD-3 betrachtet werden. Dabei zeigen die
schwarzen und roten Kurven die Messungen mit dem Puffer bestehend aus 100 mM
KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0, wahrend die grinen und blauen Kurven die
Messungen mit einem Puffer bestehend aus 5 mM HEPES bei pH 7,0 reprasentieren.
Dabei wurden jeweils die Kontrollen durch Hinzugabe von 5 pl 0,01% Essigsaure (Kur-
ven schwarz und grun) durchgefuhrt. Jeweils 5 pg / ml hBD-3 (Kurven in rot und blau)

wurden flur die Interaktionsmessungen mit Peptid hinzugegeben.
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Abbildung 47: Einbaumessung von hBD-3 in Aggregate aus (A) LPS WBB01 und (B)
LPS R45.

Die Messungen wurden mit FRET-Spektroskopie in zwei verschiedenen Puffern bei T = 37°C

durchgefihrt.

Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0
schwarz: 5 ul 0,01% Essigsaure als Kontrolle,
rot: 5 ug / ml hBD-3

Puffer: mit 5 mM HEPES bei pH 7,0
5 pl 0,01% Essigsaure als Kontrolle
blau: 5 pg/ ml hBD-3.

Die Messungen mit LPS WBB01 Aggregaten (Abbildung 47 A) zeigen einen starken An-
stieg des Donor / Akzeptor-Signales fur beide Salzkonzentrationen im Puffer nach
Zugabe von hBD-3. Dies kann als ein Einbau der hBD-3 Molekdule interpretiert werden.
Betrachtet man die Messungen mit LPS R45 Aggregaten (Abbildung 47 B), so zeigt sich
nur ein Anstieg des Donor/Akzeptor-Signales mit dem Puffer (KCI und MgCl,). Die Kon-
trollmessungen mit reiner 0,01% Essigsaure zeigen hingegen keinen deutlichen Anstieg
der Signale, so dass es zu keiner Umorganisation der Fluorophore in den LPS Aggrega-
ten kam. Zusammenfassend bedeutet dies, dass es im Fall der LPS R45 Aggregate
eine Salzabhangigkeit der Interaktion mit hBD-3 bei einer Konzentration von 100 mM
KCI und 5 mM MgCl, gab. Diese Salzabhangigkeit wurde bei Interaktion von hBD-3- mit
LPS WBB01 Aggregaten nicht gemessen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fur hBD-3-6S betrachtet. Die Messungen zeigen
ein mit den Messungen mit hBD-3 vergleichbares Verhalten. Es kommt zu einem

starken Anstieg des Donor / Akzeptor-Signales fur beide Salzkonzentrationen im Puffer
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bei Zugabe von hBD-3-6S im Fall der LPS WBB01-Aggregate (Abbildung 48 A). Dies
kann generell als ein salzunabhangiger Einbau der hBD-3-6S Molekulle in die LPS-
Aggregate interpretiert werden. Jedoch ist zu beachten, dass es im Fall der Interaktion
des hBD-3-6S mit LPS WBBO01 Aggregaten zu einer geringeren Interkalation des hBD-
3-6S in die Aggregate kam, sofern sich Salze im Puffer befanden. Betrachtet man die
Donor/Akzeptor-Signale des hBD-3-6S Einbaus in LPS R45 Aggregate (Abbildung
48 B), so zeigt sich nur ein Anstieg der Messkurve bei dem Puffer mit KCl und MgCl..
Der zunachst schwache Anstieg im Fall des salzfreien Puffers und dem darauf
folgenden Abfall des Signales deutet auf eine Umorganisation der Aggregate oder
einem schwachen Einbau hin. Bei allen Messungen zeigt sich, dass es bei den Kontroll-
messungen mit Essigsaure keinen deutlichen Anstieg der Signale gibt, so dass es auch

zu keiner deutlichen Umorganisation der Fluorophore in den LPS-Aggregaten kam.
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Abbildung 48: Einbau von hBD-3-6S in Aggregate aus ( A) LPS WBBO01 und (B) LPS R45.

Die Messungen wurden mit FRET-Spektroskopie in zwei verschiedenen Puffern bei T = 37°C

durchgefihrt.

Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0
schwarz: 5 pl 0,01% Essigsaure als Kontrolle
rot: 5 ug / ml hBD-3-6S

Puffer: 5 mM HEPES bei pH 7,0
5 ul 0,01% Essigsaure als Kontrolle
blau: 5 ug / ml hBD-3-6S.

Etwas anders als das rekombinante hBD-3 und das hBD-3-6 verhalt sich das C-hBD-3-
1-5-C bei den FRET-Messungen. Die Darstellungen der Daten entspricht den vorhe-
rigen Darstellungen fur das hBD-3 und des hBD-3-6S.
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Abbildung 49: Einbau von C-hBD-3-1-5-C in Aggregaten aus (A) LPS WBBO01 und (B)

LPS R45.
Die Messungen wurden mit FRET-Spektroskopie in zwei Puffern bei T = 37°C durchgefiihrt.

Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES bei pH 7,0
schwarz: 5 pl 0,01% Essigsaure als Kontrolle
rot: 5 ug / ml C-hBD-3-1-5-C

Puffer: 5 mM HEPES bei pH 7,0
5 pl 0,01% Essigsaure als Kontrolle
blau: 5 ug/ ml C-hBD-3-1-5-C

Im Fall der Interaktion des C-hBD-3-1-5-C mit LPS WBBO01 Aggregaten (Abbildung
49 A) zeigte sich nur im salzfreien Puffer ein deutlicher Anstieg des Donor/Akzeptor-Si-
gnals. Der Anstieg im Fall des MgCl, und KCI haltigen Puffers fallt sehr gering aus. Dar-
aus kann geschlossen werden, dass sich nur im salzfreien Puffer eine nennenswerte
Menge an C-hBD-3-1-5-C in die Aggregate einbauen kann. Ebenfalls etwas undiffe-
renziert zeigt sich das Verhalten der Interkalation des C-hBD-3-1-5-C in LPS R45-
Aggregate (Abbildung 49 B). Auch hier kam es nur im Fall des salzfreien Puffers zu
einem deutlichen, wenn auch geringen Anstieg des Donor/Akzeptor-Signals. Die
Anderungen sind im Allgemeinen sehr gering, fiir die salzfreien Puffer kann jedoch fiir
beide LPS von einer schwachen Interkalation des C-hBD-3-1-5-C in die Aggregate

gesprochen werden.
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6.1.4 Messung der Phasenluibergangstemperatur mittels FTIR-
Spektroskopie

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die verschiedenen antimikrobiellen Peptide auf
das Phasenverhalten der Fettsaureketten der LPS-Molekiile haben, wurden die Pha-
senubergange der Lipide mittels Fourier-transformierter Infrarot (FTIR) Spektroskopie
gemessen. Allgemein zeigen die antimikrobiellen Peptide einen sehr geringen Einfluss

auf das Phasenverhalten der Fettsaureketten.

Die LPS Aggregate wurden in einem Puffer aus 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM
HEPES bei pH 7,0 prapariert und gemessen. Es wurden Aggregate aus drei Tiefraumu-
tanten-LPS verwendet, LPS WBBO01, LPS R595 und LPS R45 eingesetzt und der
Einfluss von drei humanen p-Defensinen, hBD-3-6S, C-hBD-3-1-5-C und hBD-2, in ver-
schiedenen molaren Verhaltnissen zum LPS untersucht. Fur entsprechende Messungen
mit rekombinatem hBD-3 war keine ausreichende Menge des Peptides vorhanden. Die

Messungen wurden in einem Temperaturbereich zwischen 5 und 70°C durchgeflhrt.

Die Phasenubergangstemperaturen der reinen LPS Aggregate sind in Tabelle 14
angegeben. Diese dienen als Ausgangswerte fur die Werte, die nach Zugabe der Pepti-
de ermittelt wurden. Dabei zeigt sich, dass der Fehler dieser aus verschiedenen An-
satzen gemittelten Werte sehr grol3 im Vergleich zu den durch die Peptide induzierten
Anderungen ist. Diese groRRen Fehler zeigen, dass es nur sinnvoll ist, die absoluten
Phasenubergangstemperaturen darzustellen, sofern die LPS Aggregate aus einem An-

satz stammen. Dies ist im Folgenden entsprechend gehandhabt worden.

LPS Aggregate LPS WBBO01 LPS R595 LPS R45

Phasenubergangstemperatur / °C 50,2+24 349+2 42,3+ 0,7

Tabelle 14: Phaseniibergangstemperaturen der verschiedenen LPS Aggregate.

Die Messungen wurden in einem Puffer durchgefiihrt aus 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM
HEPES bei pH 7,0 durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zur Anderung der Phaseniibergangstemperatur infolge der Peptid-Ein-

wirkung werden in der Tabelle 15 angegeben. Desweiteren zeigen die Abbildungen 50
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und 51 typische Verlaufe der Wellenzahlen der symmetrischen Streckschwingung der

CHx-Gruppen in Abhangigkeit der Temperatur.

Aufgrund der geringen zur Verfugung stehenden Menge an aktivem hBD-2 wurden mit
diesem Peptid nur Messungen mit zwei verschiedenen LPS Chemotypen durchgefihrt

(Tabelle 15). Die Messungen zeigten jedoch keinen signifikanten Einfluss des hBD-2 auf

284 ————T T T 1 Abbildung 50: Einfluss von hBD-3-6S auf den
: Phaseniibergang von LPS WBB01
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troskopie an LPS WBBO01 Aggregaten ge-
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blau: 1 : 1 M/M LPS:hBD-3-6S
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das Phasenverhalten der Fettsaureketten des LPS WBBO01, die Phasenubergangstem-
peratur des Lipides blieb unverandert. Nur geringfiigig gréRer war die Anderung der
Phasenubergangstemperatur fur LPS R45 Aggregate, was aber auch in diesem Fall

nicht signifikant war.

Mit dem hBD-3-6S wurden Messungen an drei verschiedenen LPS-Aggregaten vorge-
nommen (Tabelle 15). Abbildung 50 zeigt einen typischen Messgraphen. Dabei zeigt die
schwarze Kurve die Messung ohne Peptid, die rote Kurve die Messungen im molaren
Verhaltnis 10:1 LPS : hBD-3-6S, die griine Kurve das Verhaltnis 2 : 1 LPS : hBD-3-6S
und die blaue Kurve eine 1:1 LPS:hBD-3-6S dar. Betrachtet man zunachst die
Messungen mit LPS WBBO01, so zeigt sich ein geringer Einfluss des Peptides auf den
Phasenubergang der Fettsaureketten der Lipide. Es zeigt sich eine Verschiebung der
Phasenubergangstemperatur zu niedrigeren Temperaturen ab einem molaren Verhaltnis
von 2:1 zwischen LPS und hBD-3-6S. Die Fettsaureketten der Lipide werden bei glei-
cher Temperatur somit fluider. Der Phasenubergang ist, wie fur naturliches LPS ublich,
relativ breit. Bei niedrigeren Temperaturen sind die Fettsaureketten rigide (Wellenzahlen

119



Ergebnisse

unterhalb von 2850 cm™), wahrend sie bei hoheren Temperaturen fluide sind (Wellen-
zahlen oberhalb von 2852,5 cm™). Vergleicht man diese Daten mit denen von LPS
R595-Aggregaten, so zeigte sich bei diesen Messungen kein nennenswerten Unter-
schied zwischen den reinen LPS-Aggregaten und den Aggregaten unter dem Einfluss
des Peptides. Das gleiche Verhalten zeigt sich bei LPS R45 Aggregaten. Auch bei
diesen Messungen zeigten sich keine Anderung des Phasenverhaltens unter dem
Einfluss des hBD-3-6S.

Aus das Peptid C-hBD-3-1-5-C hatte keinen Einfluss auf die Phasenubergangstempera-
tur von LPS Aggregaten (Abbildung 51).

BA—— T T 1 Abbildung 51: Einfluss des C-hBD-3-1-5-C
[ auf den Phaseniibergang von LPS WBBO01
2853 - .
[ // 1 Der Phasenlbergang wurde mittels FTIR an
- ]
LPS WBBO01 Aggregaten gemessen.
§ 2852 B ] . .
z [ ] schwarz: kein Peptid
3 [ ]
é 2851 L ] rot: 10:1 M/M LPS : C-hBD-3-1-5-C
2 21 M/IM LPS:C-hBD-3-1-5-C
2850:— - 7 — Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM
- = 1 HEPES bei pH 7,0
gagl— 0 1
0 20 40 60 80

Temperatur / °C
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Anderung der Phaseniibergangstemperatur nach
Zugabe des Peptides zu LPS-Aggregaten
molares
zugegebenes
Peptid Verhaltnis A LPS WBB01/°C | LPS R595/°C LPS R45/°C
epti
P LPS:Peptid
1:0,1 -1,5 n.b. -2.2
hBD-2
1:0,5 -0,2 n.b. -1,2
1:0,1 -6,1 1,7 1,3
hBD-3-6S 1:0,5 -8,2 -0,7 0,7
1:1,0 -8 -1 0,9
1:0,1 -0,9 0,6 -2,1
C-hBD-3-1-5-C
1:0,5 0,1 0,8 -1

Tabelle 15: Phaseniibergangstemperaturen verschiedener LPS Aggregate nach Zugabe hu-
maner B-Defensine.

Verwendeter Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES pH 7,0. n.b.: nicht bestimmt

Zusammenfassend zeigt Tabelle 15, dass mit Ausnahme des hBD-3-6S bei LPS WB-
B01 Aggregaten, die Peptide keinen oder hochstens einen sehr geringen Einfluss auf
die Fettsaureketten in LPS Aggregaten haben.

6.1.5 Messungen an freistehenden, rekonstituierten Membranen

Diese Messungen liefern, mittels elektrischer Messungen an freistehenden Membranen
(siehe S. 64), Ergebnisse zur Aufklarung der molekularen Wechselwirkungen zwischen
humanen B-Defensinen mit der auReren Membran Gram-negativer Bakterien. Dazu
werden die durch die antimikrobiellen Peptide induzierten Permeabilitatsanderungen in
verschiedenen, mittels der Montal-Mueller-Technik rekonstituierten Membranen ge-
messen. Exemplarisch wurden drei in Bezug auf ihre Lipidzusammensetzung unter-

schiedliche asymmetrische Membranen untersucht. Die PL-Monoschicht, diese stellt die
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innere Monoschicht der au3eren Membran Gram-negativer Bakterien dar, auf der trans-
Seite (dabei handelt es sich um die Seite, die der Peptidzugabe gegenuber liegt) blieb
dabei jeweils unverandert, wahrend die auf der cis-Seite praparierte LPS-Monoschicht
variiert wurde. Es wurde wiederum LPS von drei verschiedenen Raumutantenstammen
verwendet, das LPS WBBO01, das LPS R595 und das LPS R45. Auf Grund der Vielzahl
der Peptide kam es zur Beschrankung auf die oben genannten LPS, die jeweils nicht
notwendigerweise durchgangig mit jedem Peptid verwendet werden konnten.

Alle Messungen wurden mit einem einheitlichen Puffer durchgefthrt, der 100 mM KCI,
5 mM MgCl; und 5 mM HEPES enthielt und mit Hilfe von KOH auf pH 7,0 eingestellt
wurde. Die Temperatur wurde bei allen Versuchen auf 37°C geregelt. Es wurden zwei
unterschiedliche Messparameter bestimmt, die Membrankapazitat und der Strom durch
die Membran. Auf Grund der meist kurzen Lebensdauer der Membranen nach Zugabe
der verschiedenen antimikrobiellen Peptide konnten keine komplexen Spannungsvaria-
tionen durchgefihrt werden. Stattdessen wurde eine konstante Spannung Uber den
Zeitraum der Messung Uber die Membran angelegt. Dabei ist zu beachten, dass die
Elektrode der PL-Seite (trans-Kompartiment) geerdet ist und die Elektrode im cis-Kom-
partiment, also auf der LPS-Seite, gegenuber dieser auf positives oder negatives Po-
tential gebracht werden kann. Ist die resultierende Spannung positiv, entspricht dies
dem naturlichen System, da im biologischen System die dem Zellinneren zugewandten

Seite mit -26 mV negativ ist.

Es sei noch angemerkt, dass die gezeigten Diagramme nicht immer die gesamte
Messung zeigen, sondern nur die fur die zu machende Aussage interessanten Teile.
Dies folgert, dass die einzelnen Diagramme nicht notwendigerweise bei t =0 s be-

ginnen.

6.1.5.1 Untersuchungen mit dem hBD-3-6S

Bei diesen Messungen wurde das in 0,01% Essigsaure geloste hBD-3-6S auf der LPS-
Seite (im cis-Kompartiment) zugegeben. Generell kam es zu einer schwachen

Anderung der Kapazitat, zur Ausbildung kleiner transienter Lasionen.
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hBD-3-6S induzierte Anderung der Membrankapazitit

Nach der Zugabe des hBD-3-6S kam es zu einer Anderung der Kapazitat bei allen un-

tersuchten LPS/PL Membranen. Dabei weisen die Messungen nach Zugabe des hBD3-

I oo | Abbildung 52: Exemplarischer Verlauf der
106 N ] Membrankapazitat einer LPS R45/PL Mem-
/ Peptidzugabe ] bran nach Zugabe von hBD-3-6S auf der LPS-

1,04 L ] Seite.
S ] Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl; und 5 mM
o 102 ] HEPES bei pH 7,0 und 37°C verwendet. Peptid-

konzentration: 4 pg/ml

P IR (T R R R N
0 100 200 300 400 500 600 700

Zeit/s

6S keinen qualitativ eindeutigen Verlauf auf. Es kam sowohl zum Anstieg als auch zum
Abfall der Kapazitat. Dieses Verhalten war dabei nicht abhangig von der eingesetzten
Menge des Peptides (Daten nicht gezeigt). Die Abbildung 52 zeigt einen Verlauf der
Anderung der Kapazitat fir eine LPS R45/PL-Membran, mit denen die meisten Versu-

che zur Kapazitatsanderung gemacht wurden.
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hBD-3-6S induzierte Stromfluktuationen

Durch die Zugabe von hBD-3-6S war es moglich, in allen verwendeten LPS/PL-Mem-
branen Stromfluktuationen bei positiven (physiologischen) Spannungen zu induzieren.
Zur Induktion des Stromflusses waren Spannungen von nur +20 mV, aber eine im Ver-
gleich zu anderen untersuchten antimikrobiellen Peptiden hohe Konzentration von
5 ug/ml an hBD3-6S notwendig. Bei negativen Spannungen traten im Fall von LPS
R45/PL Membranen keine Lasionen auf. Abbildung 53 zeigt unterschiedliche Stromver-

laufe durch unterschiedliche Membranen, die aber nicht charakteristisch fur die jewei-

100 - 1

Strom / pA
Strom / pA

. . 1 . 1 . 1
840 850 860 870 0 100 200 300 400

Zeit/s Zeit/s
Abbildung 53: Stromfluss durch hBD-3-6S-induzierte Lasionen in einer (A) LPS R45/PL Membran
und (B) LPS R595/PL Membran bei konstanter Spannung von 20 mV.

Die beiden gezeigten Stromfliisse sind charakteristisch fiir das Verhalten des hBD-3-6S und kénnen in
allen verwendeten Membranen auftreten. Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM HEPES bei pH 7,0
und 37°C verwendet. Peptidkonzentration: 5 pg/mi

ligen LPS/PL-Membranen sind, sondern lediglich zwei Charakteristiken darstellen, die
durch hBD-3-6S induziert wurden. Der Verlauf des Stromes durch die Membran ist
qualitativ in zwei Charakteristiken unterteilbar: Im Grof3teil der Messungen traten nach
einer langeren Wartezeit mit angelegter Spannung Stromschwankungen auf, woraufhin
die Membran zerstort wurde. Der Verlauf des Stromes war dabei ahnlich: der Strom
stieg Uber die Zeit immer weiter an, bis die Membran kollabierte (Abbildung 53 A). In
einigen Fallen jedoch kam es nur zu Stromflissen Uber einen begrenzten Zeitraum, der
nicht zur Zerstérung der Membran fuhrte (Abbildung 53 B). Eine statistische Auswertung
ist auf Grund der Inhomogenitat der unterschiedlichen Messungen nicht madglich, so

dass dieses Verhalten nur qualitativ gezeigt werden kann. Zudem kann die tatsachliche
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Konzentration des Peptides aufgrund der Zugabetechnik nicht absolut reproduziert

werden.

Lebensdauer asymmetrischer Membranen nach Zugabe von hBD-3-6S

Die Betrachtung der Membranlebensdauer nach Zugabe des hBD-3-6S fuhrt zu der Be-

obachtung, dass in der Tendenz die Lebensdauer der Membranen mit steigender Kon-

zentration des Peptides abnimmt. Auch bei dieser Auswertung ist jedoch zu beachten,

dass die Standardabweichung der Mittelwerte sehr grol} ist, was von der Heterogenitat

der Messungen an den planaren Membranen und der Tatsache, dass es sich um

Messungen an einzelnen Membranen und nicht um eine grol3e Anzahl an Aggregaten

wie dies z.B. bei spektroskopischen Messungen der Fall ist, herrihrt. Da es sich um

zeitaufwendige Messungen an einzelnen Membranen handelt, ist zudem die Verringe-

rung des Fehlers Uber eine grolde Anzahl an Messungen nicht zu realisieren. Die Mittel-

werte wurden aus 2 bis 8 Einzelmessungen ermittelt.

Konzentration/ Mittlere Lebensdauer |Standardabweichung
LPS Mg/ml nach Zugabe / s I's
5 845 332
WBBO01
10 129 102
R595 7 249 125
3,5 1528 521
4 1215 710
R45 5 909 756
6 320 21
7 680 276

Tabelle 16: Ubersicht iiber die Lebensdauer unterschiedlicher LPS/PL Membranen nach

Zugabe von hBD-3-6S in unterschiedlichen Konzentrationen.
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6.1.5.2 Untersuchungen mit C-hBD-3-1-5-C

Nach Zugabe des antimikrobiellen Peptides C-hBD-3-1-5-C kam es zu einer Anderung
der Kapazitat der Membranen. Auch war es moglich bei positiven (physiologischen)

Spannungen Stromfluktuationen durch LPS/PL-Membranen zu induzieren.

C-hBD-3-1-5-C induzierte Anderung der Membrankapazitt

In dieser Arbeit wurden fur LPS WBBO01/PL Membranen Kapazitatsmessungen mit dem
Peptid C-hBD-3-1-5-C durchgefuhrt. Diese zeigten einen qualitativ einheitlichen Verlauf:
Nach der Zugabe des Peptides steigt die Kapazitat der Membran und erreicht einen
maximalen Wert, der etwa 20 % bis 30 % hoher liegt als der Anfangswert. Uber die wei-
tere Messzeit sank die Kapazitat geringflugig (Abbildung 54).

Abbildung 54: Verlauf der Membrankapazitat

L3 Peptidzugabe 7 einer LPS WBBO01/PL Membran nach Zugabe
/ 1 von C-hBD-3-1-5-C auf der LPS-Seite.
12k 1 Puffer: 100 mM KCI, 5mM MgCl, und 5 mM
i HEPES bei pH 7,0 und 37°C verwendet. Peptid-
8 |  konzentration: 2,3 pug/ml
11f i

IR R N MU R
0 100 200 300 400 500 600

Zeit/s

C-hBD-3-1-5-C-induzierte Stromfluktuationen

Diese Untersuchungen wurden mit dem LPS WBB01 und dem LPS R45 durchgefuhrt.
Dabei wurde speziell darauf geachtet, ab welchen Spannungen die Stromfluktuationen

durch das Peptid in den verschiedenen LPS/PL-Membranen induziert werden konnten.

126



Ergebnisse

Abbildung 55: Stromfluss durch C-hBD-3-1-5-
C induzierte Lasionen in einer WBB01/PL
Membran bei konstanter Spannung von
25 mV.
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Im Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit untersuchten Peptiden ist zur Induktion der
Stromfluktuationen eine deutlich hdhere Spannung (etwa 25 mV) und hdhere Kon-
zentrationen des C-hBD-3-1-5-C notwendig (Abbildung 55). Das Auftreten des Strom-
flusses fuhrt bei den LPS/PL Membranen nicht sofort zur Zerstorung der Membran, son-
dern es kommt Uber einen langen Zeitraum zu sehr starken Stromschwankungen. Diese
Schwankungen unterscheiden sich jedoch in Bezug auf ihre Charakteristik sehr stark
von denen, die das hBD-3-6S oder das hBD-3 induzieren. Der mittlere Strom durch die
Membran ist bei diesen Fluktuationen bedeutend hoher, ebenso die Grolenordnung der
Schwankungen selbst. Interessanterweise fuhren diese starken Stromschwankungen
nicht zu einer schnellen Zerstorung der Membran. Es zeigten sich jedoch auch keine
konstanten Stromfliisse, die auf eine stabile Offnung durch die Membran schlieRen
lassen wurden, was mit Hilfe von einem Histogramm gezeigt werden konnte (Daten
nicht gezeigt).

Lebensdauer asymmetrischer Membranen nach Zugabe von C-hBD-3-1-5-C
In der folgenden Tabelle sind die Lebensdauern der unterschiedlichen LPS/PL Mem-
branen nach Zugabe des C-hBD-3-1-5-C angegeben. Auf Grund der geringen Anzahl

der Messungen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Peptides werden hier nur
zwei Werte angegeben. Die Standardabweichung der Lebensdauer ist, wie oben schon
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erlautert, auch in diesen Fall sehr gro3. Die Mittelwerte wurden aus 2 bis 4 Einzel-

messungen ermittelt.

Konzentration/ Mittlere Lebensdauer Standardabwei-
LPS Mg/ml nach Zugabe /s chung /s
WBBO01 5 1780 1699
R45 10 1200 1020

Tabelle 17: Ubersicht iiber die Lebensdauer unterschiedlicher LPS/PL Membranen nach
Zugabe von C-hBD-3-1-5-C

6.1.5.3 Untersuchung hBD-3 induzierter Lasionen

Ziel dieser Untersuchungen war es zu klaren, ob hBD-3 stabile Offnungen in der Mem-
bran (Poren) mit sehr kurzer Lebensdauer bildet oder ob das Peptid statistisch von ein-
ander abhangige Storungen der Membranintegritat (Lasionen) bildet. Beide Modellvor-
stellungen wirden durch die Uberlagerung von Einzelereignissen zur Ausbildung der
beobachteten Stromfluktuationen fuhren. Mit Hilfe des neu entwickelten Messsystemes
war es moglich, Stromspuren mit sehr hoher zeitlicher Auflosung aufzunehmen. Die so
aufgenommenen Daten wurden an ausgewahlten Zeitpunkten mit Hilfe einer Fourier-
analyse auf charakteristisches Rauschen analysiert sowie mit Hilfe der Autokorrelations-
funktion in Bezug auf ihre statistische Abhangigkeit untersucht. Dazu wurden Strom-
spuren mit einer Abtastfrequenz von 140 kHz aufgenommen und kurze Zeitabschnitte
fur die beiden Analysen ausgewahlt. Dabei wurde das analoge Filter des Verstarkers mit
20 kHz verwendet. Dies fuhrt dazu, dass die hohere Abtastfrequenz nur zur Verringe-
rung der Quantisierung des Signals verwendet wurde. Das antimikrobielle Peptid PMB

wurde als Vergleichssubstanz verwendet.

Zur Auswertung wurden direkt die Orginaldaten verwendet. Bei den hier gezeigten
Stromspuren wurde zur besseren Ubersicht eine Glattung der Daten (Abbildung 56
oben) vorgenommen. Die analysierten Daten werden jedoch ohne Glattung gezeigt (Ab-
bildung 56 unten). Im Fall der ausgewerteten Autokorrelationsdaten wurde die Laufva-
riable mittels der Abtastfrequenz wieder in eine Zeit umgerechnet, damit die Ubersicht-
lichkeit der Daten erhalten bleibt.
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Aufgrund der sehr gro3en Datenmenge (mehrere GByte), die bei diesen Untersu-
chungen entstehen, und der damit verbundenen sehr langen Rechenzeiten konnten nur
Messungen mit LPS/PL Membranen LPS WBBO01 und zwei antimikrobiellen Peptiden
(PMB und hBD-3) durchgefuhrt werden.

Weitergehend wurde ein einheitlicher Puffer bei T = 37°C verwendet, der 100 mM KCl,
5 mM MgCl; und 5 mM HEPES bei pH 7,0 beinhaltet.

Stromspuranalyse mittels Fouriertransformation

Fur diese Analyse wurde Uber drei Zeitabschnitte eine Fouriertransformation durchge-
fuhrt. Zunachst wurde eine Rauschanalyse des Grundrauschens der intakten Membran
vorgenommen, der zweite Abschnitte ist der Zeitbereich in dem der Stromfluss beginnt
und der dritte besonders interessante Zeitabschnitt ist in dem Bereich, in dem der Strom

bzw. die Stromfluktuationen einen nahezu konstanten Wert erreichen.

Fur die Untersuchungen mit PMB wurden jeweils Daten einer Lange von 200.000
Punkten, was etwa 1,4 s entspricht, verwendet. Es ergibt sich somit ein Frequenzspek-
trum der Lange von 100.000 Datenpunkten, welches Aussagen bis zu einer Frequenz

von 5 Hz zulasst.

Im Fall des PMB zeigt sich folgendes Verhalten der Stromspur (Abbildung 56 oben): Der
Strom steigt sprunghaft an und halt danach einen nahezu konstanten Wert, bis die
Membran zerstort wird. Der Strom unterliegt dabei einem geringen Rauschen, dies zeigt
die Fourieranalyse (Abbildung 56 unten) sehr deutlich. Das Rauschverhalten des
Stromflusses durch die Membran ist dem Grundrauschen (vergleiche Abbildung 56 un-
ten links und rechts) sehr ahnlich. Lediglich in der Ubergangsphase (Abbildung 56 un-
ten, Mitte) ergibt sich ein hdheres Rauschniveau bei Frequenzen unterhalb von 100 Hz.
Gut zu erkennen ist, dass das Grundrauschniveau bei Frequenzen oberhalb von 300 Hz
sowie die in allen Diagrammen sichtbaren Stérungen in den drei ausgewahlten Zeitbe-
reichen in Bezug auf ihre Amplitude nahezu gleich bleiben, was sicherstellt, dass die

Messungen untereinander gut vergleichbar sind.
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Abbildung 56: Untersuchung des Rauschverhaltens PMB-induzierter stabiler Lasionen in WB-

B01/PL Membranen mittels Fourieranalyse.

Oben: analysierte Stromspur; unten: Ergebnisse der an den unterschiedlichen Zeitpunkten durchge-
fuhrten FFT-Analysen.

Die Daten wurden bei konstanter Spannung von 20 mV auf genommen. Die PMB Konzentration betrug
1,7 pug/ml. Es wurde ein Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM HEPES und pH 7,0 bei 37°C

verwendet.

Fur die Messungen mit hBD-3 wurde, aufgrund der deutlich unruhigeren Stromspur, ein

Zeitintervall von 700.000 Punkten ausgewahlt. Dies entspricht etwa 5 s und Iasst somit

Aussagen im Frequenzspektrum bis etwa 2 Hz zu.

Die Stromspur zeigt dabei einen anderen Verlauf als bei den Messungen mit PMB (Ab-

bildung 57 oben): Nach Beginn des Stromflusses steigt der Strom zunachst leicht an

und erreicht einen im Mittel konstanten Wert der gehalten wird, bis die Membran zer-

stort wird. Dabei ist der Strom stark verrauscht und zeigt viele Spitzen kurzer Dauer. Die

Rauschanalyse (Abbildung 57 unten) zeigt dieses Verhalten sehr deutlich. Im Grund-

spektrum (Abbildung 57 unten, links) sind im Wesentlichen die Netzstérungen sowie

das systemische Rauschen oberhalb von 500 Hz sichtbar. Bei Beginn der Stromfluktua-

130



Ergebnisse

tionen (Abbildung 57 unten, Mitte) zeigt sich ein leicht erhdhtes Rauschen in einem
Frequenzbereich unterhalb von etwa 300 Hz. Dieses erhoht sich weiter, wenn die
Stromfluktuationen den stationaren Zustand erreicht haben. In diesem Bereich nimmt
die Amplitude bei niedrigen Frequenzen im Vergleich zum Anfangsbereich und dem
Anfangsbereich extrem stark zu (Abbildung 57 unten, rechts). Dabei lasst sich ein Maxi-
mum in Bereich zwischen 10 und 50 Hz erkennen. Dies bedeutet, dass die meisten

Fluktuationen eine Lebensdauer zwischen 20 und 100 ms haben.
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Abbildung 57: Untersuchung des Rauschverhaltens hBD-3-induzierten Lasionen in WBB01/PL
Membranen mittels Fourieranalyse.
Oben: analysierte Stromspur; unten: Ergebnisse der an den unterschiedlichen Zeitpunkten durchge-

fihrten FFT-Analysen.

Die Daten wurden bei konstanter Spannung von 20 mV auf genommen. Die hBD-3 Konzentration betrug
5 pg/ml. Es wurde ein Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM HEPES und pH 7,0 bei 37°C

verwendet.
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Stromspurenanalyse mittels Autokorrelationsfunktion

Um zu untersuchen, ob die Lasionen bzw. Poren statistisch voneinander abhangig sind,
wurde an den drei entsprechenden Zeitabschnitten, die fur die Rauschanalyse ausge-

wahlt wurden, eine Autokorrelationsanalyse durchgefuhrt.

Zunachst sollen die Daten mit PMB betrachtet werden. Dazu wurden jeweils Intervalle
von 160.000 Datenpunkten Lange, dies entspricht etwa 1,1 s, zu den ausgewahlten
Zeitpunkten definiert. Danach wurde Uberprift, ob die Reihe an Datenpunkten stationar
ist, was im Fall der Daten fur PMB gegeben ist. Daraufhin wurde an den drei Punkten

die Autokorrelationsfunktion bis zu einer Laufvariablen von bis zu 160.000 berechnet.
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Abbildung 58: Untersuchung der statistischen Abhédngigkeit PMB-induzierten Poren in WBB01/PL

Membranen mittels Autokorrelationsfunktion.

Oben: analysierte Stromspur; unten: Ergebnisse der an den unterschiedlichen Zeitpunkten durchge-

fihrten Autokorrelationsanalysen.

Die Daten wurden bei konstanter Spannung von 20 mV auf genommen. Die PMB Konzentration betrug
1,7 ug/ml. Es wurde ein Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM HEPES und pH 7,0 bei 37°C

verwendet.
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Unter Beachtung des Vertrauensintervalles werden nur Datenpunkte bis zu einer Zeit

von 0,5 s (entsprechend einer Laufvariable von bis zu 80.000) dargestellt.

Die Autokorrelationsfunktion (Abbildung 58 unten, links) zeigt schon im Grundbereich
des Stromes einen relativ hohen Wert im Vergleich zu den Messungen mit hBD-3 (Ab-
bildung 59). Dies liegt darin begrindet, dass das Messsystem wahrend der gezeigten
Messung stark rauschte. Da dieser hohe Rauschanteil wahrend der Messung konstant

blieb, ist der hohe Anfangswert jedoch irrelevant.

Ausgehend vom Grundbereich (Abbildung 58 unten, links) zeigt sich, dass nur in der
Anfangsphase des Stromflusses der Wert der Autokorrelation deutlich ansteigt (Abbil-
dung 58 unten, Mitte). Im weiteren Verlauf des Stromflusses sind die Werte wieder nied-
riger, erreichen jedoch nicht den Wert des Grundbereiches (Abbildung 58 unten,
rechts). Ohne der Interpretation zu weit vorzugreifen, soll hier kurz erlautert werden,
was die Diagramme bedeuten. Aufgrund des hohen Rauschens des Messsystems
ergeben sich schon fur das Grundsignal (Abbildung 58 unten, links) sehr hohe statis-
tische Abhangigkeiten innerhalb der Zeitreihe. Im Bereich des Beginns des Strom-
flusses (Abbildung 58 unten, Mitte) erhoht sich die statistische Abhangigkeit der Daten
untereinander, was spater zu diskutieren ist. Im weiteren Verlauf erniedrigt sich die
Abhangigkeit innerhalb der Zeitreihe trotz des im Vergleicht zum Grundsignal erhdhten
Stromes wieder. Dies liegt darin begrindet, dass die Autokorrelationsfunktion nur die
Anderungen des Signals, aber nicht dessen Mittelwert berticksichtigt. Das heiflt, das
der Strom durch die Membran im Fall des PMB nahezu die gleiche statistische Abhan-

gigkeit aufweist wie das Rauschen des Grundzustandes.
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Im Folgenden sollen die Daten fur die hBD-3-induzierten Stromfluktuationen ausge-
wertet werden. Dazu wurden jeweils Intervalle von 140.000 Datenpunkten Lange (ent-
sprechend 1 s) zu den ausgewahlten Zeitpunkten definiert. Bei der Uberpriifung, ob die
einzelnen Zeitreihen stationar sind, zeigte sich, dass dies fur die Daten des mittleren
Zeitintervalls nicht der Fall war. Daher wurde in diesem Bereich mittels einer linearen

Regression eine lineare Funktion bestimmt und mittels Subtraktion dieser die Daten des
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Abbildung 59: Untersuchung der statistischen Abhédngigkeit hBD-3-induzierter Lasionen in WB-

B01/PL Membranen mittels Autokorrelationsfunktion

Oben: analysierte Stromspur; unten: Ergebnisse der an den unterschiedlichen Zeitpunkten durchge-

fihrten Autokorrelationsanalysen

Die Daten wurden bei konstanter Spannung von 20 mV auf genommen. Die hBD-3 Konzentration betrug
5 pg/ml. Es wurde ein Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM HEPES und pH 7,0 bei 37°C

verwendet.

mittleren Zeitabschnittes stationar gemacht. Daraufhin wurde die Autokorrelationsfunkti-
on bis zu einer Laufvariablen von bis zu 140.000 in allen Intervallen berechnet, jedoch
werden hier die Daten nur bis zu einer Laufvariablen von 70000 (entsprechend einer

Zeit von 0,5 s) angezeigt, um das Vertrauensintervall einzuhalten.
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Betrachtet man die Daten (Abbildung 59) im Vergleich zu den vorherigen Daten, so er-
kennt man, dass im Grundbereich die statistische Abhangigkeit deutlich kleiner ist. Dies
liegt darin begrindet, dass bei diesen Aufnahmen das Grundrauschen deutlich geringer
war. Im Grundbereich (Abbildung 59 unten, links) liegen die Werte der Autokorrelations-
funktion nahe bei 0, so dass hier keine statistische Abhangigkeit der Daten unterein-
ander festzustellen ist. Im Ubergangsbereich, bei Beginn der Stromfluktuationen, zeigt
sich dass die Daten Uber eine langere Zeit statistisch abhangig sind (Abbildung 59 un-
ten, Mitte). Ein vergleichbares Bild zeigt sich, wenn die Stromfluktuationen einen statio-
naren Zustand erreicht haben (Abbildung 59 unten, rechts). Die Daten der Autokorre-
lationsfunktion unterscheiden sich in diesen beiden Bereichen nur sehr geringfugig.
Dies bedeutet, dass die statistische Abhangigkeit der Lasionen Uber die Zeit nicht
andert, so dass die Lasionen auch im stationaren Zustand voneinander abhangig sind,

was bei PMB-induzierten Poren nicht der Fall ist.

6.2 Biophysikalische Ergebnisse an rekonstituierten mykobakteri-
ellen Membranen

In diesem Abschnitt werden alle Daten an rekonstituierten mykobakterieller Membranen
vorgestellt. Dazu gehoéren zunachst die Versuche an substratgestitzten Mono- und
Doppelschichten sowie an freistehenden symmetrischen Membranen, die nach der

Montal-Mueller-Technik prapariert worden sind.

6.2.1 Versuche mit Rasterkraftmikroskopie

In diesem Abschnitt werden substratgestutzte Mono- und Doppelschichten einer Treha-
lose Dimykolat (TDM)-haltigen Lipidmischung mit dem Rasterkraftmikroskop im Bezug

auf ihre Domanenbildung untersucht.

6.2.1.1 Domanenbildung in Monoschichten einer Lipidmischung mit Trehalose
Dimykolat

Um die Domanenbildung TDM-haltiger Monoschichten zu untersuchen, wurde eine Mi-

schung aus PE:PG:TDM mit einem Gewichtsverhaltnis von 25:25:50 verwendet. Zur
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Kontrolle wurde zudem eine Mischung aus PE:PG mit einem Gewichtsverhaltnis von
50:50 verwendet. Beide Mischungen wurden mittels der Langmuir-Blodgett-Technik auf
Mica bei einem lateralem Druck von 20 mN/m Ubertragen, wobei ein Puffer mit 100 mM
KCI und 5 mM HEPES bei pH 7,0 verwendet wurde. Die Monoschichten wurden mit
einem RC800PCA Cantilever im attraktiven AC-Modus mit dem Rasterkraftmikroskop
untersucht.

Die Lipidmonoschicht der PE:PG Mischung zeigt keine Domanenbildung (Abbildung
60). Die Abbildung 61 zeigt hingegen eine deutliche Domanenbildung der PE:PG:TDM
Lipidmischung. Dabei zeigen sich drei Hohenniveaus: (i) die grofte Flache ist die Fla-
che mit niedrigem Niveau, (ii) diese Domanenflachen liegen 2 nm hoher als (i) und
werden umrandet (iii) von einer weiteren hoher liegenden Schicht (0,2 nm). Eine Be-
rechnung der Flacheninhalte ergibt jedoch kein Verhaltnis von 25:25:50. Aufgrund der

Verwendung des Gewichtsverhaltnises anstatt eines sonst verwendeten molaren

Abbildung 60: Hohenbild einer PE:PG Mono-
schicht

IN

Die PE:PG Monoschicht (Gewichtsverhaltnis
50:50) wurde bei einem lateralem Druck von
20 mN/m auf einem Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM
HEPES bei pH 7,0 bei RT prapariert. Die Mono-

schicht wurde auf Mica Ubertragen und ist im
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attraktiven AC-Modus mit einem Cantilever des

Typs RC800PSA aufgenommen worden.

um

Verhaltnisses (die Molmasse von dem verwendeten TDM ist nicht bekannt) kann jedoch
keine Ruckrechnung vom Flacheninhalt auf die Lipide erstellt werden. Da der HOhenun-
terschied jedoch 3 nm betragt, was hoher ist als die Werte, die bei einer thermodyna-
mischen Phasentrennung zu erwarten waren (siehe Abschnitt auf S. ) und da reine
PE:PG Monoschichten (Abbildung 60) keine Domanen aufzeigen, handelt es sich bei
den in PE:PG:TDM Monoschichten auftretenden Domanen sehr wahrscheinlich um eine
Separation des TDM.
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Abbildung 61: Hohenbild einer Mono-
schicht einer PE:PG:TDM Lipidmi-

schung.

Die PE:PG:TDM (Gewichtsverhaltnis
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6.2.1.2 Domanenbildung in Doppelschichten von Lipidmischungen mit Trehalose
Dimykolat

Um die Domanenbildung in TDM-haltigen Doppelschichten zu untersuchen, wurden
Aggregate aus einer Mischung aus PE:PG:TDM mit einem Gewichtsverhaltnis von
25:25:50 hergestellt. Zur Kontrolle wurden ebenso Aggregate aus einer Mischung
PE:PG (Gewichtsverhaltnis 50:50) hergestellt. Durch Aggregatfusion wurden diese auf
Mica aufgebracht und mit dem Rasterkraftmikroskop im Puffer mit einem RC800PSA im

repulsiven AC-Modus aufgenommen.
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10 Abbildung 62: Hohenbild einer PE:PG Doppel-
schicht

8 4 Die PE:PG (Gewichtsverhaltnis PE:PG 50:50)

6 X Doppelschicht wurde durch Aggregatfusion auf

c Mica mit einem Puffer aus 100 mM KCI, 5 mM

= 4 0 E  HEPES bei pH 7,0 bei RT prapariert. Die Auf-

-2 nahme wurde im repulsiven AC-Modus mit einem

-4 Cantilever des Typs RC800PSA aufgenommen.

Wahrend die PE:PG-Doppelschichten (Abbildung 62) keine Doméanenstruktur aufzeig-
ten, ist eine ausgepragte Domanenstruktur im Fall der PE:PG:TDM-Doppelschichten
(Abbildung 63) gezeigt werden. Die einzelnen Domanen waren dabei recht klein. Zwar
zeigen sich bei diesen Aufnahmen kleinere Domanen als in den Monoschichten,
dennoch lasst die Verteilung der Domanen sowie die Hohe dieser Domanen auf eine Li-
pidseparation schlie3en.

Abbildung 63: Hohenbild einer TDM-haltigen
Doppelschicht

2 Die PE:PG:TDM (Gewichtsverhaltnis PE:PG:TDM
1 25:25:50) Doppelschicht wurde durch Aggregatfu-

pm

sion auf Mica mit einem Puffer aus 100 mM KCI,
5 mM HEPES bei pH 7,0 bei RT prapariert. Die

Aufnahme wurde im repulsiven AC-Modus mit

o
nm

einem Cantilever des Typs RC800PSA aufgenom-

men worden.
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6.3 Messungen an freistehenden rekonstituierten Membranen nach

Montal-Mueller
2x10° [T T T T T T T T T T ] Abbildung 64: Auswertung der Gesamtgrofe
:ml/‘ Aufziehen der Monoschicht 1] der dunklen Doméanen einer TDM-haltigen
s f 11 Monoschicht tiber die Zeit.
2x10 — ___
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I 1] PE:PG:TDM (Gewichtsverhaltnis PE:PG:TDM
1x10° [ 7] 25:25:50), welche mit 4% NBD-PE versetzt und
11 als Monoschicht mittels der Montal-Mueller-
5X104'_ 11 Technik prépariert wurde. Puffer: 100 mM KCl,

[ aanaa 11 © MM MgCl., 5§ mM HEPES, pH: 7,0.
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In diesem Abschnitt werden aus einer Lipidmischung aus PE:PG:TDM in einem Ge-
wichtsverhaltnis von 25:25:50 freistehenden Mono- und symmetrische Doppelschichten
mit der Montal-Mueller-Technik prapariert. Die Membranen wurden mit Hilfe der Fluo-
reszenzmikroskopie untersucht, wobei NBD-PE als Fluorophor eingesetzt wurde.

6.3.1 Domanenbildung in Monoschichten einer Lipidmischung mit
Trehalose Dimykolat

Um die Dynamik der Domanenbildung von Trehalose Dimykolat (TDM) in Phospholipid-
membranen zu untersuchen, wurde dieses mit PE und PG gemischt. Die Domanen
wurden dabei durch NBD-PE mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes sichtbar gemacht.
Dazu wurde eine Mischung aus PE:PG:TDM (Gewichtsverhaltnis 25:25:50) mit 4%
NBD-PE versetzt und auf den Puffer (100 mM KCI, 5 mM MgCl;, 5 mM HEPES, pH:
7,0) bei 37°C des Montal-Mueller-Aufbaus mit Fluoreszenzmikroskop aufgetropft. Be-

trachtet wurden Monoschichten, die sowohl auf der dem Objektiv abgewandten Seite

139



Ergebnisse

(trans-markiert) prapariert wurden, als auch Monoschichten, die in dem Objektiv zuge-
wandten Kompartiment (cis-markiert) aufgezogen wurden (siehe dazu Abbildung 25 auf
S. 74). Betrachtet man zunachst die trans-markierten Monoschichten, erkennt man
scharfe Bilder mit dem Rand der Apertur und der Domanenstruktur (Abbildung 65). Der
Rand der Apertur erscheint dabei als ringféormige Struktur, welche in allen Bilder gleich
bleibt und die Flachen der Domanenbildung umrandet. Mit der Hilfe der Kamera wurden
fortlaufend Bilder in einem zeitlichen Abstand von etwa 200 ms aufgenommen (Abbil-
dung 64). Dabei fiel auf, dass die GroRe und die Anzahl der Domanen mit der Zeit vari-
ierte. In Abbildung 64 wurde die Anzahl der Bildpixel mit einem Graustufenwert zwi-
schen 500 und 555 (die Kamera stellt 16 bit Graustufen dar, was somit 65536 Grauab-
stufungen ergibt), welcher die dunklen Flachen darstellt, ausgewertet. Dabei ist zu er-
kennen, dass die Gesamtflache der dunklen Doménen lber die Zeit schnell abfallt. Am
Ende dieses Prozesses wurde eine komplett helle Monoschicht ausgebildet. Dieser
Vorgang lie® sich innerhalb der Versuchsdurchlaufe mehrmals wiederholen. Dabei ist
fur den Vergleich mit den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen zu beachten, dass die

Auflésung des optischen Mikroskops geringer ist als die des Rasterkraftmikroskops.

Abbildung 65: Fluoreszenzbild der fluiden Doméanen einer TDM-haltigen Monoschicht

Es handelt sich um eine Mischung aus PE:PG:TDM (Gewichtsverhaltnis PE:PG:TDM 25:25:50), welche
mit 4% NBD-PE versetzt und als Monoschicht mittels der Montal-Mueller-Technik prapariert wurde. Dabei
wurde eine Aufnahme zu Beginn (A) und am Ende (B) der Domanenbewegung aufgenommen. Die
dunklen Bereiche stellen die rigiden Doméanen dar. Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH:
7,0.
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Wird eine Monoschicht auf der cis-Seite markiert, so ergeben sich keine scharfen Abbil-
dungen (Daten nicht gezeigt), da sich in diesem Fall zwischen der Monoschicht und
dem Objektiv Puffer befindet (siehe dazu Abbildung 25 auf S. 74).

6.3.2 Domanenbildung in Doppelschichten einer Lipidmischung mit
Trehalose Dimykolat

Auch bei diesen Versuchen wurde eine Mischung aus PE:PG:TDM (Gewichtsverhaltnis
PE:PG:TDM 25:25:50) mit 4% NBD-PE versetzt und auf den Puffer (100 mM KCI, 5 mM
MgCl,, 5 mM HEPES, pH: 7,0) bei 37°C des Montal-Mueller-Aufbaus mit Fluoreszenz-
mikroskop aufgetropft. Das Problem bei diesen Messungen ist, dass die Bilder durch
die Pufferldsung hindurch aufgenommen werden missen. Abbildung 66 zeigt eine sol-
che Aufnahme. Es ist zu erkennen, dass eine gleichmaRig helle Flache von einer
Ringstruktur umrandet wird. Bei der Ringstruktur handelt es sich um den Rand der
Apertur, Uber die die Doppelschichtmembran prapariert wurde.

Die auf Seite 137 gezeigten Domanenstrukturen wurden mittels der Rasterkraftmikro-
skopie aufgenommen. Bei den in diesem Abschnitt gezeigten Messungen handelt es
sich um optische Messungen. Daher kann die Existenz kleiner Domanen mit einer Gro-

Re unterhalb der optischen Aufldsung des optischen Mikroskopes in diesen Versuchen

nicht ausgeschlossen werden.

Abbildung 66: Fluoreszenzbild einer TDM-
haltigen Doppelschicht.

Es handelt sich um eine Mischung aus
PE:PG:TDM (Gewichtsverhaltnis PE:PG:TDM
25:25:50), welche mit 4% NBD-PE versetzt und
als symmetrische Doppelschicht mittels der
Montal-Mueller-Technik prapariert wurde. Die ring-
formige Struktur stellt die Apertur dar, die helle
Flache innerhalb der Apertur ist die Doppel-
schicht. Puffer: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 5 mM
HEPES, pH: 7,0.

141



Ergebnisse

6.3.3 Elektrische Messungen der Permeabilitat von TDM-haltigen
Membranen in Gegenwart von hBD-3-6S

Fur diese Untersuchungen wurden zwei symmetrische Membransysteme miteinander
verglichen: Eine Lipidmischung mit PE:PG in einem Gewichtsverhaltnis von 50:50 und
eine Lipidmischung mit PE:PG:TDM mit einem Gewichtsverhaltnis von 25:25:50. Auf-
grund der geringen Verfugbarkeit des TDM konnten weitere Messungen mit anderen
antimikrobiellen Peptiden nicht durchgefuhrt werden.

Bei der Praparation TDM-haltiger rekonstituierter Membranen zeigte sich, dass die Ka-
pazitat der Membranen mit Werten unter 10 pF (Daten nicht gezeigt) nur sehr gering ist.
Auch zeigte sich, dass die Membranen aulRergewohnlich stabil sind, d.h. eine sehr

lange Lebensdauer aufweisen.

Im Folgenden sollen die Strome durch PE:PG- und PE:PG:TDM-Membranen nach der
Zugabe von hBD-3-6S verglichen werden. Die Spannung betrug bei den Messungen
konstant 20 mV. Dabei liel3en sich in symmetrischen PE:PG Membranen Stromfluktua-
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Abbildung 67: Stromfluss durch hBD-3-6S-induzierte Lasionen in einer (A) PE:PG-Membran
und (B) PE:PG:TDM-Membran bei konstanter Spannung von 20 mV.

Im Fall der PE:PG-Membranen (Gewichtsverhaltnis PE:PG 50:%0) kdnnen Lasionen durch das hBD-
3-6S induziert werden, in den TDM-haltigen Membranen (Gewichtsverhaltnis 25:25:50) jedoch nicht.
Es wurde ein Puffer mit 100 mM KCI, 5 mM MgCl, und 5 mM HEPES und pH 7,0 bei 37°C verwendet.
Die Konzentration betrug 5 pg/ml hBD-3-6S in (A) und 10 ug/ml hBD-3-6S in (B). Bei den Spitzen in
(B) handelt es sich um kurzzeitige elektrische Stérungen. Die Kurven enden jeweils mit der Zerstdrung

der Membran.
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tionen induzieren (Abbildung 67 A), wobei eine hBD-3-6S-Konzentration von mindes-
tens 2,5 pg/ml notwendig war. Es zeigte sich, dass die Membran nicht direkt nach dem
Auftreten der Fluktuationen zerstort wurde, wie das bei den weiter vorn vorgestellten
LPS/PL-Membranen der Fall war. Die Fluktuationen hielten dabei nur wenige Sekunden
an. Dies zeigt, dass die Membran zwar derart destabilisiert wird, dass es zu einem
Stromfluss durch die Membran kommt, aber dass sie nicht ihre Gesamtstabilitat verliert.
Betrachtet man die Messung mit PE:PG:TDM-Membranen (Abbildung 67 B), so ist es
auch bei deutlich héherer Konzentration (10 ug/ml) des Peptides nicht mdglich, Strom-
fluktuationen zu induzieren. Dies ist wahrscheinlich auf eine zusatzliche Stabilisierung

der Membran durch TDM zuritckzufiihren.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion der Daten der verschiedene Methoden

Der menschliche Organismus unterliegt einer permanenten Infektionsgefahr. Um dieser
entgegen zu wirken, verfugt er Uber ein Immunsystem. Dieses ist wiederum unterteilt in
die angeborene und die adaptive Immunabwehr. Eine wichtige Rolle in der angebo-
renen Immunabwehr stellen antimikrobielle Peptide dar. Diese sind in der Lage, Bakteri-

en, Pilze und Viren abzutéten und so den Organismus vor einer Infektion zu schutzen.

Ein biologischer Organismus ist ein kompliziertes physikalisches Vielteilchensystem,
derart kompliziert, dass es nicht moglich ist, es ganzheitlich zu charakterisieren. Zur
Charakterisierung der einzelnen physikalischen Prozesse ist es daher sinnvoll, modell-
hafte Ansatze zu finden, um das gesamte System zu vereinfachen. In der vorliegenden
Untersuchung wurden dahingehend bakterielle Membranen auf ihre jeweiligen Lipid-

komponenten reduziert und mittels physikalischer Methoden in Bezug auf die Wechsel-

wirkung mit humanen B-Defensinen charakterisiert.

Humane B-Defensine sind endogene antimikrobielle Peptide der epithelialen Immun-
abwehr (d.h. der Immunabwehr der Deck- und Drisengewebe der menschlichen Haut)
[Harder et al.,1997]. Es handelt sich um vergleichsweise grofte Peptide (etwa 40 Amino-
sauren), die Uber drei Disulfidbricken verfugen [Ganz et al.,1985] [Ganz &Lehrer,1995].
Die tertiare Struktur wird durch B-Faltblatt Strukturen gebildet, welche durch die Disul-
fidbricken stabilisiert werden. In der Literatur wird diskutiert, dass die Ausbildung der
Disulfidbriicken keinen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitat, sondern nur auf die
Chemotaxis des Peptids hat [Wu et al.,2003]. Der Betrag der Disulfidbricken zur
Wirkungsweise der Peptide ist jedoch noch nicht vollstandig bekannt und bio-
physikalisch bis dato nicht untersucht worden. Aus therapeutischer Sicht kdnnen
Defensine von groliem Interesse sein, da sie bislang keine Ausbildung von Resistenzen
unter physiologischen Bedingungen, wie dies bei klassischen Antibiotika der Fall ist,
ausbilden [Hancock,1999].

Gram-negative Bakterien stellen die Ursache fur eine Vielzahl von Infektionen dar, wel-

che zur Ausbildung einer bakteriellen Sepsis fuhren kdonnen [Rietschel et al.,1999], was
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ihre groRe medizinische Bedeutung erklart. Gram-negative Bakterien sind Bakterien, die
Uber eine besondere Zellhllle verfugen, welche aus einer inneren und einer aulleren
Membran besteht. Die aul3ere Membran stellt dabei das erste Hindernis fur antimikrobi-
elle Peptide dar. Der Grund liegt darin, dass unabhangig vom letztendlichen Wirkme-
chanismuses des Peptides diese Membran perforiert werden muss, um z.B. ein
Eindringen des Peptides in das Bakterium (self-poromoted uptake) zu gewahrleisten,
oder durch die Zerstorung der Membranintegritat den bakteriellen Stoffwechselme-
chanismuses zu stéren und damit das Bakterium abzutoten [Gutsmann et al.,2005]
[Hancock &Bell,1988]. Die aullere Membran ist in Bezug auf ihre Lipidzu-
sammensetzung asymmetrisch, die innere Monoschicht besteht aus Phospholipiden,
wahrend sich die aullere Monoschicht aus Lipopolysacchariden bildet. Diese aul3ere
Membran steht im Mittelpunkt dieser Arbeit. Um jedoch physikalische Untersuchungen
durchfihren zu kdnnen, ist es notwendig, ein moglichst genau definiertes System zu un-
tersuchen. Daher wird die auldere Membran auf ihre Lipidkomponenten reduziert. Dies
ermoglicht die Durchfihrung physikalischer Untersuchungen zur Interaktion zwischen
humanen B-Defensinen und der auf’eren Membran Gram-negativer Bakterien mittels
verschiedener Rekonstitutionssysteme. Jedoch ist auch dieses auf seine Lipidzu-
sammensetzung vereinfachte Membransystem in Bezug auf die Wechselwirkungen der
beiden Monoschichten noch nicht vollstandig untersucht worden. Grundlage des Ver-
standnisses der Interaktion zwischen Peptiden und biologischen Membranen ist die
Kenntnis des Aufbaus der Membran und ihrer thermodynamischen Eigenschaften. Da-
her wurden physikalische Untersuchungen zur lateralen und transversalen Organisation
der Lipidmolekule in der Membran in Bezug auf ihre Phasenseparation durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fuhren zu einem besseren Verstandnis einer-
seits der Membran selbst, anderseits auch der Interaktion zwischen humanen p-
Defensinen und der Membran.

7.1.1 Transversale und laterale Organisation der Lipidmatrix Gram-
negativer Bakterien

Im folgenden Abschnitt der Diskussion werden zunachst die biophysikalischen Untersu-
chungen zur lateralen und transversalen Organisation der rekonstituierten Lipidmatrix

der aulleren Membran Gram-negativer Bakterien behandelt (siehe dazu Kapitel 7.1.2).
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Dazu wurde das LPS des P. mirabilis Tiefraumutantenstammes R45 zur Rekonstitution
der aulleren Monoschicht, sowie die naturliche Phospholipidmischung zur Rekonstituti-
on der inneren Monoschicht der auleren Membran Gram-negativer Bakterien
verwendet. Das einfachste Modellsystem zur Rekonstitution der auf3eren Monoschicht
der bakteriellen Membran stellt die substratunterstitzte Lipidmonoschicht dar. Die
Monoschichten wurden in der vorliegenden Arbeit mit dem Rasterkraftmikroskop unter-
sucht. Dabei zeigte sich bei einem lateralen Druck, der aquivalent zum naturlichen Sys-
tem ist (Aquivalenzdruck), Domanen in den LPS R45 Monoschichten. Im Fall der Phos-
pholipidmischung PL zeigte sich eine solche Domanenbildung nicht. Es gilt grundsatz-
lich zwei unterschiedliche Arten der Domanenbildung zu unterscheiden: die Phasense-
paration chemisch identischer Molekule und die Separation einzelner chemisch ver-
schiedener Lipidkomponenten. Die Phasenseparation ist ein thermodynamischer Pro-
zess, der auf der Minimierung der freien Gibbschen freien Energie beruht. Bei der Se-
paration einzelner Lipidkomponenten trennen sich die unterschiedlichen Lipide einer Li-
pidmischung. Im Fall der Domanenbildung in LPS Monoschichten handelt es sich im
Wesentlichen um eine thermodynamische Phasentrennung, wobei es zur Trennung der
im flissig expandierten (Liquid Expanded, LE, fluide) und der im flussig kondensierten

(Liquid Condensed, LC, rigide) Zustand vorliegenden Fettsaureketten der Lipide kommt.

In vorangegangen Untersuchungen wurden mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie
Messungen zur Domanenbildung an freistehenden planaren Membranen und frei-
stehenden Monoschichten durchgefuhrt [Hagge,2003]. Auch bei diesen Untersu-
chungen konnte eine Domanenbildung innerhalb von LPS R45 Monoschichten, jedoch
keine Domanenbildung in Monoschichten bestehend aus der Phospholipidmischung PL
gezeigt werden. Die Untersuchungen an den freistehenden Monoschichten wurden im
Phasenkoexistenzbereich des LPS R45 bei 37°C durchgefuhrt. Die substratgestutzten
Monoschichten (siehe Kapitel 6.1.2.1) wurden aus messtechnischen Grinden bei 20°C
prapariert. Durch die Wahl des geeigneten lateralen Druckes von 20 mNm™ zeigte sich
in den festkdrperunterstutzten Membranen ein zu den Messungen an freistehenden
Membranen vergleichbares Verhalten der Phasentrennung. Durch den Vergleich von
rasterkraftmikroskopischen Hohenbildern mit fluoreszenzmikroskopischen Bildern konn-
te eine Zuordnung der Phasen mittels der durch die Fluoreszenzmikroskopie detek-
tierten farbstoffangereicherten Bereiche erreicht werden. AuRerdem wurde mit den

rasterkraftmikroskopischen Bildern gezeigt, dass sich in beiden Monoschichten beim
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gewahlten lateralen Druck keine Domanen im Submikrometerbereich, sondern aus-
schlieBlich Strukturen grol3er als ein Mikrometer ausbildeten. Dies macht die in der vor-
liegenden Arbeit gemachten Aussagen vergleichbar hinsichtlich der lateralen Organisati-
on mit denen an freistehenden Membranen. Weitergehend stellt die Etablierung der
Kombination von Rasterkraftmikroskopie und Lichtmikroskopie die Moglichkeit bereit,
sowohl grofRe Strukturen (durch die Lichtmikroskopie) als auch kleine Domanenstruk-
turen (durch die Rasterkraftmikroskopie) innerhalb einer Probe zu untersuchen.

Im Rahmen der Untersuchungen zur lateralen Organisation an freistehenden Mem-
branen wurden auch Messungen an rekonstituierten Membranen Gram-negativer Bak-
terien durchgefuhrt. Diese Messungen ergaben, dass es innerhalb der Doppelschicht-
membranen, welche aus einer domanenbildenen Monoschicht, die im untersuchten Fall
aus LPS R45, und einer nicht domanenbildenen Monoschicht, die aus PL prapariert
wurden, zu keiner thermodynamischen Phasenseparation kam. Dieses Verhalten konn-
te fur substratgestitzte Membranen ebenfalls gezeigt werden (siehe Kapitel 6.1.2.7).
Wird zunachst die fluide PL-Monoschicht mit Hilfe der Langmuir-Blodgett-Technik an
das Substrat gebunden und die sich im Koexistenzbereich befindende LPS R45 Mono-
schicht dartber prapariert, so zeigte sich keine Domanenbildung. Wurde die Doppel-
schicht auf dem Substrat in umgekehrter Orientierung prapariert, so zeigte sich eben-
falls keine Domanenbildung innerhalb der Doppelschichtmembran und dies, obwohl die
auf dem Substrat praparierte LPS R45-Monoschicht vor der Praparation der zusatzli-
chen PL-Monoschicht eine Domanenbildung aufzeigte. Dies lasst zuerst einmal auf eine
Diffusion der vormals in den fluiden Domanen konzentrierten Fluoreszenzfarbstoffmole-
kile schliefen. Dieses Verhalten wirft die Frage auf, wieso die Domanenbildung in
beiden Monoschichten der Doppelschichtmembran aufgehoben wird. In der Literatur
wurden bislang hauptsachlich Untersuchungen in Bezug auf die reduzierte laterale Be-
weglichkeit innerhalb der rigiden Domanen vorgenommen [Chiantia&Kahya
&Schwille,2007]. In einer Untersuchung wurden einzelne Lipidmoleklle mittels che-
misch funktionalisierter Cantileverspitzen aus der Membran herausgezogen. Dabei
zeigte sich, dass die Verankerung der Lipidmolekule in rigiden Membranen grofRer war
als in fluiden Membranen [Wieland&Gewirth &Leckband,2005]. Weitergehend wurde die
Interaktionslange hydrophober Wechselwirkungen mit Hilfe einer Kombination von Sur-
face Forces Apparatus (SFA) und Rasterkraftmikroskopie an Tensidoberflachen ge-

messen [Lin et al.,2005] [Tsao&Evans &Wennerstrom,1993]. Bei diesen Messungen
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zeigte sich, dass die Wechselwirkung mit 10 bis 100 nm sehr langreichweitig ist. Die
transversale Interaktion der beiden Monoschichten der auf3eren Membran Gram-nega-
tiver Bakterien miteinander wurde bisher jedoch nicht untersucht. Hierzu wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit Kraftmessungen in Form von Kraftkarten an LPS- und
PL-Monoschichten durchgefuhrt (siehe Kapitel 6.1.2.3 und 6.1.2.4).

Zunachst wurde mittels eines Silizium-Nitrit-Cantilevers untersucht (siehe Kapitel
6.1.2.3), ob sich die Parameter Adhasionsarbeit und Abrisskraft zwischen Cantilever
und der Probenoberflache zur Charakterisierung der Domanen eignen. Die Ergebnisse
haben gezeigt, dass es deutliche Unterschiede zwischen den fluiden und rigiden Do-
manen in Bezug auf die Abrisskrafte und Adhasionsarbeit gibt. Die Adhasion im Bereich
der fluiden Domanen ergab hohere Werte als im Bereich der rigiden Domanen. Dieses
Ergebnis wird unterstitzt durch Messungen von Lipidmonoschichten im attraktiven AC-
Modus, in denen die fluiden Domanen in Hohenbildern hoher erscheinen [Roes et
al.,2005], was einer starkeren Interaktion zwischen Cantilever und Probe im Bereich der
fluiden Domanen als in den rigiden Domanen entspricht. Demnach interagiert die Canti-
leverspitze im Fall der rigiden Fettsaureketten im Wesentlichen mit den terminalen CH3-
Gruppen und im Fall der fluiden Fettsaureketten verstarkt auch mit den CH2-Gruppen
[Berger et al.,1995]. Diese unterschiedliche Bindung flhrt letztendlich zur Anderung der
Adhasion zwischen Cantilever und Monoschicht. Wichtig fur die Betrachtung der Adha-
sionsarbeit ist, dass nicht nur eine einzige, punktuelle Bindung des Cantilevers mit der
Probe gemessen wird, sondern die gesamte Wechselwirkung mit der Probe, die dieser
bei der Annaherung an die Probe widerfahrt. Die Abrisskraft hingegen ist im Bereich der
fluiden Domanen niedriger als in den rigiden Domanen. Bei der Abrisskraft spielt die
Bindung der Cantileverspitze an die Probe eine entscheidende Rolle. Im vorliegenden
Fall kommt es zu einer schwachen Bindung zwischen den Fettsaureketten und der Can-
tileverspitze. Der Unterschied in der Betrachtungsweise im Vergleich zur Adhasions-
arbeit ist, dass bei der Abrisskraft nur die grofte Kraft zwischen Cantilever und Probe
entscheidend ist und nicht ein integraler Wert, wie im Fall der Adhasionsarbeit. Die
Messungen zeigen also eine starkere Bindung des Cantilevers im Bereich der rigiden
Domanen. Hier wird jedoch schon ein systemisch bedingtes Problem deutlich: durch die
Interaktion der Cantileverspitze mit einer Vielzahl von Lipidmolekulen und dabei speziell
mit den Fettsaureketten, ist der Fehler der einzelnen Messungen untereinander sehr

grol}, da sich die Anzahl der mit der Cantileverspitze in Interaktion tretenden Fettsaure-
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ketten bei jedem Messvorgang unterscheidet. Zusatzlich ist es nicht moglich, die Anzahl
der mit der Spitze in Interaktion tretenden Fettsaureketten zu kontrollieren. Dies fuhrt
dazu, dass die Unterschiede zwischen den fluiden und rigiden Domanen in den einzel-
nen Kraftkarten sichtbar sind, mittelt man jedoch eine Vielzahl von Messungen, so lasst
sich keine Signifikanz des Gesamtergebnisses darstellen. Auch ist zu beachten, dass
die Abrisskrafte sehr hoch im Vergleich zu einer kovalenten Bindung [Grandbois et
al.,1999] sind. Dies ist einerseits damit zu erklaren, dass eine Vielzahl einzelner
Bindungen zwischen den Fettsduren und der Cantileverspitze abreilden und anderseits
damit, dass die Software die maximale negative Auslenkung des Cantilevers als Grund-
lage zur Bestimmung der Abrisskraft nutzt. Dies fuhrt dazu, dass es nicht moglich ist,
die einzelnen Abrisskrafte einzelner Bindungen zu detektieren. Bestimmt wird hingegen

die Gesamtabrisskraft aller Bindungen.

Um eine besser definierte Interaktion in Bezug auf die hydrophobe Wechselwirkung zu
messen, wurden aufgrund der hydrophoben Eigenschaften von Gold goldbeschichtete
Cantilever verwendet (siehe Kapitel 6.1.2.3). Die Messungen mit diesem Cantilever
haben ergeben, dass dieser ebenfalls geeignet ist, die Adhasionsunterschiede zwischen
fluiden und rigiden Domanen messtechnisch darzustellen. Die gemittelten Werte fur die
Adhasionsarbeit zeigen ahnliche Werte wie die des Silizium-Nitrit-Cantilevers, wobei der
Fehler geringer ist, so dass sich im Gegensatz zu den vorangegangen Untersuchungen
die gemittelten Werte klar den unterschiedlichen Phasen zuordnen lassen. Die Werte
fur die mittlere Abrisskraft zwischen den Phasen unterscheiden sich etwas von den mit
dem Silizium-Nitrit-Cantilever ermittelten Werten, sind aber aufgrund des kleinen
Fehlers ebenfalls klar den einzelnen Phasen zuzuordnen. Die Messwerte mit dem gold-
beschichteten Cantilever ergeben aufgrund der gezielteren Messung der hydrophoben
Interaktionskrafte qualitativ bessere Messergebnisse, als das mit einem Silizium-Nitrit-

Cantilever moglich ist.

Letztendliches Ziel ist es jedoch, direkt die Interaktionskrafte zwischen den Lipidmono-
schichten innerhalb einer Membran zu untersuchen. Daher wurden Fettsdureketten an
die Spitze des Cantilevers gebunden und so die Adhasionsarbeit und die Abrisskraft
zwischen Lipidmonoschichten und dem funktionalisierten Cantilever gemessen (siehe
Kapitel 6.1.2.4). Vergleichbare Untersuchungen wurden mit funktionalisierten Cantile-
verspitzen fur chemisch praparierte Oberflachen mit variablem elektrischen Potential

durchgefuhrt [Kwon &Gewirth,2005]. Dabei zeigte sich, dass die Interaktion zwischen
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Cantileverspitze und der Oberflache sowohl vom Potential als auch von der Kettenlange
der zur Beschichtung verwendeten Alkane abhangt. Somit ergab sich auch bei diesen
Untersuchungen eine deutliche Abhangigkeit der Interaktion zwischen den jeweiligen
chemischen Gruppen und dem Cantilever. Die Interaktion zwischen Cantilever und der
jeweiligen Probe kann von der Geschwindigkeit des Cantilevers in z-Richtung
abhangen. Daher stellt die Ermittelung der Abhangigkeit der Kraftkurven von der Ge-
schwindigkeit des Cantilevers in z-Richtung auch fur die vorliegende Untersuchung
einen wichtigen Vorversuch dar. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Geschwindig-
keit in z-Richtung im relevanten Geschwindigkeitsbereich um 2 um/s keinen Einfluss auf
die quantitative Aussage der Kraftkurven hat. Weitergehend muss sicher gestellt sein,
dass die Luftfeuchtigkeit auf die hydrophobe Wechselwirkung zwischen Cantileverspitze
und Probe keinen Einfluss hat. Dies wurde von Xiao und Qian fur mit n-Octadecyltrime-
thoxysilane (OTE) hydrophobilisierte Cantilever gezeigt [Xiao &Qian,2000]. Betrachtet
man nun zunachst die Werte fur reines Mica, so zeigte sich eine schwache Adhasion
der Fettsaureketten gebunden am Cantilever an der eher hydrophilen Oberflache des
Micas. Vergleicht man diese Werte mit der Adhasionsarbeit, gemessen an einer PL-
Monoschicht, so erhalt man deutlich hoherere Werte fur die Interaktion mit einer PL-
Monoschicht. Diese Werte sind aufgrund der vollstandig fluiden Fettsaureketten re-
prasentativ fur fluide Domanen. Ein vergleichbares Bild ergibt sich fur die Abrisskraft.
Die Werte fur die reine Micaoberflache sind deutlich geringer als die Werte fur eine voll-
standig fluide Monoschicht, die ebenfalls durch eine PL-Monoschicht reprasentiert wird.
Betrachtet man nun die Werte der LPS-Monoschicht, so erhalt man auch hier zwei un-
terschiedliche Werte, die Werte flur fluide Domanen liegen naher an den Werten einer
PL-Monoschicht, wahrend die der rigiden Domanen signifikant niedriger als die fur fluide
Domanen liegen. In den einzelnen Kraftkarten sind die Domanen ebenfalls deutlich
sichtbar. Unter der Annahme, dass die Fettsauren am Cantilever aufgrund ihrer grofRe-
ren Bewegungsfreiheit eher fluide sind, ergibt sich zusammengefasst folgendes Bild: im
Bereich fluider Fettsaureketten ist die Adhasion zwischen den Fettsdureketten starker,
als die Adhasionarbeit zwischen fluiden und rigiden Fettsaureketten. Die Frage ist nun,
wie man dieses Ergebnis nutzen kann, um die Transformation der Phasen einer iso-
lierten Monoschicht, die verschiedene Phasen aufweist, in eine phasenfreie Mono-
schicht als Halfte einer asymmetrischen Membran zu erklaren. Im Folgenden soll ein

spekulatives Modell aufgezeigt werden.
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Betrachtet man die Domanenbildung in Monoschichten thermodynamisch, so wird
Energie bei der lateralen Phasentrennung frei. Gleichzeitig muss Energie aufgewendet
werden, um die Grenzlinie zwischen den fluiden und rigiden Phasen aufzubauen. Be-
achtet man nun, dass die transversalen Krafte zwischen den Phasen fluider Fettsaure-
ketten deutlich groflder sind, als die zwischen fluiden und rigiden Phasen, so wird die
Grenzlinie gestort, wodurch Energie freigesetzt wird. Da dieser Prozess nur am Rand
der Domanen stattfindet, wird die Domanenstruktur von ihrer Grenzflache aus sukzessi-
ve aufgelost. Dabei werden, aufgrund der groRen transversalen Krafte innerhalb der
Doppelschichtmembran, auch die an das Mica gebundenen Kopfgruppen der Lipide
verschoben, so dass die Fluiditat der Fettsaureketten sich nachhaltig andert. Dies ist er-
sichtlich aus den Messungen, bei denen zunachst eine fluoreszenzmarkierte LPS R45-
Monoschicht auf das Mica Ubertragen wurde und nachtraglich eine fluide PL-Mono-
schicht aufgebracht wurde, woraufhin es zu einer Umwandlung der Domanenstruktur in-
nerhalb der LPS R45-Monoschicht kam.

Aus diesen Untersuchungen wird deutlich, dass eine Doppelschichtmembran nicht als
ein physikalisches System zweier separater Monoschichten zu sehen ist, sondern als
eigenstandiges physikalisches System betrachtet werden muss. Insbesondere hinsicht-
lich der Stabilitat und der Organisation der einzelnen Lipidkomponenten ist eine Doppel-
schichtmembran nicht als die Addition der thermodynamischen Eigenschaften ihrer

beiden Monoschichten zu betrachten.

7.1.2 TDM-haltige Mono- und Doppelschichten

Mykobakterien stellen aufgrund ihrer Resistenz gegenuber einer Vielzahl von Antibiotika
ein ernsthaftes medizinisches Problem dar, insbesondere hinsichtlich ihrerer Bedeutung
als Ausloser von Tuberkolose. Um zu einem besseren Verstandnis der diesbezlglichen
Vorgange in mykobakteriellen Membranen zu gelangen, wurden in dieser Arbeit
Messungen an freistehenden und substratunterstitzten Mono- und Doppelschichten,
einer Lipidmischung aus 25% PE, 25% PG und 50% TDM (jeweils Gewichtsprozent),
durchgefuhrt (siehe Kapitel 6.2). Diese Lipidmischung wurde verwendet, da alle drei Li-
pide Bestandteile der Zellhulle von Mykobakterien sind [Tonge,2000] und somit die
Maoglichkeit bieten, einfache biophysikalische Modellsysteme der mykobakteriellen Zell-

hdlle zu praparieren.
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Zunachst wurden Langmuir-Blodgett-Monoschichten der Lipidmischung auf Mica
angefertigt und mit dem Rasterkraftmikroskop abgebildet (siehe Kapitel 6.2.1). Da der
Aquivalenzdruck der mykobakteriellen Membran nicht bekannt ist, wurden die
Messungen bei einem lateralem Druck von 20 mN/m, vergleichbar mit dem der rekon-
stituierten Gram-negativen bakteriellen Membran durchgefluhrt. Bei diesem lateralen
Druck zeigten die Monoschichten ausgepragte Domanen mit drei Hohenniveaus. Die
Flacheninhalte der einzelnen Hohenniveaus lassen sich jedoch nicht zu den prozentua-
len Verhaltnissen der unterschiedlichen Lipide zuordnen. Dies ist wahrscheinlich auf die
aulRergewohnlich breite Massenverteilung des TDM zurickzufuhren. Vergleicht man die
TDM-haltigen Monoschichten mit reinen PE:PG-Monoschichten, so zeigt sich, dass die
reinen Phospholipidschichten keine Domanenstruktur aufweisen. Daher lasst sich
schlie3en, dass es sich bei den in der TDM-haltigen Lipidmischung auftretenden Do-
manen um Domanen mit einem erhdhten TDM-Anteil handelt. Umfangreiche Untersu-
chungen zu Monoschichten einer Lipidmischung aus TDM und Phosphatidylinositol
ergaben eine deutliche Stabilisierung der TDM-haltigen Monoschichten [Almog
&Mannella,1996]. Im Rahmen der zitierten Arbeit wurde ein Modell der Orientierung der
Fettsaureketten bei unterschiedlichen lateralen Dricken entwickelt. Demnach knicken
die langen Fettsaureketten des TDM selbst bei hohen lateralen Dricken ab. Dies wurde
im rasterkraftmikroskopischen Hohenbild zwar zu einer erhdhten Domane fuhren, je-
doch nicht zu einer Hohe, die vergleichbar mit der realen Lange der Fettsaureketten
ware. Zu beachten ist jedoch, dass die rasterkraftmikroskopischen Bilder im attraktiven
AC-Modus aufgenommen wurden, so dass nicht unbedingt die realen Héhenunterschie-
de gemessen wurden. Somit 1asst sich feststellen, dass es sich im Fall der Domanen
um eine Lipidseparation handelt, wobei es zu einer Entmischung zwischen Phospholipi-
den und TDM kommt. Die drei Hohenniveaus im rasterkraftmikroskopischen Bild sind
damit zu erklaren, dass es aufgrund der Lange der Fettsdureketten an den Do-
manengrenzen, wo sich zwei Domanen mit hohem TDM-Anteil berthren, aufgrund mit-
einander interagierender Fettsaureketten zu einer weiteren Erhohung im Hohenbild
kommt.

Mittels Aggregatfusion auf Mica wurden substratgestitzte Doppelschichtmembranen der
PE:PG:TDM-Lipidmischung (siehe vorangegangenes Kapitel), sowie reiner PE:PG-Li-

pidmischungen hergestellt und mit dem Rasterkraftmikroskop abgebildet (siehe Kapitel
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6.2.1.2). Im Fall der TDM-haltigen Lipidmischung bildeten sich sehr kleine Domanen,
die deutlich kleiner waren, als die in den entsprechenden Monoschichten derselben Li-
pidmischung. In den Monoschichten zeigten sich aufgrund des Abknickens der Fettsau-
reketten des TDM drei Hohenniveaus, in den Doppelschichten jedoch nur zwei. Dies
lasst darauf schlieRen, dass die TDM-angereicherten Domanen sich innerhalb der
Doppelschicht transversal gegenuber liegen. Berechnet man die Flache der Domanen,
lassen sich jedoch ebenso wie bei den Monoschichten keine Rickschlisse auf die Li-
pidverteilung ziehen. Die Doppelschichten der PE:PG-Mischungen zeigten, wie schon
bei den Monoschichten, keine Domanenbildung, so dass man auch im Fall der Doppel-

schichtmembran von einer Lipidseparation des TDM ausgehen kann.

Weiterfuhrend wurden freistehenden Membranen mit Hilfe der Montal-Mueller-Technik
prapariert (siehe Kapitel 6.3). Dabei stellte sich heraus, dass die Membranen sehr nied-
rige Kapazitaten aufwiesen. Dies hat seinen Grund darin, dass die Fettsaurekettenlange
des TDM sehr lang ist [Adam et al.,1967], wodurch die Doppelschichtmembran dicker
ist als die von z.B. humanen oder Gram-negativen Membranen. Zudem stellte sich her-
aus, dass die TDM-haltigen Membranen eine ungewdhnlich grol3e mechanische Stabili-
tat aufwiesen. Um dies naher zu untersuchen, wurden fluoreszenzmikroskopische
Messungen an PE:PG:TDM-Mono- und Doppelschichten durchgefuhrt, die mit Hilfe der
Montal-Mueller-Technik prapariert wurden. Dabei zeigte sich, dass es nach dem Aufzie-
hen der Monoschichten zu einer raschen Abnahme der Fluoreszenzfarbstoff-freien, also
der rigiden, Domanen kam. Nach dem Aufziehen zeigten die rigiden Domanen zudem
eine grolRe laterale Dynamik, die einzelnen Domanen bewegten sich sehr schnell, bis
zum Schluss ein fluider Endzustand erreicht wurde. Diese deutliche Bewegungsfreiheit
der Domanen zeigte sich bei vorangegangen Messungen an LPS-Monoschichten nicht.
Dieses Verhalten der Membran kann einen Hinweis darauf liefern, weshalb die TDM-
haltigen Membranen eine derart grole mechanische Stabilitat aufwiesen. Durch die
grol3e laterale Beweglichkeit kann mechanischer Stress innerhalb der Membran sehr
einfach ausgeglichen werden, so dass die Membran mechanisch stabiler ist als z.B.
LPS-Monoschichten. Die Ursache dieses Verhaltens kann in der Lange und Flexibilitat
der Fettsaureketten des TDM liegen. Zu beachten ist jedoch, dass die vorhergehenden
Messungen an substratgestitzten Doppelschichten Domanen zeigten. Diese lassen
sich jedoch mit der Fluoreszenzmikroskopie nicht auflosen, da die Auflésungsgrenze

aufgrund des grunen Lichtes bei etwa 250 nm (wegen des zwischen dem Objektiv und
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der Membran befindlichen Wassers liegt dieser Wert in der Praxis noch hoher) liegt. Da-
her erscheint die Doppelschichtmembran im Fluoreszenzbild als durchgehende fluide

Flache.

TDM-haltige Membranen stellen also mechanisch sehr stabile Membranen dar, die eine
hohe innere Dynamik sowie in Rekonstitutionssystemen eine niedrige Kapazitat auf-

weisen und eine Lipidseparation des TDM aufzeigen.

7.1.3 Diskussion der Messungen zur Interaktion humanen f3-Defensine
mit der auBeren Membran Gram-negativer Bakterien

Die auRere Membran Gram-negativer Bakterien ist das erste Hindernis flr antimikrobi-
elle Peptide, um das Bakterium abzutdten. Daher liefert das Verstandnis der Interaktion
zwischen antimikrobiellen Peptiden und der aul3eren Membran Gram-negativer Bakteri-
en einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der Wirkungsweise dieser Peptide. In der
vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen mit den endogenen humanen -
Defensinen 2 und 3, sowie zweier Derivate des hBD-3 ohne und mit nur einer Disul-
fidbricke in Bezug auf die Wechselwirkung mit Membranen durchgefuhrt. Dabei wurde
eine Vielzahl biophysikalischer Methoden angewendet, deren Ergebnisse im Folgenden
diskutierten werden. Nach der Diskussion der biologischen Daten werden diese mit den
Daten der Messungen an verschiedenen rekonstituierten Membranen und den verschie-
denen Peptiden in Verbindung gebracht. Dieser Diskussionsteil endet mit der genauen
Analyse der Auswirkungen des hBD-3 Derivats ohne Disulfidbricke auf Lipidmono-

schichten.

Fur biophysikalische Untersuchungen dieser Arbeit werden vergleichsweise grole
Mengen der antimikrobiellen Peptide benotigt. hBD-3 ist aber aufgrund der komplexen
Disulfidbrickenverknupfung synthetisch sehr schwierig herzustellen, und rekombi-
nantes hBD-3 war fur die biophysikalischen Untersuchungen nicht in ausreichendem
Malde vorhanden. Da insbesondere auch die Frage der Rolle der Disulfidbriucken fur die
Wechselwirkung zwischen Peptid und Membran biophysikalisch noch nicht geklart ist
und ein einfach in groRen Mengen produzierbares Peptid die therapeutische Nutz-
barkeit des hBD-3 deutlich vergroiern wurde, wurden zwei, sich hinsichtlich der Zahl
der Disulfidbriicken unterscheidende, Derivate des hBD-3 untersucht: das hBD-3-6S
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verfugt Uber keine Disulfidbricke, das C-hBD-3-1-5-C hingegen uber eine Disul-
fidbricke.

7.1.3.1 Biologische Untersuchungen

Zunachst wurde festgestellt, ob die verwendeten Peptide antimikrobiell wirksam sind
(siehe Kapitel 6.1.1). Die Ergebnisse der biologischen Tests ergaben, dass alle Peptide
gegen die beiden Tiefraumutantenstamme E. coli WBBO01 und S. minnesota R595 aktiv
sind. Das hBD-3 zeigt zudem ein breites antimikrobielles Spektrum [Harder et al.,2001]
[Sahly et al.,2003] [Vylkova et al.,2007], welches sowohl Gram-negative wie E. coli,
S. minnesota oder P. aeruginosa als auch Gram-positive Bakterien wie beispielsweise
Staphyloccus aureus und Pilze wie Candida albicans umfasst. Es konnten jedoch auch
Resistenzen von Burkholderia cepacia und P. mirabilis R45 gegen dieses Peptid [Boh-
ling et al.,2006] gezeigt werden. Das hBD-3 Derivat hBD-3-6S, bei diesem Peptid
wurden die zur Verknupfung der Disulfidbricken notwendigen Cysteine gegen Serine
ausgetauscht, war hingegen aktiv gegen den P. mirabilis R45 Stamm. Das hBD-3 De-
rivat C-hBD-3-1-5-C, welches die Disulfidbricke nur zwischen dem Cysteinen 1 und 5
ausbildet, zeigte jedoch nur eine sehr schwache antimikrobielle Wirkung gegen P. mi-
rabilis R45. Diese Aussagen sind kontrar zu den Aussagen von Wu et al. [Wu et
al.,2003], der publizierte , dass die Ausbildung der Disulfidbricken keinen Einfluss auf
die antimikrobielle Aktivitat des Peptides hat. Seinerzeit wurden jedoch nur Untersu-
chungen an E. coli Stammen durchgefuhrt, die auch in den Messungen dieser Arbeit
keinen Einfluss der Disulfidbricken auf die antimikrobielle Aktivitat erkennen lieRen. In
einem weiteren Test wurde gezeigt, dass, die Peptide keine hamolytische Aktivitat auf-

weisen. Diese Beobachtung wurde auch fur hBD-3 publiziert [Harder et al.,2001].

Aus diesen biologischen Daten ergibt sich nun zunachst die Frage, warum die
verwendeten B-Defensine unterschiedliche Aktivitaten gegen die verschiedenen Bakteri-
enstamme zeigen. Durch die Reduzierung der aulleren Membran auf seine Lipid-
komponenten war es in der Vergangenheit moglich, strukturell bedingte Variationen in
den LPS-Molekulen fur die Unterschiede der Sensitivitat der Bakterienstamme gegen-
Uber antimikrobiellen Peptiden herauszustellen [Gutsmann et al.,2001] [Gutsmann et
al.,2005] [Gutsmann et al., 2000] [Gutsmann et al., 1999]. Dabei sind die L-Arap4N von
besonderen Interesse. Das LPS WBBO01 verfugt Uber keine L-Arap4N, wahrend das
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LPS R595 Uber eine L-Arap4N an den Phosphaten verfugt. Das LPS R45 besitzt eine
zusatzliche L-Arap4dN am 1. Kdo. Wie die biologischen Versuche gezeigt haben, sind
hBD-2 und C-hBD-3-1-5-C nicht aktiv gegen P. mirabilis R45. Neben einer maoglichen
sterischen Hinderung [Hagge et al.,2004] [Wiese et al.,1998], kommt es durch die L-
Arap4N zur effektiven Reduzierung der Nettoladung des LPS-Molekuls und so zu einer
verminderten Anlagerung des kationischen Peptides an die Membran. Dabei verfugt das
LPS WBBO01 Uber 4 negative Ladungen, das LPS R595 uUber 3,4 negative Ladungen
und das LPS R45 Uber 3 negative Ladungen.

Durch die Kombination verschiedener biophysikalischer Techniken und Rekonstitutions-
systemen ist es madglich, eine Modellvorstellung der Wechselwirkung zwischen den je-

weiligen Peptiden und der auleren Membran Gram-negativer Bakterien zu entwickeln.

In der folgenden Diskussion werden die Messdaten der unterschiedlichen bio-
physikalischen Techniken fur die jeweiligen Peptide zusammengefasst, um eine besse-
re Ubersichtlichkeit zu erhalten.

7.1.3.2 Biophysikalische Untersuchung mit hBD-2

Zunachst werden die Daten fur das hBD-2 diskutiert. Mit diesem Peptid war es jedoch
nicht moglich, alle Techniken und jedes LPS zu nutzen, da die verfugbare Menge an an-
timikrobiell aktivem hBD-2 stark begrenzt war.

Wie schon dargestellt, ist die Fluiditat der Fettsaureketten der Lipide ein wichtiger Pa-
rameter fur die thermodynamische Beschreibung von Lipiddoppelschichten. Daher
wurde zunachst untersucht, inwieweit hBD-2 Einfluss auf den Phasenubergang der
Fettsaureketten in LPS-Aggregaten nimmt (siehe Kapitel 6.1.4). Es wurden dahinge-
hend Messungen mit hBD-2 zum Einfluss auf das Phasenverhalten von LPS Aggrega-
ten eines sensitiven (LPS von E. coli WBBO01) und eines resistenten (LPS von P. mi-
rabilis R45) Bakterienstammes durchgeflhrt. Betrachtet man die Ergebnisse, so zeigt
sich keine Veranderung der Phasenubergangstemperatur. Dies kann derart gedeutet

werden, dass das Peptid nicht so tief in die Kopfgruppenregion interkaliert, das es in
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den hydrophoben Fettsaurekettenbereich der Aggregate vordringt. In diesem Fall wurde
sich aufgrund der geanderten Platzverhaltnisse die Fluiditat der Fettsduren andern, was
auch zu einer Anderung der Phaseniibergangstemperatur fiilhren wiirde. Kommt es hin-
gegen nur zu einer Bindung an die Kopfgruppenregion, so besteht die Mdglichkeit, dass
die Kopfgruppen der einzelnen LPS-Molekile nicht soweit auseinander gedruckt

werden, dass es zu einer Anderung des Platzbedarfs der Fettsdureketten kommt.

7.1.3.3 Wechselwirkung zwischen hBD-3 Derivaten und LPS-Aggregaten

Im folgenden Abschritt werden die Daten der biophysikalischen Untersuchungen mit
den Derivaten des hBD-3 diskutiert. hBD-3 selbst wurde in der Laborgruppe Biophysik
schon in der Vergangenheit untersucht [Bohling,2004] [Bohling et al.,2006].

Betrachtet man zunachst die Messungen an LPS-Aggregaten, so zeigt sich, dass sich
die Phasenubergangstemperatur von LPS R45 und LPS R595 durch beide Derivate
nicht andert (siehe Kapitel 6.1.4). Betrachtet man jedoch die Messung an LPS WBBO01-
Aggregaten, so zeigt sich fur das C-hBD-3-1-5-C keine, fur das hBD-3-6S jedoch eine
geringfiigige Anderung der Phaseniibergangstemperatur. Man erkennt somit, dass das
hBD-3-6S soweit in die LPS WBBO01 Aggregate interkalieren kann, dass es zu einer
Fluidisierung der Fettsaureketten kommt. Dies ist fur das hBD-3 und das C-hBD-3-1-5-
C, wie schon fur das hBD-2 diskutiert, nicht der Fall. Es ist zu beachten, dass sich im
Vergleich mit den Daten zur antimikrobiellen Aktivitat die Phasenubergangstemperatur
ausschlielBlich im Fall des aktivsten Peptides andert. In friheren Untersuchungen der
Arbeitsgruppe wurde eine geringe Anderung der Phaseniibergangstemperatur durch
hBD-3 gezeigt [Bohling,2004]. Diese Daten wurden jedoch mit dem Einsatz eines Fluo-
rophors gemessen, der unter Umstanden die Bewegungsfreiheit der Fettsaureketten
einschrankt. Daher sind die Daten nicht direkt mit denen der vorliegenden Arbeit ver-

gleichbar.

Fur die FRET-spektroskopischen Untersuchungen wurden Kontrollmessungen mit re-
kombinantem hBD-3 durchgefuhrt. Insgesamt zeigt sich fur die FRET-spektrosko-
pischen Messungen folgendes Bild (siehe Kapitel 6.1.3): Da eine Quervernetzung der
einzelnen LPS-Kopfgruppen durch Magnesium [Gutsmann et al.,2001] diskutiert wird,
wurden die Messungen mit zwei Puffersystemen mit und ohne Magnesium durchge-

fuhrt. Im Fall des hBD-3 zeigte sich, dass es zu einem Anstieg des FRET-Signales in
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beiden Puffersystemen kommt, was als eine Interkalation des Peptides in die LPS-
Aggregate interpretiert werden kann [Gutsmann et al.,2000]. Im Fall der LPS R45-
Aggregate, dem LPS eines resistenten Bakterienstammes, ist diese Interkalation jedoch
sehr schwach ausgepragt. Vergleicht man nun die Ergebnisse des hBD-3-6S, so zeigt
sich ein ahnliches Bild, nur ist im Fall der LPS WBBO01-Aggregate die Interkalation
abhangig von der Salzkonzentration im Puffer. Dieses Verhalten ist im Fall des C-hBD-
3-1-5-C noch ausgepragter. Dieses Peptid baut sich in die LPS WBB01-Aggregate in
Anwesenheit von Magnesium im Puffer nur sehr geringflgig ein. Aber auch bei diesem
Peptid kommt es zu einer schwachen Interkalation in LPS R45-Aggregate. Fasst man
die Interaktion der verschiedenen Derivate mit den LPS-Aggregaten zusammen, so er-
gibt sich folgendes Bild: (i) alle drei Derivate bauen sich in LPS WBB01-Aggregate in
Abwesenheit von Magnesium im Puffer nahezu gleich gut ein, (ii) das Magnesium hat
einen unterschiedlichen Einfluss auf die Interkalation der drei Derivate und (iii) zum aus-
gepragtesten Einbau kommt es fur hBD-3-6S in LPS R45-Aggregate. Fur das antimikro-
bielle Peptid CAP18 wurden ebenfalls Untersuchungen an Aggregatsystemen vorge-
nommen [Gutsmann et al.,2000]. Dabei zeigten sich Unterschiede fur den Einbau zwi-
schen LPS resistenter Bakterienstamme und LPS sensitiver Bakterienstamme, welche
mittels FRET-spektoskopischen Messungen und Messung der Membranfluiditat durch-
gefuhrt wurden. Dabei zeigte sich, dass L-Arap4N am ersten Kdo des LPS R45 der
strukturelle Grund fur die Ausbildung der Resistenz des Bakterienstammes gegen
CAP18 darstellte. Davon ausgehend zeigt sich, dass das hBD-3 und dessen Derivate
gut in LPS-Aggregate sensitiver Bakterienstamme und schwach in die resistenter Bak-
terienstammen einbauen. Das Disulfidbricken-freie hBD-3-6S interkaliert so weit in die
LPS WBBO01-Aggregate, dass sich die Fluiditat der Fettsaureketten andert. Dies beruht
darauf, dass das LPS WBBO01 uber keine L-Arap4N verfugt, die die Interkalation ste-
risch oder elektrostatisch hindern kdnnten.

Weiter wurden Untersuchungen mit auf Mica absorbierten LPS-Aggregaten durchge-
fuhrt (siehe Kapitel 6.1.2.6). Dabei wurden die LPS-Aggregate zusammen mit dem
hBD-3-6S prapariert. Aufgrund der Vermischung von Peptid und LPS vor der Praparati-
on der Aggregate kann davon ausgegangen werden, dass es zu einer Durchmischung
der Aggregate mit hBD-3-6S kam. In wassriger Losung wurden daraufhin Messungen
mit dem Rasterkraftmikroskop durchgefiihrt. Ahnliche Messungen wurden an Phospholi-

piddoppelschichten mit eingebauten membranstandigen Proteinen, wie dem LPS-
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bindenden-Protein (LBP) [Roes et al.,2006], und ebenfalls fur Melittin-haltige Aggregate
[Chen et al.,2007] gemacht. Im Fall der Melittin-haltigen Aggregate zeigten sich
Anderungen der Domanenbildung in DPPC-Membranen nach der Inkubation mit dem
antimikrobiellen Peptid Melittin [Hristova&Dempsey &White,2001]. Dieses Verfahren

eignet sich somit fur die folgenden Untersuchungen.

Wahrend die Kontrollmessungen an reinen LPS R595- und LPS R45-Membranen glatte
Oberflachen zeigten, zeigte sich bei den Proben mit vorinkubiertem Peptid eine mit der
Zeit zunehmende Bildung kleiner hdoher stehender Areale. Mittels einer hohen Kraft auf
den Cantilever war es maoglich, diese Strukturen von der Oberflache zu entfernen. Die
Diskussion dieses Phanomens stellt ein besondere Herausforderung dar. Es ware na-
heliegend, dass es sich bei den hoher erscheinenden Bereichen um Domanen handelt.
Jedoch wurde in diesem Fall das Wegkratzen der Strukturen nicht zu einer vollkommen
ebenen Flache fuhren. Daher kann angenommen werden, dass sich die zu Beginn der
Messung geschlossene, aber interkaliertes hBD-3-6S enthaltende Doppelschichtmem-
bran nach und nach vom Mica abloste. Mit diesem Modell ware zu erklaren, dass das
Wegkratzen der hoher erscheinen Bereiche zu einer ebenen Flache fuhrte. Ein anderes
Bild ergab sich fur LPS WBBO01-Doppelschichtmembranen. Diese zeigten schon in der
Kontrollgruppe ohne interkaliertem hBD-3-6S eine ausgepragte Oberflachenrauigkeit
mit einzelnen Fehlstellen. Eine sehr unebene Oberflache bildeten die mit Peptid
vorinkubierten Proben. Dabei kam es in einem deutlich geringeren Mal} zu einer Ablo-
sung der Membran von der Micaoberflache. Zusammenfassend fuhrte die Vorinkubation
mit hBD-3-6S zu einer deutlichen Anderung der Doppelschichtmembranen aller
verwendeter LPS. Die Ablosung der Doppelschichtmembran von der Micaoberflache
kann unter Umstanden durch eine Reduzierung der hydrophilen Bindung der Lipidkopf-
gruppen an das Mica und/oder durch eine Ladungsabsattigung der LPS Molekule durch
das Peptid erklart werden. Mica ist Uberwiegend hydrophil, wie auch die Lipidkopf-
gruppen. Betrachtet man die Verteilung der hydrophilen und hydrophoben Aminosauren
des hBD-3-6S auf der Basis des hBD-3 [Schibli et al.,2002], so zeigt sich, dass die hy-
drophilen und hydrophoben Aminosauren unregelmalflig uber das Peptid verteilt sind, so
dass sich keine ausgepragte Amphiphilie ergibt. Interkaliert das aufgrund der fehlenden
Disulfidbricken mechanisch sehr flexible hBD-3-6S in die Doppelschichtmembran, so
kann es durch die unregelmafige Verteilung der hydrophilen und hydrophoben Amino-

sauren zu einer weniger hydrophilen Membranoberflache kommen. Die Micaoberflache
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ist zudem eher negativ geladen, die Oberflache der LPS-Membran ist ebenfalls negativ
geladen. Eine Bindung zwischen Mica und LPS-Schicht ist, neben der hydrophilen
Wechselwirkung, nur durch die Ausbildung einer diinnen Wasserschicht mdglich. Andert
man nun durch die Interkalation eines stark positiv geladenen Peptides die Ladungsver-
teilung der Membran, so kann dies in Verbindung mit der Abschwachung der hydrophi-
len Wechselwirkung zwischen Membranoberflache und Mica zu einer ingesamt schwa-
cheren Bindung der Doppelschichtmembran an das Mica fuhren. Dies kann auch die
Tatsache erklaren, dass die LPS WBB01 Membran stabiler ist als die LPS R595 und
LPS R45 Membran. Das LPS WBBO01-Molekul tragt vier negative Ladungen, wahrend
im Fall des LPS R595 nur 3,4 und im Fall des R45 nur drei negative Ladungen ausge-
bildet werden. Somit kann das LPS WBBO01 die Ladung des hBD3-6S besser kom-
pensieren, so dass die Ladungsverteilung auf der Membranoberflache sich unter Um-
standen weniger andert, als das bei den anderen LPS der Fall war. Bleibt nun der Aus-
tausch mit freien Aggregaten im Puffer aus, was wahrend der Messungen mit dem
Rasterkraftmikroskop der Fall ist, 16st sich die Membran Uber die Zeit vom Mica ab. Zu-
sammenfassend kann dies nun bedeuten, dass es unabhangig von der chemischen
Struktur des LPS zu einer Anderung der Ladungsverteilung und damit zur Anderung der

hydrophilen Oberflache durch das vorinkubierte Peptid kommt.

7.1.3.4 Wechselwirkungen zwischen hBD-3 Derivaten und rekonstituierten
Membranen Gram-negativer Bakterien

Im nachsten Abschnitt werden die Ergebnisse flur die rekonstituierten asymmetrischen
Membranen betrachtet (siehe Kapitel 7.1.5). Diese kommen den Lipiddoppelschichten
der nativen auleren Membranen der untersuchten Gram-negativen Bakterien am
nachsten. Diese Membranen wurden mit Hilfe der Montal-Mueller-Technik rekonstituiert.
Betrachtet man zunachst mittels der Kapazitatsmessungen die Interaktion zwischen
Peptid und der LPS/PL-Membran, so erkennt man fur alle untersuchten Membranen
eine Anderung der Kapazitat nach Zugabe von hBD-3-6S (siehe Kapitel 6.1.5.1) und C-
hBD-3-1-5-C (siehe Kapitel 6.1.5.2). Dabei ist der Verlauf in Bezug auf eine Zu- oder
Abnahme fur das hBD-3-6S nicht eindeutig. Eindeutig ist jedoch der Verlauf der Kapazi-
tatsmessung nach der Zugabe von C-hBD-3-1-5-C, da die Kapazitat der Membran in
allen Versuchen zunimmt. Es kommt somit zu einer Interaktion des Peptides und der

Membran, was in friheren Untersuchungen als eine Anlagerung und Aufkonzentration
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bzw. Einbau des Peptides in die Membran interpretiert wurde [Gutsmann et al.,2001].
Betrachtet man dieses in Verbindung mit der weiter vorn gemachten Aussage, dass das
Peptid sich nur geringflugig in LPS Aggregate einbaut (siehe Kapitel 6.1.3), so kann bei
der Betrachtung der Kapazitat eher von einer Anlagerung an die Membran ausge-
gangen werden und weniger von einer Interkalation. Eine Anlagerung antimikrobieller
Peptide an Membranen wurde fur andere Peptide, wie z.B. Magainin [Dathe et al.,2001]
oder CAP18 [Gutsmann et al.,2001] [Hagge et al.,2004], in der Vergangenheit schon
mehrfach beschrieben. Die treibende Kraft fur diese Anlagerung ist die elektrostatische
Wechselwirkung, da diese die einzige langreichweitige Wechselwirkung im betrachteten
Modellsystem darstellt. Interessanterweise scheint die Reduzierung der Nettoladung der
LPS-Molekule durch die Substitution mit L-Arap4N und der damit verbundenen Redu-
zierung des Gouy-Chapman-Potentials keine Auswirkung auf die Anlagerung der Pepti-
de an die Membran zu haben. Dies lasst sich auf die hohe Nettoladung der verschie-
denen Peptide zurtckfuhren, da die geringflgigen Reduzierung der Oberflachenladung
(-25 %) der Membran nicht den Einfluss hat, da es aufgrund der hohen Ladung des

Peptids (+11 e;) dennoch zu einer starken elektrostatischen Anziehung kommt.

In vorangegangenen Untersuchungen konnte flur das hBD-3 gezeigt werden [Bohling et
al.,2006], dass bei einer Spannung vergleichbar der naturlichen Spannung Uber der
aulleren Membran Gram-negativer Bakterien ein Stromfluss durch asymmetrische
Membranen gemessen werden kann. Analog dazu induziert auch hBD-3-6S (siehe Ka-
pitel 6.1.5.1) ab einer transmembranen Spannung von 20 mV Stromfluktuationen in
allen untersuchten LPS/PL-Membranen. Es zeigten sich zwei unterschiedliche Charak-
teristiken: (i) es kam entweder zu zeitlich begrenzten Stromfluktuationen oder (ii) Strom-
fluktuation, die direkt in die Zerstorung der Membran uUbergingen. Wichtig zu beachten
ist, dass die Stromfluktuation aus vielen kleinen und kurzen Ereignissen bestehen (La-
sionen), so dass nicht von einer definierten Offnung durch die Membran, wie dies bei
einer peptidausgekleideten Pore der Fall ware. Diese Poren wirden zu einem
konstanten Strom fuhren [Gutsmann et al.,2003] [Hagge et al.,2002]. Die beobachteten
transienten Stromfluktuationen sind jedoch mit der Bildung von Lasionen korreliert [Boh-
ling,2004] [Bohling et al.,2006] [Gutsmann et al.,1999], sodass die Bildung von de-
finierten Poren ausgeschlossen werden kann. Gleichzeitig konnte festgestellt werden,
dass sich die Lebensdauer der Membran durch die Zugabe der Peptide meist deutlich

verkurzt. Diese Ergebnisse sind direkt mit denen fur hBD-3 vergleichbar, mit der ent-
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schiedenen Ausnahme, dass es mit hBD-3-6S auch maoglich ist, in LPS R45/PL-Mem-
branen Lasionen zu induzieren. Generell musste allerdings eine groRere Menge hBD-3-
6S zur Induktion von Lasionen eingesetzt werden als beim rekombinanten hBD-3 [Boh-
ling et al.,2006]. Somit zeigte sich bei den Messungen eine Ubereinstimmung zwischen
biophysikalischen und biologischen Daten. Zusammenfassend ist im Fall des hBD-3-6S
der gleiche Mechanismus wie im Fall des hBD-3 fur die Zerstorung der auf3eren Mem-
bran Gram-negativer Bakterien zu Grunde zu legen.

Es gibt in der Literatur zwei prinzipiell unterschiedliche Modelle zur Beschreibung der
Wechselwirkung zwischen antimikrobiellen Peptiden und biologischen Membranen. Das
barrel-stave Modell [Shai,1999] beruht auf der Annahme der Ausbildung von peptid-
ausgekleideten Poren, wahrend das carpet-model [Matsuzaki,1999] eher auf der
Annahme einer Stoérung der Membranintegritat fuhrt. Das hier vorgestellte Modell der
Wechselwirkung zwischen humanen B-Defensinen und der aul’eren Membran Gram-

negativer Bakterien basiert auf dem carpet-model.

Zunachst kommt durch die elektrostatische Anziehung zwischen dem humanen [3-
Defensin und der Membran zu einer Anlagerung bzw. Aufkonzentration des Peptides an
der Membranoberflache. Dies allein fihrt jedoch noch nicht zu einer Anderung der
Membranstabilitat, da es nicht zu einer Interkalation des Peptides in die Membran
kommt. Ist jedoch eine transmembrane Spannung vorhanden (was im naturlichen Sys-
tem gegeben ist), wird durch das angelagerte Peptid mechanischer Stress auf die Mem-
bran ausgeubt. Durch die hohe Ladung des hBD-3-6S wird der mechanische Stress in-
nerhalb der Membran noch verstarkt, da die Ladung eines hBD-3-6S (+11 o) nur durch
eine Vielzahl an LPS-Molekulen (Ladung -4 e, bis -3 e;) kompensiert werden kann. Es
kommt somit zu kurzzeitigen Stérungen der Membranintegritat, so dass lonen die Mem-
bran passieren konnen und durch Addition dieser einzelnen flieRenden Ladungen ein
stark verrauschter Strom durch die Membran fliel3t. Dieses Modell der Desintegration
der Membran wird zudem gestiutzt durch die verringerte Lebensdauer der Membran
nach Zugabe des Peptides. Es stellt sich jedoch die Frage, warum hBD-3 keine La-
sionen in LPS R45/PL-Doppelschichtmembranen induzieren kann, hBD-3-6S jedoch
schon. Aufgrund der nicht vorhandenen Disulfidbricken kann angenommen werden,
dass hBD-3-6S flexibler ist [Ovchinnikova et al.,2007], so dass die sterische Hinderung
der am ersten Kdo befindlichen L-Arap4N nicht den Einfluss auf die Interkalation des

hBD-3-6S in die Kopfgruppenregion hat, wie dies bei dem hBD-3 der Fall ist. Dies lasst
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sich mit den oben gezeigten Daten der FRET- und Phasenubergangstemperatur-

Messungen ebenfalls untermauern.

Ein etwas anderes Bild zeigt sich beim C-hBD-3-1-5-C (siehe Kapitel 6.1.5.2). Nach
Zugabe des Peptides lassen sich nur bei transmembranen Spannung oberhalb von
25 mV Stromfluktuationen induzieren. Dieser Wert liegt zwar noch in der Nahe des fur
das biologische System beschriebenen Werte, ist aber geringfugig hoher als der der
anderen in dieser Arbeit untersuchten Peptide. Zudem wirkt sich die Zugabe des Pepti-
des nicht so stark auf die Verkurzung der Lebensdauer der rekonstituierten Membranen
aus, wie das bei den vorhergehend beschriebenen Peptiden der Fall war. Die Stromfluk-
tuationen haben im Vergleich zu anderen Peptiden eine andere Charakteristik. Es
kommt im Vergleich zum hBD-3 und hBD-3-6S zu einem hohen Gesamtstrom, der je-
doch ein Rauschen mit sehr hoher Amplitude aufweist, wobei diese Stromfluktuationen
Uber einen langen Zeitraum andauern, ohne die Membran zu zerstéren. Es handelt sich
jedoch in diesem Fall ebenfalls nicht um peptidausgekleidete Poren, sondern ebenfalls
um Lasionen. Porenartige Strukturen wurden, trotz des Rauschens, aquidistante Strom-
niveaus erzeugen. Dies konnte im Fall des C-hBD-3-1-5-C nicht gezeigt werden. Es
scheinen sich Lasionen auszubilden, die eine deutlich groRere Anzahl an lonen durch
die Membran passieren lassen, so dass es zu kurzzeitigen Stromen hoher Amplitude
kommt. Dies kann dahingehend gedeutet werden, dass die einzelnen Lasionen eine
grofRere Ausdehnung haben. Diese Lasionen uberlagern sich und bilden so die ge-
messene Charakteristik. Dabei scheinen die C-hBD-3-1-5-C-induzierten Lasionen die
Membran mechanisch weniger zu belasten, was sich darin zeigt, dass die Lebensdauer

der Membran vergleichbar stark abnimmt wie bei der Zugabe von hBD-3-6S.

Das Peptid C-hBD-3-1-5-C ist nicht aktiv gegen P. mirabilis R45 Bakterien, obwohl es
auch maoglich ist, in LPS R45/PL-Membranen Lasionen zu induzieren (siehe Kapitel
6.1.5.2). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht genau festgestellt werden, ob die zur In-
duzierung der Lasionen notwendige Spannung im Fall der LPS R45/PL-Membranen si-
gnifikant hoher ist als die fur LPS WBBO01/PL-Membranen. Weiter konnten weder hin-
sichtlich der Stromamplitude noch der Stromcharakteristik signifikante Unterschiede
zwischen in den beiden LPS/PL-Membranen induzierten Lasionen gezeigt werden. Es
ist daher nicht moglich, an Hand der biophysikalischen Daten zwischen rekonstituierten
Membranen bestehend auf der einen Seite aus PL, und auf der anderen Seite LPS der

jeweiligen sensitiven bzw. resistenten Bakterienstamme zu unterscheiden. Dies kann
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seinen Grund darin haben, dass das C-hBD-3-1-5-C, wie auch das schon zuvor unter-
suchte hBD-3 und das hBD-3-6S, in erster Linie die Membranstabilitat stort. Festzu-
stellen ist jedoch, dass der Mechanismus der Induktion von Lasionen durch C-hBD-3-1-
5-C ein anderer zu sein scheint, als der fir hBD-3 und hBD-3-6S. Dieser wird in Zukunft
jedoch noch genauer untersucht werden mussen. Ein spekulatives Modell ware, dass
das C-hBD-3-1-5-C aufgrund der einen Disulfidbricke weniger flexibel ist und daher
eine andere Struktur ausbildet, als das natlrliche hBD-3 oder das hBD-3-6S. Dadurch
ware es moglich, dass es bei der Einlagerung in die Kopfgruppenregion der Membran
zur Ausbildung groRRerer Einzellasionen kommt, die Uber ihre grofderen Abmessungen
eine grolkere Anzahl lonen passieren lassen, wodurch der Gesamtstrom hoher ausfallt,
als der der durch hBD-3 oder hBD-3-6S induzierten Stromfluktuationen.

Es zeigte sich nun, dass das hBD-3-6S und das C-hBD-3-1-5-C zwar uUber sehr ahnli-
che Aminosauresequenzen mit der gleichen positiven Nettoladung verfigen und dass
nach Untersuchungen von Kluver et al. Derivate von hBD-3 immer Uber eine (B-Faltblatt
Konformation verfugen [Kluver et al.,2005], die Charakteristik der Lasionen aber eine
andere zu sein scheint. Das hBD-3-6S fuhrt zu einem mit dem rekombinanten hBD-3
vergleichbaren Verhalten der Stromfluktuationen. Das C-hBD-3-1-5-C hingegen scheint
andere Lasionen zu induzieren. Daraus lasst sich die Aussage ableiten, dass nicht nur
die Struktur der Lipide in der Membran, sondern auch kleine strukturelle Anderungen in
ansonsten gleichen Peptiden zu deutlich unterschiedlichen Lasionen fuhren. In Bezug
auf das naturliche System ist jedoch zu beachten, dass die native Membran durch die
Einlagerung von Proteinen und durch die Stabilisierung durch das Peptidoglykangerust
mechanisch deutlich stabiler ist als in den verwendetem Rekonstitutionsmodell. Einen
weiteren wichtigen Schritt zur Abtotung der Bakterien stellt die Permeabilisierung der in-
neren Membran dar. Aufgrund der hdoheren transmembrane Spannung von 150 mV und
den bezogen auf die Lipide einfacheren Aufbau der Membran ist anzunehmen, dass die
humanen B-Defensine die innere Membran einfacher permeabilisieren kdnnen als die
aullere Membran der Gram negativen Bakterien. Die Zerstorung der inneren Membran
kann das Bakterium per se abtdten oder durch einen self-promoted uptake des Pepti-
des zur Zerstorung weiterer lebenswichtiger Zellstrukturen im Inneren des Bakteriums

fuhren.

Die Lipidmatrix der Zellhulle humaner Zellen besteht aus einem hohen Anteil Phosphati-

dylcholin (PC). Fur hBD-3 wurde gezeigt, dass es nicht moglich ist, in symmetrische
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DOPC-Membranen Lasionen zu induzieren. Dies zeigte in Verbindung mit biologischen

Untersuchungen, dass hBD-3 humane Zellen nicht abtotet [Bohling et al.,2006].

7.1.3.5 Diskussion der Charakteristik hBD-3-induzierter Lasionen

In der vorangegangen Diskussion wurde schon mehrmals der Unterschied zwischen
peptidausgekleideten porenartigen Lasionen und kleinen transienten Lasionen erwahnt.
Lasionen stellen kleine und kurzlebige Locher in der Membran dar [Gutsmann et
al.,2005]. In diesem Abschnitt sollen die Daten zur genauen Untersuchung von hBD-3-
induzierten Lasionen in Membranen diskutiert werden. Zu diesem Zweck wurden die
Stromflusse durch LPS WBBO01/PL-Membranen mit Hilfe der Fouriertransformation und
der Autokorrelationsanalyse untersucht (siehe Kapitel 6.1.5.3). Als Beispiel eines Pepti-
des, welches definierte Lasionen bildet, wurde das vielfach biophysikalisch untersuchte
Polymyxin B (PMB) verwendet [David et al.,1992] [Gutsmann et al.,2005] [Hartmann et
al.,1978] [Sixl &Galla,1981] [Vaara et al.,1985] [Wiese et al.,1998].

Mit Hilfe der Rauschanalyse mittels Fouriertransformation konnte gezeigt werden, dass
im Fall einer PMB-induzierten stabilen Lasion der Stromfluss durch diese uber die Zeit
geometrisch konstante Struktur kein anderes Rauschverhalten zeigt als das syste-
mische Grundrauschen vor dem Auftreten des Stromflusses. Dies bedeutet, dass durch
diese Struktur ein stetiger, nahezu ungestorter lonenfluss fliet, was wiederum auf eine
stabile porenartige Struktur konstanter Grolke schlie3en lasst [Wiese et al.,1998]. Im
Ubergangsbereich nimmt das Rauschen zu tiefen Frequenzen zu, was sich dadurch er-
klaren lasst, dass sich zu diesem Zeitpunkt die porenartige Struktur 6ffnet und Uber
einen langen Zeitraum geoffnet bleibt. Dies fuhrt im Rauschverhalten im betrachteten
Zeitraum zu einem Anstieg der Amplitude bei sehr tiefen Frequenzen. Betrachtet man
im Vergleich das Rauschverhalten der hBD-3-induzierter Stromfluktuationen, so zeigt
sich, dass die Amplitude der niedrigeren Frequenzen mit steigender Anzahl der La-
sionen zunimmt. Dies bedeutet, dass es zu keinem stetigen lonenfluss kommt. Es |lasst
sich erkennen, dass das Amplitudenmaximum bei Frequenzen zwischen 10 und 100 Hz
liegt, wodurch sich die Dauer der Offnung der L&sionen im Zeitbereich von 10 bis

100 ms abschéatzen lasst.

Damit ergibt sich nun die Frage nach der statistischen Abhangigkeit der einzelnen La-

sionen voneinander. Dies kann mit Hilfe der Autokorrelationsanalyse durchgefuhrt
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werden. Dabei zeigte sich, dass die durch PMB gebildete Pore keine hohere statistische
Abhangigkeit zeigte als das Grundrauschen vor Beginn des Stromflusses. Dies ist lo-
gisch begrindbar, da eine einzelne Pore keine statistische Abhangigkeit zu sich selbst
aufweisen kann. Nur im Ubergangsbereich steigt der Wert der Autokorrelation an. Dies
ist jedoch eindeutig der Entstehung der Pore zuzuschreiben, wodurch es zu Stérungen
des lonenstroms kommt und folglich einen hoheren Wert der Autokorrelationsfunktion
bedingt. Legt man die Annahme einer statischen Pore zu Grunde, so ergibt sich genau
das gemessene Verhalten der Autokorrelationsfunktion. Ein anderes Bild zeigte sich bei
den hBD-3-induzierten Lasionen. Wahrend das Grundrauschen eine vergleichsweise
geringe statistische Abhangigkeit zeigte, sind die Werte der Autokorrelation fur die un-
terschiedlichen Zeitpunkte der Stromfluktuationen konstant hoch. Dies deutet auf eine
statistische Abhangigkeit der Einzelereignisse, also der einzelnen Lasionen hin. Diese
Abhangigkeit Iasst sich durch den mechanischen Stress innerhalb der Membran bei der
Interaktion mit dem hBD-3 modellhaft wie folgt erklaren: SchlieRen sich Lasionen an
einer Stelle, so reildt die unter mechanischem Stress stehende Membran an anderer
Stelle wieder auf. Dadurch kommt es zu einer kontinuierlichen Anderung der lonenfluss-
rate, wodurch die Stromfluktuationen entstehen.

Somit Iasst sich nun Folgendes zusammenfassen: Die durch hBD-3 induzierten Strom-
fluktuationen haben ihren Ursprung in der Uberlagerung vieler einzelner Lasionen, de-
ren Lebensdauer zwischen 10 und 100 ms liegt. Durch den Stress in der Membran o6ff-

nen und schlie3en sich permanent Lasionen.

7.1.4 Wechselwirkung zwischen hBD-3-6S und TDM-haltigen
Doppelschichten

Die auldere Zellhulle von Mykobakterien unterscheidet sich in Bezug auf ihre chemische
Zusammensetzung sehr stark von der der aul’eren Membran Gram-negativer Bakteri-
en. Die Struktur der mykobakteriellen Membran ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Es
ist jedoch bekannt, dass die Phospholipide PE und PG sowie das Trehalose Dimykolat
(TDM) Bestandteile der Zellhulle darstellen. Die im Folgenden diskutierten Untersu-
chungen basieren auf einem einfachen Modell der mykobakteriellen Membran be-
stehend aus PE, PG und TDM.
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Wie oben schon beschrieben, stellt die mechanische Stabilitat der Membranen einen
wichtigen Aspekt im Bezug auf die Induktion von Lasionen dar. Lipidmembranen, die
TDM enthalten, sind ausgesprochen stabil. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht,
inwieweit es moglich ist, mit Hilfe des in Bezug auf die Induktion von Lasionen sehr ak-
tiven hBD-3-6S Lasionen auch in TDM-haltigen Membranen zu induzieren (siehe Kapi-
tel 6.3.3). Dazu wurden Messungen an mit Hilfe der Montal-Mueller-Technik rekonstitu-
ierten PE:PG:TDM-Membranen durchgeflhrt. Dabei zeigte sich, dass es maoglich ist, in
PE:PG-Membranen ohne TDM Lasionen durch das Peptid zu induzieren. Dies gelang
bei TDM haltigen Membranen nicht. Setzt man diese Ergebnisse mit denen der LPS/PL-
Membranen in Bezug, so zeigt sich, dass durch die Stabilisierung der Membran durch
das TDM das Peptid nicht den mechanischen Stress in der Membran aufbauen kann,
der zur Ausbildung von Lasionen und letztendlich zur Zerstérung der Membran fuhrt.
Damit unterstitzen diese Messungen das Modell, welches davon ausgeht, dass in
erster Linie mechanischer Stress die Ursache fur die Zerstérung der Membranen dar-
stellt. Es zeigt sich jedoch auch, dass biophysikalische Untersuchungen genutzt werden
konnen, um die besondere Resistenz von Mykobakterien gegenuber antimikrobiellen
Peptiden aufzuklaren. Zu beachten ist allerdings, dass es sich bei den Messungen im
Rahmen dieser Arbeit um erste biophysikalische Versuche an mit Hilfe der Montal-Mu-
eller-Technik praparierten TDM-haltigen Membranen handelt.

7.1.5 Einfluss von hBD-3-6S auf substratgestiutzte Mono- und
Doppelschichten

Am Beginn der Diskussion (siehe Abschnitt 8.1.1) wurden die physikalischen Eigen-
schaften von LPS R45-Monoschichten untersucht. Im mittleren Teil der Diskussion (sie-
he Kapitel 8.1.3.4) wurde der Einfluss verschiedener humaner Defensine auf Rekon-
stitutionssysteme behandelt. Im folgenden letzten Teil der Diskussion sollen nun die
Vorgange der Interkalation des hBD-3-6S (welches aktiv gegen P. mirabilis R45 ist) in
LPS R45-Monoschichten und die Domanenbildung in LPS R45/PL-Doppelschichten
nach Zugabe des Peptides behandelt werden. Dazu wurden die vorn vorgestellten
rasterkraftmikroskopischen Techniken (siehe Abschnitt 8.1.1) genutzt, um Untersu-
chungen an Membranen nach Zugabe des humanen [3-Defensins durchzufuhren.
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Durch die Filmflachenzunahme einer LPS R45-Monoschicht auf der Grenzflache
Puffer/Luft einer Filmwaage nach Zugabe des hBD-3-6S konnte gezeigt werden, dass
sich das Peptid konzentrationsabhangig in die Monoschicht einbaut. Dies konnte auch
schon fur verschiedene andere antimikrobielle Peptide wie PMB, CAP 18 und hBD-3
mittels Einbaumessungen an Filmwaagen oder Kalziumverdrangung uber die Messung
der “2Ca-Aktivitat gezeigt werden [Bohling et al.,2006] [Gutsmann et al.,2000] [Hagge et
al.,2006] [Roes&Seydel &Gutsmann,2005]. Fur die Untersuchungen innerhalb der vor-
liegenden Arbeit wurden mittels der Langmuir-Blodgett-Technik hergestellte substratge-
stiitzte Mono- und Doppelschichten verwendet. Nach dem Ubertrag auf Mica wurden
Hohenbilder mit dem Rasterkraftmikroskop aufgenommen (siehe Kapitel 6.1.2.5). Dabei
zeigte sich, dass sich die Domanenstruktur innerhalb der Monoschicht stark veranderte,
sofern hBD-3-6S in diese Monoschicht interkalierte. Derartige Anderungen konnten
ebenfalls fir PMB und hBD-3 gezeigt werden, wobei sich fur das hBD-3 eine Abhangig-
keit der Anderung der Domanen von der Aktivitdt des Peptides gegen den Bakteri-
enstamm des verwendeten LPS zeigte [Bohling et al.,2006] [Roes et al.,2005]. Bei einer
Konzentration entsprechend derer, die in Versuchen mit der Montal-Mueller-Technik
verwendet wurde, konnten keine Domanen innerhalb der LPS-Monoschicht festgestellt
werden. Es sind jedoch kleine Bereiche erkennbar, die besonders hoch aus den Mono-
schichten herausragen. Aufgrund der Hohe von mehr als 3 nm (der Hohenunterschied
zwischen fluiden und rigiden Domanen betragt etwa 2 nm) kann davon ausgegangen
werden, dass es sich um Cluster, die einen hohen Anteil hBD-3-6S enthalten oder voll-
standig aus dem Peptid bestehen, handelt und nicht um Lipiddomanen. Fur das dem
hBD-3-6S verwandte hBD-2 wurde gezeigt, dass die Peptidmolekulle oligomerisieren
[Hoover et al.,2000]. Nimmt man dies auch fur das hBD-3-6S an, so kdnnen die beob-
achteten Cluster in den Hohenbildern mit einer Oligomerisierung der hBD-3-6S-Moleku-
le erklart werden. Zudem wird aus den Hohenbildern deutlich, dass sich das hBD-3-6S
eher an den Domanenrandern einbaut. In einem nachsten Schritt wurden Kraftkarten
aufgenommen, urspringlich um festzustellen, in welchem Phasenzustand sich die Fett-
saureketten nach der Zugabe des Peptides befanden (siehe Kapitel 6.1.2.5). Es zeigte
sich jedoch, dass die hydrophobe Wechselwirkung umso starker wurde, je mehr Peptid
eingesetzt wurde. Es konnte daher nicht festgestellt werden, ob die Fettsaureketten der
Monoschicht fluide oder rigide sind, da die Werte fur die Adhasionsarbeit und die Abriss-

kraft weitaus groflRer sind als die fur fluide Domanen. Der starke Anstieg deutet darauf-
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hin, dass nicht nur die Wechselwirkung zwischen dem Cantilever und den Fettsaure-
ketten gemessen wurde, sondern dass auch ein Anteil der hydrophoben Aminosauren
des in die Monoschicht interkaliertem Peptides fur die erhdhte Adhasion zwischen Can-
tilever und der Probe verantwortlich ist. Dies wirde jedoch bedingen, dass das Peptid
sehr weit in die LPS Monoschicht vordringt, was durch die Flachenzunahme der Mono-
schicht bei konstantem Druck ebenfalls gezeigt wurde. Ein solches Verhalten konnte je-
doch nur innerhalb des Monoschichtsystems gezeigt werden, da hier die stabilisierende
Wirkung der zweiten Monoschicht einer Membran fehlt. Modellhaft ist dieses Verhalten
derart zu erklaren, dass durch das Peptid ein mechanischer Stress in der Membran
erzeugt wird, der im Monoschichtsystem durch die Zunahme der Filmflache abgebaut
wird, im Doppelschichtsystem wird dieser Stress durch die Bildung von Lasionen abge-
baut.

Im nachsten Schritt wurden LPS R45/PL-Membranen prapariert, wobei die PL-Schicht
an das Mica gebunden wurde, wahrend die LPS R45-Schicht gegen den Puffer aus-
gerichtet war. Dem Puffer wurde nun hBD-3-6S zugegeben und dann fortlaufend HG-
henbilder mit dem Rasterkraftmikroskop aufgenommen. Dabei zeigte sich, dass es
durch die Zugabe des hBD-3-6S zu einer Vielzahl kleiner Erhdhungen auf der Membran
kam. Durch die Vermessung dieser Erhéhungen stellte sich wie bei den Monoschichten
heraus, dass es sich aufgrund der ermittelten Hohe nicht um LPS Domanen handelt
konnte, sondern um Cluster, in denen hBD-3-6S angereichert ist. Im Verlauf der
Messung kam es nicht zur vollstandigen Zerstorung der Membranoberflache, was zur
Ausbildung von groldflachigen Vertiefungen gefuhrt hatte, sondern es kam zu einer Zu-
nahme der kleinflachigen Erhdhungen. Es kann somit angenommen werden, dass sich
Uber die Einwirkzeit des Peptides zusehends mehr Domanen erhdhter Peptidkonzentra-
tion auf der Membranoberflache bildeten. Dieses Ergebnis untermauert somit die
Ergebnisse, die zur Untersuchung des Phasenuberganges gemacht wurden, sowie die
Kapazitatsmessungen an den freistehenden Membranen: das Peptid dringt nicht in den
hydrophoben Bereich der Membran ein, sofern keine transmembrane Spannung anliegt.
Mit diesen Messungen wird die modellhafte Vorstellung unterstiutzt, dass es sich bei der
Interaktion zwischen Peptid und LPS-Aggregaten, wie sie auch FRET-spektroskopische
Untersuchungen gezeigt haben, nicht um eine derart tiefe Interkalation handelt, dass
der hydrophobe Bereich der Membran betroffen ist. Es zeigte sich jedoch auch, dass es

nicht zur Ausbildung von hBD-3-6S-induzierten Lipiddomanen kommt. Dieses Verhalten
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wurde in der Literatur ebenfalls fur zwitterionische Phospholipidmembranen und alpha-
helikale Peptide gezeigt [Polozov et al.,1997]. Fur diese Untersuchungen wurden fluo-
reszenzmikroskopische Techniken verwendet. Der Vergleich mit diesen Messungen
stellt sehr gut dar, dass nicht nur die tiefe, die Phasenubergangstemperatur andernde
Interkalation der Peptide zu einer Storung der Membranintegritat fuhrt, sondern die
generelle Interaktion zwischen Peptid und Membran ausreicht, die Membran nachhaltig
zu storen. Dass diese Storung der Membranintegritat jedoch nicht hinreichend ist,
zeigen die Messungen an den Modellsystemen mit LPS R45. Auch zeigte sich, dass
durch die starke Wechselwirkung der beiden Monoschichten die Fettsaureketten des

LPS ihren fluiden Zustand auch nach der Interkalation des Peptides beibehalten.

7.2 Zusammenfassende Diskussion

Die Untersuchungen dieser Arbeit schlagen einen weiten Bogen uber vielfaltige bio-
physikalische Untersuchungen an verschiedenen rekonstituierten biologischen Mem-
branen und deren Wechselwirkung mit antimikrobiellen Peptiden. Dabei standen einer-
seits die aulRere Membran Gram-negativer Bakterien und anderseits humane [-
Defensine im Mittelpunkt dieser Arbeit. Es wurde herausgestellt, dass sowohl| die Be-
trachtung der Membran, als auch die genaue biophysikalische Untersuchung der Inter-
aktion zwischen einem Peptid und der Membran wichtige Hinweise Uber die Struktur der
Membran und die strukturellen Anderungen der Membran bei der Interaktion mit
Defensinen liefert.

Mit den Untersuchungen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die auldere Membran Gram-
negativer Bakterien nicht auf zwei separate Monoschichten aus LPS und Phospholipi-
den reduziert werden kann, sondern als ganzheitliches physikalisches System gesehen
werden muss. Dies zeigen die aulRergewohnlich starken hydrophoben Wechsel-
wirkungen zwischen den beiden Monoschichten, die die gesamte Membran thermody-
namisch beeinflussen. Diese transversalen Wechselwirkungen sind dabei die ent-
scheidende Kraft, die zum Ausbleiben der Domanenbildung in rekonstituierten Doppel-
schichtsystemen, die modellhaft die Lipidmatrix der aufere Membran Gram-negativer
nachbilden, fuhrt.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Wechselwirkung zwischen der Membran
Gram-negativer Bakterien und humanen B-Defensinen biophysikalisch sowohl in Bezug
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auf die Anderung der Membran durch die Interaktion, als auch in Bezug auf Variationen
seitens des Peptides betrachtet werden muss. Obwohl mit den verwendeten Methoden
nicht geklart werden konnte, warum P. mirabilis R45 resistent gegen C-hBD-3-1-5-C ist,
sind viele Hinweise fur das grundlegende Verstandnis der Wechselwirkung zwischen
biologischen Membranen und humanen B-Defensinen herausgefunden worden. Dabei
standen die thermodynamischen Eigenschaften der Membran, wie sie ebenfalls in
dieser Arbeit charakterisiert worden sind, im Mittelpunkt. Es zeigte sich jedoch auch,
dass humane B-Defensine in den biophysikalischen Untersuchungen ein deutlich
anderes Verhalten aufwiesen als fUr andere antimikrobielle Peptide, wie PMB oder
CAP18, beschrieben wurde. Da es sich hierbei eher um eine andere Klasse der
Wechselwirkung handelt, soll im Folgenden, ausgehend von den in vorherigen Kapitel
getroffenen Aussagen, ein allgemeines Modell der Wechselwirkung zwischen humanen

B-Defensinen und der auReren Membran Gram-negativer Bakterien formuliert werden.

Es kann angenommen werden, dass die in den Untersuchungen verwendeten humanen
B-Defensine unabhangig von der Anzahl der Disulfidbricken in Losung B-Faltblatt-
Strukturen ausbilden. Aufgrund der eher homogenen Verteilung der hydrophilen und hy-
drophoben Aminosauren formen sie wahrscheinlich in Losung Oligomere [Hoover et
al.,2000]. Die Oberflache der aufteren Membran Gram-negativer Bakterien hat aufgrund
der negativen Ladungen der einzelnen LPS-Molekule ein negatives Oberflachenpotenti-
al. Die humanen (B-Defensine sind hoch positiv geladene Molekile. In dem betrachteten
System stellt die elektrostatische Wechselwirkung die einzige langreichweitige
Wechselwirkung dar, wodurch es zu einer Anziehung der Defensine an die Membran
kommt. Die Peptidcluster kdnnen jedoch nicht ohne transmembrane Spannung in die
Membran interkalieren, sondern wirden sich nur an der Membran anlagern. Die Trans-
membranspannung betragt bei der auleren Membran Gram-negativer Bakterien etwa
26 mV, so dass die Peptide in die Kopfgruppenregion der auf’eren Monoschicht, der
LPS Schicht, der Membran interkalieren. An diesem Punkt der Interaktion hangt es von
der Flexibilitdt des Defensin-Molekils ab, wie weit es in die Membran interkaliert, d.h.
die Flexibilitat der Defensin-Molekule ist eine wichtige Determinante der Resistenz des
Bakterienstamms. Die hohe positive Gesamtladung eines einzelnen Defensin-Molekuls
fuhrt dazu, dass die Ladung eines Defensin-Molektls nicht durch ein einziges LPS Mo-
lekdl abgesattigt werden kann. Es kommt durch diese nicht abgesattigten Ladungen

und der damit verbundenen elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Defensin-Mo-
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lektlen und LPS-Molekulen zu mechanischem Stress innerhalb der Membran. Je nach-
dem welche Anzahl an LPS-Molekulen mit einem Defensin interagieren und wie gut die
Membran aufgrund ihrer chemisch-strukturellen Zusammensetzung den dabei ent-
stehenden Stress absorbieren kann, fuhrt dies entweder zu der Bildung von Lasionen
oder auch nicht. Somit ist der in der Membran entstehende Stress eine weitere Determi-
nante fur die Resistenz einzelner Bakterienstamme. Kann der induzierte mechanische
Stress durch die Membran nicht abgefangen werden, kommt es zur Ausbildung stress-
bedingter kleiner Locher in der Membran. Diese schlielen und 6ffnen sich fortlaufend
und perforieren so die Membran. Dies kann dem Peptid die Mdglichkeit geben, durch
die Membran zu permittieren und Strukturen im Inneren des Bakteriums oder funktiona-
le Ablaufe zu storen oder zu zerstéren. Diese weitergehenden Vorgange fuhren letzt-

endlich zum Absterben des Bakteriums.

Betrachtet man unter diesen Gesichtspunkten die Untersuchungen an TDM-haltigen
Membranen, so zeigen sich biophysikalische Anhaltspunkte zur Erklarung der Resistenz
von Mykobakterien gegenuber antimikrobiellen Peptiden. Die TDM-haltigen Membranen
zeigten in den Untersuchungen dieser Arbeit eine aullergewohnlich hohe mechanische
Stabilitat. Zudem war es nicht moglich, mit einem Derivat eines humanen B-Defensins
Lasionen in diesen Membranen zu induzieren. Das Vermdgen oder Unvermogen eines
Peptides, Lasionen unter biologisch vergleichbaren Bedingungen zu induzieren, stellte
in der Vergangenheit eine biophysikalische Determinante fur Aktivitat bzw. Resistenz
eines Bakterienstammes gegenuber einem antimikrobiellen Peptid dar [Gutsmann et
al.,2005]. Dies konnte im Hinblick auf Mykobakterien im Rahmen dieser Arbeit abermals

aufgezeigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Derivate des humanen 3-Defensins 3 untersucht,
die im Fall des hBD-3-6S keine und im Fall des C-hBD-3-1-5-C eine Disulfidbricke aus-
bilden. Dabei zeigte sich einerseits, dass die biologische Aktivitat nicht fur alle Stamme
dem des rekombinantem hBD3 entspricht, aber anderseits auch, dass die prinzipielle
Wechselwirkung mit rekonstituierten Membranen Gram-negativer Bakterien dem rekom-
binantem hBD-3 sehr ahnlich ist. Somit kann gerade das hBD-3-6S als ein Modellpeptid
fur humane B-Defensine bei biophysikalische Untersuchungen fungieren.

Die hier vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass substratgestitzte und frei-
stehende planare Membranen einen wichtigen biophysikalischen Beitrag zum Ver-
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standnis der Interaktion zwischen antimikrobiellen Peptiden und biologischen Mem-
branen, sowohl von Membranen Gram-negativer Bakterien als auch von Mykobakterien,
liefern kdnnen. Dabei hat sich gezeigt, dass sowohl kleine Variationen der Peptide als
auch Variationen der Membrankomposition eine funktionelle Anderung der Interaktion
hervorrufen, die sich letztendlich in den biologisch messbaren Parametern wie der an-
timikrobiellen Aktivitat widerspiegeln. Weiter konnte gezeigt werden, dass eine biolo-
gische Doppelschichtmembran in Bezug auf die physikalischen Eigenschaften nicht als
die Addition der Eigenschaften ihrer einzelnen Monoschichtmembranen interpretiert

werden darf, sondern als ganzheitliches System betrachtet werden muss.

8 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei der Wechselwirkung zwischen antimi-
krobiellen Peptiden und der aulderen Membran Gram-negativer Bakterien sowohl kleine
Variationen der chemischen Struktur der Peptide als auch der Membrankomposition
eine deutliche biophysikalische Anderung in der Charakteristik der Wechselwirkung be-
dingen. Dies bedeutet, dass es sinnvoll ist, auch in Zukunft die molekularer Eigen-
schaften dieses Vielteilchensystems naher zu untersuchen. Wagt man einen Ausblick
fur die Untersuchungen hinsichtlich der rekonstituierten Lipidmatrix der aulseren Mem-
bran der Gram-negativen Bakterien, so zeigen sich eine Reihe weiterfuhrender Versu-
che: Fir eine technische Verbesserung ist es sicherlich notwendig, die grolen Fehler
der Kraftmessungen an Lipidmonoschichten zu verringern. Hier kdnnen kleinere
Spitzenradien der Cantilever aufgrund ihrer kleineren Interaktionsflache eine deutliche
Verbesserung durch eine Verringerung der Anzahl der an der Interaktion beteiligten Mo-
lekile bringen. Zudem ware es sinnvoll, die kraftmikroskopischen Untersuchungen an
anderen Lipidsystemen wie TDM-haltigen Membranen, LPS mit langeren Zuckerstruk-
turen, aber auch an sogenannten Lipid-Raft-Mischungen durchzuflihren, um zu untersu-
chen, ob es sich bei den in dieser Arbeit gemachten Aussagen hinsichtlich der unter-
schiedlichen transversalen Wechselwirkungen verschiedener Fettsaurekettenzustande
um ein generelles Funktionsmerkmal biologischer Membranen oder um eine spezielle
Eigenschaft der aulleren Membran Gram-negativer Bakterien handelt. Die Kombination
von rasterkraftmikroskopischen Techniken und optischer Mikroskopie kann weitere Er-

kenntnisse Uber die Fluiditat und Bewegungsfreiheit der einzelnen Domanen in LPS
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Monoschichten selbst oder als Teil einer Doppelschichtmembran liefern. Mit Hilfe eines
Lasers konnen einzelne Areale ausgeblichen werden, um danach mittels Fluoreszenz-
mikroskopie das Eindringen noch aktiver Fluorophore in die vormals ausgeblichenen
Regionen zu untersuchen (FRAP). Mit diesem System ist es moglich, die Beweglichkeit
innerhalb der unterschiedlichen Doméanen zu untersuchen. Diese Technik kdnnte so-
wohl an den freistehenden Membranen als auch bei den substratgestutzten Membranen
angewendet werden. Weitere Erkenntnisse lieRen sich mittels Ellipsometrie Uber die
Domaneneigenschaften herausfinden. Mittels abbildender Ellipsometrie ware es
moglich zu untersuchen, ob es zwischen fluiden und rigiden Fettsaureketten einen rea-
len Hohenunterschied gibt. Dieser kann mittels Rasterkraftmikroskopie nicht unbedingt
untersucht werden, da die Spitze des Cantilevers immer mit der Probe interagiert. Dies
ist bei der durch die Verwendung von polarisiertem Licht bei der Ellipsometrie nicht der
Fall.

TDM-haltige Membranen sind bis zum heutigen Zeitpunkt sehr wenig biophysikalisch
untersucht worden. Um weitere biophysikalische Grundlagenuntersuchungen zu ma-
chen, ware die Ausarbeitung eines besseres Rekonstitutionsmodells fur die Zellhulle
von Mykobakterien sinnvoll, was jedoch eine vorhergehende Charakterisierung der my-

kobakteriellen Membran bedingt.

Ein weites Feld ergibt sich fur weitere Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen
biologischen Membranen und humanen B-Defensinen. Notwendig sind Untersuchungen
zur Aktivitat des hBD-2, die im Verlauf der vorliegenden Untersuchungen innerhalb ver-
schiedener Chargen sehr stark variierte. Diese Unterschiede mussen strukturelle Ursa-
chen haben, die bisher mit massenspektrometrischen Untersuchungen nicht aufgelost
werden konnten. Moglicherweise konnen NMR-Untersuchungen die strukturellen Unter-
schiede aufzeigen. Auch gibt es eine Reihe weiterer biophysikalischer Untersuchungen
an hBD-3 Derivaten, die zusatzliche Erkenntnisse zur Funktionsweise dieser Peptide
liefern konnen. Zunachst ist die Untersuchung der C-hBD-3-1-5-C-vermittelten Lasions-
charakteristik mittels Rauschanalyse und Autokorrelationsanalyse ein wichtiger Schritt,
um die Unterschiede der Lasionschrakteristik zu denen, die durch hBD-3 und hBD-3-6S
induziert werden, herauszufinden. Fur die beiden Derivate hBD-3-6S und C-hBD-3-1-5-
C mussen fur umfassende biophysikalische Untersuchungen noch Messungen mit einer
weiteren LPS/PL Membranen, die sich in den chemischen Eigenschaften des LPS un-

terscheiden, und symmetrischen Phospholipidmembranen als Rekonstitutionssystem
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humaner Zellen durchgefuhrt werden. Weitere interessante Grundaussagen zur Anlage-
rung antimikrobieller Peptide an Membranen kann mittels substratgestitzer Membranen
und mit Hilfe von Mikroquarzwaagen [Chen et al.,2007], wie z.B. durch die Nutzung
akustischer Oberflachenwellen (SAW, surface acoustic wave), durchgefuhrt werden.
Dabei wird die Massenzunahme durch das angelagerte Peptid bzw. die Peptid-Indu-

zierte Anderung der Viskositat gemessen.

Mit Hilfe von Einzelmolekul-Fluoreszenzmikroskopie ware es maoglich, die Dynamik der
Interaktion zwischen biologischen Membranen und antimikrobiellen Peptiden zu unter-
suchen. Diese Untersuchungen konnten weiteren Aufschluss Uber die Unterschiede der
verschiedenen Klassen antimikrobieller Peptide hinsichtlich der Interaktion mit Mem-
branen liefern. Dabei ware eine Untersuchung speziell des ersten Schrittes einer Inter-
aktion, der Bindung des Peptides an die Oberflache und die Starke dieser Bindung, von

grof3em Interesse.

Letztendliche Ziele der biophysikalischen Untersuchungen zur Interaktion zwischen an-
timikrobiellen Peptiden und biologischen Membranen mussen die Erklarung von Resis-
tenzen einzelner Bakterienstamme gegenuber antimikrobiellen Peptiden und der zu-
kinftige therapeutische Einsatz neuer, in Bezug auf ihre biochemischen Eigenschaften
besserer Antibiotika sein.
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