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1 Zusammenfassung

I  Zusammenfassung

Viele biophysikalische Untersuchungen, die mit makroskopisch orientieren Membranen
arbeiten, vernachlédssigen den pH-Wert der Probe. Ein synthetisch hergestelltes Peptid
ist aber in der Regel recht sauer und kann so den pH-Wert der Probe dndern. Der pH-
Wert kann dabei Effekte auf das Peptid und die Membranlipide haben und somit ihre
Wechselwirkung beeinflussen. Wie stark beeinflusst der pH-Wert die Wechselwirkung
eines kationischen antimikrobiellen Peptides mit der Membran? Entsprechen bisher

gefundene Wirkmechanismen denen bei physiologischem pH?

Im ersten Teil meiner Arbeit ging ich diesen Fragen nach, indem ich systematisch den
Einfluss eines breiten pH-Bereiches auf das Lipidphasenverhalten und die spezifische
Peptid-Lipid-Wechselwirkung untersuchte. Ich verglich Ergebnisse, die unter Kontrolle
des pH-Wertes erhalten wurden, mit denen von auf herkdmmliche Weise, ohne pH-

Kontrolle, durchgefiihrten Experimenten.

Gegenstand der Untersuchung war das bereits umfassend charakterisierte, o-helikale,
amphiphile Peptid PGLa in DMPG/DMPC-Membranen. Durch dynamische Differenz-
kalorimetrie in Suspensionen und Festkorper-NMR in orientierten Doppelschichten
konnte ich sowohl die Lipiddoppelschicht (*'P-, H-NMR) als auch das Peptid
("’F-NMR) unabhiingig voneinander jedoch, wenn méglich, in derselben Probe, charak-
terisieren. Tatsdchlich zeigte sich abhidngig vom pH-Wert der Probe eine signifikante
Veridnderung der Peptid-Affinitit, seiner membrangebundenen Struktur und Orientie-
rung sowie des Lipidpolymorphismus. Im Einzelnen zeigten meine Ergebnisse einen
Anstieg der Phaseniibergangstemperatur der Lipide bei Erniedrigung des pH-Wertes.
AuBerdem verursachte sehr saurer (pH 2,6) oder basischer pH (pH 10) Lipidhydrolyse.
Unter diesen extremen Bindungen war PGLa entweder komplett ungebunden oder es
nahm einen unbekannten strukturellen Zustand an. Nur bei einem pH-Wert nahe dem
neutralen Bereich verbleib das Peptid helikal und ging seine charakteristische, lipidpha-
senabhingige Reorientierung ein. Bemerkenswerterweise gaben die Daten von her-
kommlich vorbereiteten, ungepufferten Proben das Verhalten der schwach sauren Pro-

ben (pH 7-4) in den pH-kontrollierten Experimenten wieder.



1 Zusammenfassung

Als Ergebnis kann nun ein pH-Bereich definiert werden, in dem die PGLa-Membran-
Wechselwirkung nicht beeintrichtigt wird. Aulerdem kann ich eine Warnung ausspre-
chen, den pH-Wert einer Probe nicht zu ignorieren, da ein stark von neutralen Bedin-
gungen abweichender pH signifikante Anderungen der Probeneigenschaften

hervorrufen konnte.

Aufgrund ihrer sehr komplexen Zusammensetzung sind native Membranen per se nur
schwer fiir biophysikalische Studien zugénglich. Daher wurden die meisten der Kennt-
nisse iiber Wechselwirkungen von antimikrobiellen Peptiden mit Membranen bisher in
Modellmembranen, die aus synthetischen Lipiddoppelschichten bestehen, erhalten.
Doch sind diese etablierten experimentellen Beobachtungen, in Anbetracht der inhéren-
ten Tendenz vieler Peptide sich Verdnderungen in ihrer Membran-Ausrichtung und/oder

Konformation zu unterziehen, ebenfalls in vivo relevant?

Um diese Frage zu beantworten, nutzte ich im zweiten Teil meiner Arbeit Festkorper-
PE.NMR. Aufgrund der hohen NMR-Empfindlichkeit des Fluorkerns und dem Fehlen
eines natiirlichen Hintergrunds, eignet sich diese Methode sehr gut um die Orientierung
antimikrobieller Peptide in natiirlichen Membranen zu untersuchen. Ich verwendete
hierzu zwei Arten von nativen Biomembransystemen: Prokaryotische Membranen aus
dem grampositiven Bakterium Micrococcus luteus und eukaryotische Membranen aus
humanen Erythrozyten. In diesen natiirlichen Systemen untersuchte ich die Memb-
ranorientierung dreier verschiedener AMP mittels Festkijrper—lgF—NMR: Die o-
helikalen Peptide Temporin A und BP100 sowie das B-strukturierte Peptid KIGAKI
Die Qualitit der Membranpriparationen und der Orientierung der Lipid-
doppelschichten wurden mit *'P-NMR kontrolliert. Die Proben zeigten eine gute Orien-
tierung, wobei der Mosaik-Spread fiir bakterielle Membranen, wie zu erwarten,

hoher war.

Die untersuchten Peptide waren bereits zuvor in Modellmembranen charakterisiert wor-
den. Im Wesentlichen waren die Spektren der Peptide vergleichbar mit denen in Mo-
dellmembranen. Die Proben zeigten jedoch einen hoheren Anteil unorientierter Peptide,
was darauf hindeutet, dass sich in natiirlichen Membranen nicht alle Peptide auf gleiche
Weise ausrichten. Im GroBen und Ganzen konnten die in Modellmembranen gefunde-
nen Peptid-Konformationen und Orientierungen auch in  Biomembranen

bestétigt werden.



1 Zusammenfassung

Anhand eines "’N-markierten GS-Analogons konnte ich zudem zeigen, dass es nicht nur
durch "F-NMR moglich ist, die Orientierung von AMP in nativen Membranen zu be-
stimmen, sondern auch durch ""N-NMR. Gramicidin S zeigte in Erythrozytenmembra-

nen die erwartete Orientierung.

Im dritten Teil der Arbeit beschiftigte ich mich mit der natiirlichen Erscheinungsform
des antimikrobiellen Peptides Gramicidin S. Durch Elektronenmikroskopie wurden in
A. migulanus-Zellen sphirische Granulae einer Gro3e von ca. 200 nm beobachtet, die
nur in Gramicidin S-produzierenden Phidnotypen vorkamen. Anfarbung der Zellen mit
einem Fluoreszenzfarbstoff, der spezifisch an Gramicidin S bindet, zeigte, dass das Pep-
tid in den Granulae akkumuliert. Konnen diese Granulae als antibiotisch wirksame Sub-

stanz eingesetzt werden? Was ist ihre molekulare Zusammensetzung?

Um Gramicidin S-Granulae weiterhin charakterisieren zu konnen, sollten sie zunichst
aus A. migulanus-Zellen gewonnen werden. Ich untersuchte dazu den Einfluss der
Wachstumsbedingungen von A. migulanus auf Zellwachstum und GS-Syntheseaktivitit.
Um die Gramicidin S-Granulae zu isolieren, testete ich verschiedene Methoden des Zel-
laufschlusses und der Trennung der Zellbestandteile. Analytische HPLC zeigte, dass
Gramicidin S-Granulae zu ca. 30 % ihrer Trockenmasse aus Gramicidin S bestehen. Zur
Untersuchung ihrer biologischen Aktivitét fithrte ich minimale Hemmkonzentrations-
und Hamolysetests durch. Gramicidin S-Granulae hatten vergleichbare antimikrobielle
Aktivitat wie losliches Gramicidin S, waren aber gleichzeitig weniger hamolytisch ak-
tiv. Zur Charakterisierung der molekularen Zusammensetzung von Gramicidin S-
Granulae verwendete ich Massenspektrometrie sowie Festkorper- und fliissig-NMR. In
diesen Experimenten konnte ich zeigen, dass Gramicidin S-Granulae Phosphat und Fett-
sdauren enthalten. Auflerdem gab es Hinweise auf Phospholipidkopfgruppen. Demnach
konnte es sich bei Gramicidin S-Granulae um Aggregate von Gramicidin S mit Fettsidu-

ren und/oder Phospholipiden handeln.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1  Klassische Antibiotika und resistente Keime

Der Kampf gegen Infektionskrankheiten gehort seit Menschengedenken zu den gro3en

3 Noch immer zihlen Infektionskrankheiten,

Herausforderungen der Medizin
insbesondere in den Entwicklungsldndern, zu den Haupttodesursachen. Antibiotika
konnen Leben retten und leisten einen wichtige Beitrag zur Kontrolle

von Infektionskrankheiten *.

Die Entdeckung des Penicillins durch Alexander Fleming 1928 und einige Jahre spiter
die Moglichkeit, es in groBem Malstab herzustellen, leitete den grolen medizinischen
Durchbruch der Antibiotika ein “°. Zwischen 1940 und 1960 wurden weitere Klassen
von Antibiotika natiirlichen und synthetischen Ursprungs entdeckt und erforscht 24 Seit
dieser Zeit, die als ,,goldene Ara“ der Antibiotika bekannt ist, kommen Antibiotika ge-
gen zahlreiche Infektionskrankheiten zum Einsatz. Die in der goldenen Ara gefundenen
Antibiotika dienten als molekulare Grundgeriiste fiir neue Wirkstoffe und es wurden

24,7 .
™', Jedoch wurden zwischen

zahlreiche auf ihnen basierende Medikamente entwickelt
1962 und 2000 aufgrund mangelnden Verstdndnisses fiir ithre Wirkung sowie aus
wirtschaftlichen Griinden keine neuen Klassen von Antibiotika auf den Markt
gebracht "®. Wihrend die Neuentwicklung von Antibiotika stagnierte, traten zunehmend

. . 7-
resistente Keime auf 9.

Durch iiberméfBigen Einsatz von Antibiotika, nicht nur in der Humanmedizin sondern
z.B. auch in der Futtermittelindustrie, stellen multiresistente Keime eine immer grof3er
werdende Bedrohung dar *'°'"°. Internationale Reisetiitigkeit, Handel und Migration
begiinstigen ihre weltweite Verbreitung ' Allein in der europdischen Union sterben
jahrlich ca. 25.000 Patienten an durch multiresistente Bakterien verursachten Erkran-
kungen .2014 spricht die Weltgesundheitsorganisation in ihrem Bericht iiber antimik-
robielle Resistenz von einer ,,Post-antibiotischen Ara - in der herkoémmliche Infektionen
und kleinste Verletzungen toten konnen - die weit entfernt ist von einem apokalypti-

schen Szenario, sondern eine sehr reale Moglichkeit fiir das 21ste Jahrhundert.* e
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Die Entwicklung neuer antibiotischer Wirkstoffe und neuer Therapien ist daher drin-
gend notig. Es stehen dazu zahlreiche Moglichkeiten zur Verfiigung *”®. Eine mogli-
che Alternative zu herkdbmmlichen Antibiotika stellen dabei antimikrobielle Peptide

und deren Derivate dar.

2.2 Antimikrobielle Peptide als potenzielle Antibiotika

2.2.1 Vielfalt antimikrobieller Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind eine lebenswichtige Komponente der angeborenen
Immunabwehr aller Organismen gegen pathogene Eindringlinge 1721 AMP zeigen typi-
scherweise ein breites Wirkungsspektrum. Am besten erforscht ist die antibakterielle

Wirkung von AMP, wobei mittlerweile aber auch fiir zahlreiche AMP eine antivirale

22,23 24-27 8,

, antifungale , antiparasitire 229 und sogar antikanzerogene 30-32 Wirkung be-
kannt ist. Auch die immun- und Metabolismus-modulatorischen Eigenschaften von

AMP geraten zunehmend ins Interesse der Wissenschaft *°.

Tausende AMP sind in verschiedenen Datenbanken zusammengefasst **°. Sie besitzen
eine groBe Vielfalt in Ursprung, Struktur (Abbildung 1), Linge, Aminoséduresequenz,
biologischer Aktivitit und Wirkungsweise. Es existiert daher keine allgemein giiltige

I;] . E. . 36'
C 7
' (

Y /‘/f
(s

Abbildung 1: Reprdsentative strukturelle Variationen von AMP. A Gemischte Struktur von menschlichem
[-Defensin-2. B: cyclisch Thanatin C: f-Faltblatt Polyphemusin. D: Kaninchen Nieren Defensin-1 E: o-
helikal Magainin 2 F: erweitert Indolicidin. Disulphidbriicken sind gelb gekennzeichnet. Bild modifiziert
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Trotz der groB3en strukturellen Vielfalt konnen den AMP einige generelle Eigenschaften
zugeordnet werden. So tragen die meisten eine positive Nettoladung, eine grofle Zahl
hydrophober Aminosiduren und sie haben durch ihre Struktur und Ladungsverteilung

einen amphiphilen Charakter 71973,

2.2.2  Wirkmechanismus von AMP

Die Wirkung von AMP erfolgt nicht stereospezifisch. Daher wird angenommen, dass
der Wirkmechanismus von AMP auf einer Wechselwirkung mit der (bakteriellen)
Membran basiert 2**"°* Zuerst kommt es zu einer elektrostatischen Wechselwirkung
des positiv geladenen Peptids mit den negativ geladenen Lipiden und dadurch zur Bin-
dung an die Membran. Die darauf folgende Aggregation von AMP und Integration in
die Membran durch hydrophobe Wechselwirkung resultiert in einer Ausdehnung der
duBeren Lipiddopppelschicht, was wiederum zu einer Membranausdiinnung fiihrt *’. Es
wurden verschiedene mechanistische Modelle vorgeschlagen, wie AMP in die Memb-
ran eindringen und zur Bildung von lonenkanélen, Poren oder Membranzerstorung fiih-
ren konnen (Abbildung 2). Das klassische Modell der Interaktion von AMP mit der Lip-
iddoppelschicht beruht auf dem Shai-Matsuzaki-Huang- (SMH-) Konzept . Es be-

schreibt drei Hauptarten von Wechselwirkungen.

Das Fassdauben Modell (Barrel-stave Modell) beschreibt die klassische Bildung von
Proteinporen. Oberhalb einer Schwellenkonzentration aggregieren die Peptide und rich-
ten sich in einem insertierten Zustand aus. Hierbei wechselwirken die hydrophoben Be-
reiche der Peptide mit den unpolaren Acylketten der Lipide und die hydrophilen Berei-
che bilden das innere einer Pore. Dieser Mechanismus wird fiir Peptide vorgeschlagen,
in denen nicht zu viele kationische Reste im begrenzten Innenraum der Pore akkumulie-

ren wie z.B. Alamethicin, Gramicidin S 43-46

Nach dem Wurmloch Modell (Toroidal wormhole Modell) tauchen die Peptide aufrecht
in die Membran ein, wobei ihre hydrophilen Bereiche mit den Lipidkopfgruppen assozi-
iert sind, wihrend die hydrophoben Bereiche mit dem Lipidkern wechselwirken. Bei
diesem Vorgang kriimmt sich die Membran nach innen und die Lipidkopfgruppen bil-

den ebenfalls einen Teil der Pore wie z.B. Magainin, Melittin oder LL-37 4749
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Beim Teppich Modell (Carpet Modell) verbleiben die Peptide zunéchst parallel zur
Membranoberfliche und bedecken diese teppichdhnlich. Ab einer bestimmten Schwel-
lenkonzentration kommt es zu einer Desintegration der Membran durch die Bildung von

Mizellen oder kleinen Peptid-Lipidaggregaten wie z.B. bei Ovispirin %0,
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Fassdauben Modell torroidales Wurmloch Modell Teppich Modell

Abbildung 2: Modelle der Membraninteraktion von AMP nach dem Shai-Matsuzaki-Huang-Konzept.
Anlagerung der positiv geladenen Peptide an die negativ geladene Membranoberfliche (A) gefolgt von
Membranzerstorung durch Bildung von Poren nach dem Fassdauben Modell (B) oder dem Wurmloch
Modell (C) sowie durch Bildung von Mizellen oder Peptid-Lipid-Aggregaten nach dem Teppich Modell
(D). Abbildung modifiziert nach”'.

Inzwischen ist bekannt, dass diese Modelle zu einfach sind, um die vielen verschiede-
nen Interaktionen von AMP in einer komplexen Umgebung wie der Zellmembran zu
beschreiben *2. So kann ein AMP parallel verschiedene Strukturen annehmen. AufBer-
dem kann ein bestimmtes AMP seine Wirkungsweise in Abhédngigkeit von der Zielzelle,
Konzentration, physikalischen Eigenschaften der Membran sowie dufleren Einfliissen
wie pH-Wert, Temperatur, osmotischem Druck etc. dndern . Es konnte zu unspezifi-
schen Wechselwirkungen zwischen Peptiden sowie zufilliger Membranzerstorung
kommen. Zahlreiche AMP interagieren auch mit intrazelluldren, nicht-lipidischen Zie-
len und inhibieren so z.B. Transportwege, Nukleinsduresynthese, enzymatische Aktivi-
tiat oder Zellwandsynthese 3455 Eg ist auch wahrscheinlich, dass AMP im Falle einer
Infektion nicht nur einen Mechanismus nutzen, sondern beispielweise Destabilisierung

der Membran in Kombination mit einem intrazelluliren Ziel %%,

Die Wirkmechanismen von AMP sind viel komplexer, als einfache Modelle (wie in
Abbildung 2 dargestellt) sie wiedergeben konnen. Daher ist es wichtig bei der Untersu-

chung von AMP moglichst natiirliche Bedingungen herzustellen.
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2.2.3 Selektivitit gegeniiber Bakterien

Es wird angenommen, dass AMP selektiv gegeniiber Bakterien wirken. Ein wesentli-
cher Grund fiir die Selektivitit liegt an der negativen Ladung der dufleren Lipiddoppel-
schicht bakterieller Membranen °*. Eukaryotische Lipidmembranen sind hingegen ins-
gesamt viel neutraler und reich an Sterolen *’. Die anionische und fluidere Membran
von Bakterien ist zugédnglicher fiir die Bindung und Zerstorung durch kationische AMP.
Zudem fordert das hohere Membranpotential in Bakterien die Interaktion mit AMP,
indem es als potentielle Antriebskraft fiir die Peptid Insertion und Translokation wirkt.
Einige AMP zeigen auBlerdem eine strukturelle Spezifitit fiir bakterielle Membranbe-
standteile wie bestimmte Phospholipid-Kopfgruppen **. Zusitzlich interagieren manche
kationische Peptide mit Lipopolysacchariden an der Oberfliche gramnegativer Bakte-
rien und werden mittels ,,selbst-beforderter Aufnahme* (,,self-promoted uptake**) aufge-
nommen '’. Dieser und #hnliche Mechanismen erkliren auch die synergistische Wir-

kung von AMP mit konventionellen Antibiotika.

In vivo spielt auch die Lokalisierung von AMP eine Rolle bei deren Selektivitit. So
sind insbesondere die Hautoberfliche und die Schleimhédute reich an AMP. Dort
kommen AMP nicht mit Korperzellen, wie Erythrozyten, auf die sie toxisch wirken

konnten, in Beriihrung.

2.2.4 Einsatz von AMP als Therapeutika

Das Interesse an AMP als potentielle Antibiotika war schon immer hoch 205960~ Ayf-
grund ihrer schnellen und breit gefacherten antimikrobiellen Wirkungsweise wurden
diese Peptide rasch als potentielle Antibiotika, insbesondere gegen resistente Keime,

erkannt 27!

. Durch ihre nicht-(stereo)selektive Wirkungsweise und multiplen Angriffs-
punkte ist eine Resistenzentwicklung im Vergleich zu konventionellen Antibiotika, die
spezifischere Angriffspunkte wie Rezeptoren oder Enzyme haben, unwahrscheinlich. In
Studien, in denen subinhibitorische Konzentrationen von AMP eingesetzt wurden,
konnten auch in mehrfachen Zellzyklen keine resistenten Bakterien beobachtet

werden %%

. Des Weiteren kann ein antimikrobielles Peptid gleichzeitig auf mehrere
Pathogene wirken. Eine besonders interessante Anwendung von AMP ist die kombina-
torische Therapie mit anderen Medikamenten. Es konnte fiir AMP ein synergetischer
bzw. additiver Effekt mit konventionellen Antibiotika gezeigt werden ®. Trotz der zahl-

reichen Moglichkeiten, AMP in der Medizin einzusetzen, stellt ihre Zytotoxizitit sowie
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Protease-Instabilitit weiterhin eine Herausforderung dar °%

. Ein allgemeines Problem
von Medikamenten auf Peptid-Basis ist deren Bioverfiigbarkeit ®*. So zeigten AMP in
Tierversuchen oft geringe bakteriologische Effekte. Der Verlust ihrer Aktivitit unter
physiologischen Bedingungen und ihre rasche Pharmakokinetik stellt die generelle Eig-
nung von AMP als Therapeutika in Frage *°. Hinzu kommen die hohen Produktions-

kosten fiir Peptide %,

Durch rationelles chemisches Design auf Grundlage von AMP konnen einerseits Kosten
gesenkt und andererseits therapeutische Eigenschaften verbessert und Peptid-
Antibiotika so fiir den klinischen Einsatz verfiigbar gemacht werden. Eine genaue
Kenntnis der Wirkungsweise natiirlicher AMP ist unabdingbar, um neue synthetische

Strategien zu entwickeln.

2.3 Antimikrobielle Peptide in dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurden AMP unterschiedlicher Struktur und Herkunft untersucht. Die
o-helikalen AMP PGLa und Temporin A stammen aus Amphibien. Das o-helikale
BP100 und das B-Faltblatt bildende KIGAKI wurden synthetisch entwickelt, wihrend
es sich beim cyclischen B-Faltblatt Gramicidin S um ein bakterielles AMP handelt. Im

folgenden Abschnitt werden diese Peptide jeweils vorgestellt.

2.3.1 PGLa

Peptidyl-Glycin-Leucin-Carboxyamid (PGLa, GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH;)
ist ein kationisches lineares Peptid mit 21 Aminosidure Resten und einer Nettoladung
von +5. Es wurde in der Haut des siidafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis ge-
funden. PGLa zeigt starke antimikrobielle Aktivitdt mit hoher Selektivitit gegen Bakte-
rien und nur geringe himolytische Aktivitit "°.

In wissriger Losung ist das Peptid unstrukturiert, nimmt aber in Membran-imitierender

Umgebung amphiphile o-helikale Struktur an (Abbildung 3) "'".
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Abbildung 3: Das antimikrobielle Peptid PGLa A: Helixaufsicht sowie Seitenansicht der Peptidhelix.
Hydrophobe Aminosduren sind gelb, hydrophile Aminosduren sind blau gekennzeichnet. B:Darstellung
als helikales Rad. Hier sind zusdtzlich Helixbrecher (Gly, Pro) griin und polare Aminosduren hellblau

gekennzeichnet.

PGLa wurde mittels Festkorper-Kernspinresonanz-Spektroskopie (Nuclear Magnetic
Resonance, NMR) umfassend strukturell charakterisiert. Es kann, abhingig von den
experimentellen Bedingungen, verschiedene Orientierungen einnehmen. PGLa unter-
liegt bei Raumtemperatur in synthetischen Lipiddoppelschichten aus DMPC und DMPG
einer konzentrationsabhiingigen Umorientierung '°. Bei einem niedrigen Peptid- zu
Lipid-Verhiltnis (P/L =1:200) liegt es in einem oberflichengebundenen S-(surface)
Zustand vor. Bei hoheren Konzentrationen (P/L > 1:50) nimmt es einen gekippten
T-(tilted) Zustand ein (Abbildung 4). Bei der Umorientierung taucht der C-Terminus
der Helix in den hydrophoben Kern der Doppelschicht ein (Abbildung 4). Das Gleich-
gewicht wird durch Erhohung der Peptidkonzentration sowie Erniedrigung des Hydrata-
tionsgrades oder der Temperatur von S- nach T-Zustand verschoben. Die Anwesenheit
des T-Zustandes deutet auf Dimerisierung der Peptide hin "®”’. In metastabilen Lipid-
doppelschichten in der Gelphase nimmt PGLa bei hohem P/L (z.B. 1:50) einen nahezu
aufrechten Membran-durchspannenden I-(inserted) Zustand ein '®. Die Ausbildung
eines I-Zustandes kann durch Anwesenheit lokaler Defekte in der Lipiddoppelschicht,
die die volle Insertion von PGLa in den hydrophoben Membrankern ermdglichen,

erklart werden.

Mit Magainin 2, das in denselben Driisen in X. laevis vorkommt, bildet PGLa bei nied-
riger Peptidkonzentration (P/L 1:100) in DMPC/DMPG-Membranen Heterodimere im
Verhiltnis 1:1, die im I-Zustand vorliegen. Hierin zeigt sich die natiirliche synergisti-
sche Wirkung von PGLa und Magainin. Das Vorliegen eines I-Zustandes gibt Hinweise

auf eine Porenbildung nach dem Wurmloch Modell ”.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung moglicher Zustinde von PGLa in einer Lipiddoppelschicht.

2.3.2 Temporin A

Temporin A (TempA, FLPLIGRVLSGIL-NH;) wurde erstmals aus dem Hautsekret von
Rana temporaria isoliert. Es besteht aus 13 vorwiegend hydrophoben AS und bildet
eine amphiphile Struktur aus (Abbildung 5). Bei physiologischen pH-Wert besitzt es
eine Nettoladung von +2. TempA hat eine hohe, selektive antimikrobielle Aktivitit ge-
gen grampositive Bakterien, unter anderem auch gegen Methicillin-resistente Staphy-
lococcus aureus und Vancomycin-resistente Stdmme von Enterococcus faecium 8081
TempA zeigt synergistische Effekte mit TempL (FVQWFSKFLGRIL-NH;). Eine
Kombination aus TempA und TempL ist auch gegen gramnegative Bakterien
wirksam *. Aufgrund seiner kurzen Aminosiuresequenz ist die Herstellung von TempA

vergleichsweise giinstig. Daher besitzt TempA groBes Potenzial als Grundlage fiir Pep-

tid-Antibiotika.

Da TempA nicht lang genug ist, um Biomembranen vollstindig zu durchspannen, wird
vermutet, dass es keine geordneten transienten oder persistenten Poren ausbilden kann.
Festkorper-NMR spektroskopische Untersuchungen von TempA zeigten, dass Dicke
und Ladung der Lipiddoppelschicht sowie die Peptidkonzentration keinen Einfluss auf
die Membranorientierung von TempA haben *. Nur in DMPC-Doppelschichten in der
Gelphase konnte eine Umorientierung zum oberflichengebundenen S-Zustand beobach-
tet werden. Dariiber hinaus wurde in fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen an
Lipidvesikeln weder ein Ionentransport noch ein Ausfluss von Farbstoffmolekiilen
(,,Leakage*)  beobachtet.  Allerdings ist TempA in der Lage einen

pH-Gradienten abzubauen.
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Abbildung 5: Das antimikrobielle Peptid TempA: A: Helixaufsicht sowie Seitenansicht der Peptidhelix.
Hydrophobe Aminosduren sind gelb, hydrophile Aminosduren sind blau gekennzeichnet. B:Darstellung
als helikales Rad. Hier sind zusdtzlich Helixbrecher (Gly, Pro) griin und polare Aminosduren hellblau
gekennzeichnet.

Diese Ergebnisse lassen drauf schlielen, dass TempA selektiv unter anderem Protonen-
gradienten abbauen kann. Es konnte seine antimikrobielle Wirkung durch Entkopplung
der Atmungskette entfalten. Dieser Mechanismus, in dem TempA als Protonen-
Entkoppler bzw. Protonen-Shuttle wirkt, stellt einen vollig neuartigen Wirkmechanis-

mus fiir ein AMP dar 5.

2.3.3 BPI100

Bei BP100 (KKLFKKILKYL-NH;) handelt es sich um ein synthetisches Peptid. Es
wurde durch systematisches Screening einer Bibliothek aus CecropinA-Melittin Hybri-
den gefunden . Seine antimikrobiellen Eigenschaften richten sich gegen Pflanzenpa-
thogene, aber auch gegen gramnegative Bakterien wie Eschericha coli oder Pseudomo-
nas aeruginosa und grampositive Bakterien wie Staphylococcus aureus 8, Gleichzeitig
besitzt es nur geringe himolytische Aktivitit *. BP100 ist ein vielseitiges Peptid. Es
kann in Tabakzellen eindringen, ohne deren Membran zu zerstoren 8 BP100 ist daher

sowohl als antimikrobielles als auch als zellpenetrierendes Peptid interessant.

BP100 nimmt in Gegenwart von Membranmodellen eine amphiphile, a-helikale Struk-
tur an (Abbildung 6) % Eine Seite der Helix besteht aus positiv geladenen Aminoséu-
ren, die andere aus hydrophoben. Mit nur 11 Aminosduren und einer Nettoladung von
+6 ist BP100 ein sehr kurzes, stark positiv geladenes AMP. Es ist zu kurz um eine
Membran zu durchspannen. Daher ist eine Porenbildung als Wirkmechanismus fiir

BP100 unwahrscheinlich. Rasterkraftmikroskopie zeigte, dass BP100 die Membran von
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Escherichia Coli-Zellen bei der minimalen Hemmkonzentration von 3 uM zerstort 87,
Das weist darauf hin, dass die Zellmembran der Angriffspunkt von BP100 ist und sein
antimikrobieller Effekt auf der Membranzerstérung beruht. Durch Zirkulardicroismus-,
orientierte Zirkulardicroismus-, Festkorper- >N- und 19F—NMR—Messungen wurde fest-
gestellt, dass BP100 in der Membran sehr beweglich ist 8 BP100 verbleibt auch in ho-
hen Konzentrationen in einem oberflichengebundenen Zustand. Wahrscheinlich beruht

seine antimikrobielle Wirkung auf dem Teppich-Mechanismus.

©@
® (<)
®) (]
® (<
Ol °

Abbildung 6: Das antimikrobielle Peptid BP100: A: Helixaufsicht sowie Seitenansicht der Peptidhelix.
Hydrophobe Aminosduren sind gelb, hydrophile Aminosduren sind blau gekennzeichnet. B:Darstellung
als helikales Rad.

2.3.4 KIGAKI

Das kationische Peptid KIGAKI (KIGAKIKIGAKIKIGAKI-NH;) mit einer Nettola-
dung von +7, wurde als amphiphiler B-Strang entworfen und dient als Modell fiir
B-Faltblatt Aggregation in Membranen % Diese Selbstassemblierung monomerer Pepti-
de spielt eine entscheidende Rolle in vielen Krankheiten wie z.B. Alzheimer. Ein inte-
ressanter biologischer Aspekt des KIGAKI-Modellsystems ist, dass das Peptid eine aus-
geprégte antimikrobielle Aktivitit gegen Bakterien zeigt, wihrend hamolytische Neben-

effekte recht gering sind ***.

Zirkulardichroismus- und Infrarot-spektroskopische Untersuchungen haben gezeigt,

dass das Peptid in geringen Konzentrationen in Losung unstrukturiert als Monomer vor-

88,90,91

liegt . Bei hoherer Konzentration und ldngerer Inkubationszeit beginnt das Peptid

zu aggregieren und bildet amyloide B-Faltblatt Strukturen aus (Abbildung 7) **.
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In Gegenwart von Membranen bindet KIGAKI an die Membranoberfldche. In geringer
Konzentration verbleibt es monomer und flexibel. Bei hoheren Konzentrationen be-
giinstigt die Membranumgebung die Aggregation zu amyloiden B-Faltblatt Strukturen.

In Membranumgebung aggregieren die Peptide schneller als in Losung.

Unstrukturierte Monomere Aggregierte B-Faltblatter
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Abbildung 7: Konformationsgleichgewicht von KIGAKI. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
zeigt, dass das Peptid in Losung konzentrationsabhdngig amyloide Fibrillen ausbildet. Zirkulardicrois-
mus-Spektroskopie (CD) zeigt, dass das Peptid eine f-Faltblatt Struktur annimmt, wenn es an negativ
geladene Vesikel bindet. Mittels '*F-NMR-Spektroskopie kann das Aggregationsverhalten des membran-
gebundenen Peptides untersucht werden. Die Tendenz von KIGAKI zu aggregieren hdngt in Hdmolyse-,
minimale Hemmkonzentration- (MHK) oder Fusionstests nicht nur von der Peptidkonzentration, sondern
auch von seiner Affinitiit gegeniiber der jeweiligen Membran ab. Abbildung modifiziert nach *.

In eine Studie mit verschiedenen Analoga von KIGAKI, bei denen einzelne Aminosiu-
ren durch die D- oder L-Form der unnatiirlichen, konformationell starren Aminosiure
CF;-Bpg ausgetauscht wurden, neigten die L-CF;-Bpg enthaltenden Analoga eher zur
Aggregation als die mit D-CFs-Bpg °. Die minimale Hemmkonzentration war unab-
hingig von der Sequenz der Peptide und somit auch vom Aggregationsverhalten. Die
zur Aggregation neigenden Analoga waren jedoch stirker hamolytisch aktiv. Diese Er-
gebnisse liefern einen Ansatzpunkt zur Verbesserung des Therapeutischen Index von

zur Aggregation neigenden Peptiden.
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2.3.5 Gramicidin S und Gramicidin S-Granulae

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit widmet sich der natiirlichen Erscheinungsform des

antimikrobiellen Peptids Gramicidin S (GS) als Gramicidin S-Granulae (GSG).

GS cyclo(DFPVOLPFPVOL) stammt aus dem Bodenbakterium Aneurinibacillus mi-
gulanus (friiher Bacillus brevis)”. Es ist antimikrobiell aktiv gegeniiber grampositiven,
gramnegativen Bakterien sowie einigen pathogenen Pilzen **°. Trotz seiner hohen hi-
molytischen Aktivitdt ist GS eines der wenigen AMP, die als antibiotisches Medika-

ment eingesetzt werden %

Durch seine cyclische Struktur und das Vorhandsein der unnatiirlichen Aminoséduren
Ornithin und D-Phenylalanin ist es sehr stabil gegeniiber Proteasen °’. Es besitzt eine
antiparallele B-Faltblatt-Struktur, welche durch vier Wasserstoff-Briicken-Bindungen
zwischen den Atomen des Peptidriickgrats ausgebildet wird **'®. Die riumliche Tren-
nung zwischen zwei positiv geladenen Ornithinresten auf der einen Seite und hydro-
phoben Resten auf der anderen Seite des B-Faltblatt-Riickgrats verleiht GS einen am-

phiphilen Charakter (Abbildung 8).

» @@@
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Abbildung 8: A: Cyclische p-Faltblatt Struktur des antimikrobiellen Peptids GS. Zwei positiv geladene
Ornithinreste (blau) auf der einen und hydrophoben Reste (gelb) auf der anderen Seite des -Faltblatt-

Riickgrats verleihen dem Molekiil amphiphilen Charakter. B: Zwei Prolinreste (griin) bilden [-Schlieifen.

In DMPC/DMPG-Membranen bindet GS zuerst an die Membranoberfliche. Abhéngig
von Konzentration und Temperatur kann es sich umorientieren und in den hydrophoben
Kern eintauchen '*'. Es wurde vorgeschlagen, dass die Einlagerung der GS-Molekiile in
die Membran zur Ausbildung oligomerer B-Fassdauben und darauthin zur Lyse der Zel-

len fiihrt '°"1%%,
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GS-Produzent Aneurinibacillus migulanus

Aneurinibacillus migulanus (frither Bacillus brevis) ist ein grampositiver, nicht-
pathogener Sporenbildner aus der Familie der Paenibacillacea '®'*. GS wird in

A. migulanus nicht-ribosomal durch die GS-Synthetase synthetisiert 105

Abhingig von den Wachstumsbedingungen differenziert A. migulanus in verschiedene
Kolonie-Phinotypen *°, von denen nicht alle in der Lage sind GS zu synthetisieren. Ko-
lonien der GS produzierenden Phinotypen erscheinen rau, wihrend Kolonien der
nicht-produzierenden Phinotypen glatt aussehen. Da die Differenzierung der Phénoty-
pen stark von den Wachstumsbedingungen abhéngt, steht auch die Produktion von GS

in direktem Zusammenhang damit.

Gramicidin S-Granulae

Frau Dr. Marina Berditsch (Institut fiir Organische Chemie, Karlsruher Institut fiir
Technologie) entdeckte in elektronenmikroskopischen Aufnahmen von A. migulanus-
Zellen ca. 200nm groBe, elektronendichte, sphédrische Einschlusskorperchen
(Abbildung 9), die ausschlieBlich in GS produzierenden Zellen vorkamen 1% Durch
selektive Fluoreszenzfiarbung konnte GS in den Granulae nachgewiesen werden. Bei
den Granulae handelt es sich also um die natiirliche Erscheinungsform von GS

in der Produzentenzelle.

Abbildung 9: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von A. migulanus-Zellen. Es sind neben
hell erscheinenden Polyhydroxyalkanoaten (PHA) kleine dunkle GSG zu erkennen. GSG sind dabei nahe
der Zellmembran lokalisiert, wo sich auch die GS Synthetase befindet 97 Bilder: Dr. M. Berditsch, un-
verdffentlicht.
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Erste Experimente zeigten eine mit reinem GS vergleichbare antimikrobielle Aktivitit,
bei gleichzeitig geringer hdmolytischer Aktivitdt. Die biologische Aktivitit von GSG
birgt hohes Potential als Antibiotikum. Vielleicht ist es moglich, bei Kenntnis der ge-
nauen Zusammensetzung und Struktur Granula kiinstlich zu rekonstituieren und diesen
Ansatz auf andere AMP zu iibertragen. So konnte die medizinische Anwendbarkeit von

natirlichen AMP verbessert werden.

2.4 Biophysikalische Untersuchungen der Wechselwirkung
von AMP mit Biomembranen

Unabhingig davon, ob der Wirkmechanismus eines AMPs auf Membranzerstdrung oder
der Wechselwirkung mit einem intrazellulidren Ziel beruht, stellt die Membran den ers-
ten Angriffspunkt dar. Daher ist das Verstindnis der Wechselwirkung von AMP mit

Membranen unabdingbar fiir das Verstindnis von deren Wirkmechanismus.

Der komplexe Wirkmechanismus von AMP sollte idealerweise in lebenden Zellen, statt
in vitro untersucht werden. Nur eine natiirliche Umgebung bringt alle biologisch rele-
vanten Strukturen zum Vorschein. Aus verschiedenen Griinden ist es oft nicht moglich,

diese Bedingungen prizise in vitro herzustellen.

2.4.1 Festkorper-NMR-Spektroskopie zur Untersuchung
antimikrobieller Peptide

NMR-Spektroskopie bietet eine nicht-invasive biophysikalische Methode zur Charakte-
risierung von Proteinen, Peptiden und Lipiden. Sie ist daher perfekt vereinbar mit einem
lebenden Organismus und findet daher zum Beispiel auch in der medizinischen Diag-
nostik (Magnetresonanztomographie) Anwendung und ist als Methode zur Charakteri-

sierung von Biomolekiilen in der Zelle geeignet '**'%.
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Membranproteine und membranaktive Peptide - wie auch AMP - in Membranumge-
bung sind fiir fliissig-NMR nur beschrinkt zugédnglich. So konnen fiir die meisten AMP
mindestens zwei verschiedenen Zustinde angenommen werden: der ungebundene Zu-

stand in Losung und der membrangebundene Zustand.

Um AMP in ihrer nativen Umgebung - der Membran - charakterisieren zu konnen, ist
daher Festkorper-NMR die Methode der Wahl. Mittels Festkorper-NMR konnen unter
anderem die Struktur von Membranproteinen, die Wechselwirkung von Membran-
aktiven Peptiden - wie AMP - mit Lipiden und nicht kristalline Komplexe wie Amyloid-

110-114

fibrillen untersucht werden . Festkorper-NMR ist die einzige Methode, die fihig

ist, die reale Struktur von AMP in quasi-atomarer Aufldsung, sogar in einer nativen

Biomembran wiederzugeben !>,

Eine Schwiche der Festkorper-NMR im Vergleich zur fliissig-NMR und anderen spekt-
roskopischen Techniken ist die groBBere Linienbreite und das geringere Signal-Rausch-
Verhiltnis. Durch Verwendung makroskopisch orientierter Proben oder schnelles Rotie-
ren der Probe um den magischen Winkel (magic-angle-spinning MAS) konnen auch in

der Festkdrper-NMR recht schmale Linien erhalten werden ''®.

Zur Festkorper-NMR-Untersuchung von Peptiden eignen sich z.B. die NMR-aktiven
Isotope N, °C oder *H. Aufgrund der geringen natiirlichen Héufigkeit dieser Isotope
miissen Peptide fiir NMR-Untersuchungen entsprechend markiert werden. Hierbei kann
die Markierung sowohl synthetisch als auch iiber biologische Peptidsynthese in Bakte-
rien durch Isotopen-Anreicherung des Nihrmediums, wie im Falle von GS, erfolgen.
Wegen ihrer geringen NMR-Empfindlichkeit sind diese Isotope hauptsédchlich fiir hohe
P/L geeignet. Ebenfalls aufgrund ihrer geringen Empfindlichkeit, aber auch wegen ihres
natiirlichen Vorkommens in biologischen Proben, sind sie dariiber hinaus nicht ideal fiir

Festkorper-NMR-Untersuchungen in biologischen Membranen.

In makroskopisch orientierten Festkorper-NMR-Proben hat sich die selektive Markie-
rung von Peptiden mit '°F als niitzlich erwiesen. Aufgrund der hohen NMR-Sensitivitiit
des Fluorkernes und der Abwesenheit eines natiirlichen Fluorhintergrunds in biologi-
schen Materialien eignet sich eine selektive Fluormarkierung besonders gut ''°. Es wur-
den mittlerweile zahlreiche geeignete fluormarkierte Aminosduren entwickelt, die syn-

thetisch in Peptide eingebaut werden konnen '2*'%

. Nachteil einer Fluormarkierung ist
die Anwesenheit einer nicht natiirlichen Aminosiure, die eventuell Struktur und Funkti-

on des Peptids storen konnte.
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Mittels Festkorper-'’F-NMR konnten fiir zahlreiche AMP Membranorientierungen er-
mittelt und Wirkmechanismen vorgeschlagen werden '®*¢9%11%124126 Hierzy werden
selektiv Aminosduren, die eine CF3; Gruppe tragen und starr an das Peptidriickgrat ge-
bunden sind, in die Peptide eingebaut. Gingige fluorierte Aminosiuren, die im Peptid
hydrophobe Aminoséuren ersetzen konnen, sind zum Beispiel CFs-biclyclopentylglycin
(CFs-Bpg) oder 4-CF3-Phenylglycin. Die Analyse von mindestens vier individuell mit
einer solchen Aminosdure markierten Peptiden in makroskopisch orientierten Memb-
ranproben erlaubt direkt Riickschliisse auf die Orientierung des Wildtyp-Peptides in der
Membran. So reflektieren die dipolaren Kopplungen der Fluoratome, die in einem
Triplett im NMR-Spektrum resultieren, direkt den Winkel 0 zwischen den CFs-Gruppen
am Peptidriickgrat und dem statischen magnetischen Feld. Woraus sich wiederum der
Neigungswinkel 7, der azimutale Rotationswinkel p und der Mobilitédts-Parameter Sy,

des Peptides ableiten lassen (Abbildung 10).

Helixachse
t 4

P

laterale Diffusion

Abbildung 10: Orientierungsparameter eines o—helikalen Peptides in der Membran. Aus dem Winkel 6
zwischen den CF3-Gruppen (mindestens 4) und dem Magnetfeld ergeben sich der Neigungswinkel 1, der
Rotationswinkel p und die Mobilitiit S,,, der Peptidhelix.

2.4.2 NMR in Modellmembranen

Festkorper-NMR-Studien an AMP werden meist in synthetischen Modellmembranen
aus wenigen klar definierten Komponenten durchgefiihrt. Einzelne Parameter wie Lip-
idzusammensetzung, Peptidkonzentration, Ladung, Lipidphase, Membrandicke oder
Membrankriimmung kénnen so gezielt veridndert werden BT9I0LIZT g kann die Pep-
tid-Lipid-Wechselwirkung von AMP detailliert in Abhingigkeit von den gegeben Be-

dingungen untersucht werden.



2 Einleitung 20

Lamellare Doppelschichten aus synthetischen Lipiden sind die zu bevorzugenden Mo-
delle fiir natiirliche Zellmembranen. Multilamellare Vesikel werden typischerweise als
unorientierte Proben fiir die Festkorper-NMR-Spektroskopie verwendet. Sie haben den
Vorteil, dass iiberschiissiges Wasser vorhanden ist. Somit kann sowohl der Anteil des
iberschiissigen Wassers als auch der pH-Wert der Probe einfach kontrolliert werden.
Allerdings sind sie im Vergleich zu lebenden Zellen recht klein und flache Lipiddoppel-
schichten sind, aufler im Falle von Viren oder sub-zelluliren Membranen, die einzig

relevanten Membranmodelle '*°.

Makroskopisch orientierte Lipiddoppelschichten sind eine gute Wahl zur Festkorper-
NMR-spektroskopischen Charakterisierung membrangebundener AMP He130.31 - o
wohl vollstindig hydratisiert, enthalten diese Membranen kein iiberschiissiges Wasser,
daher spielt die Affinitdt von Peptiden eine untergeordnete Rolle in der Bindung an die
Membran. Das Peptid wird aufgrund des Bindungs-Gleichgewichtes in die Membran
gedringt, selbst wenn die Elektrostatik nicht optimal ist. So konnen auch AMP mit ge-
ringer Membranaffinitit, in manchen Fillen sogar Ubergangszustinde, festgehalten und
charakterisiert werden '°"'*'*2. In mechanisch orientierten Doppelschichten kann die
Lipidzusammensetzung recht frei gewihlt werden, dariiber hinaus kann die Peptidkon-
zentration vollstandig kontrolliert werden. Eine Kontrolle des pH-Wertes oder der lo-
nenstirke gestaltet sich allerdings schwieriger als in multilamellaren Vesikeln. In dieser
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Kontrolle des pH-Wertes auch in orien-
tierten Lipiddoppelschichten moglich ist.

Die in dieser Arbeit untersuchten antimikrobiellen Peptide wurden bereits unter ver-

schiedenen Bedingungen in Modellmembranen charakterisiert '>%-8286-92101.125.128.129.133,

2.4.3 Doppelschichten aus synthetischen Lipiden als Modell fiir
natiirliche Membranen

Durch geeignete Wahl der Lipide konnen mechanisch angeordnete Lipiddoppelschich-
ten als kompositionelles Modell fiir natiirliche Biomembranen eingesetzt werden. Hier-
bei werden Mischungen der Hauptkomponenten eukaryotischer oder prokaryotischer
Membranen gewdhlt. Durch Lipide mit teilweise ungesittitgen Acylketten erhalten die
Membranen fluiden Charakter. Prokaryotische Membranen werden durch Mischungen
anionischer Phosphatidylglycerole und Cardiolipine mit dem zwitterionischen Phos-

phatidylethanolamin nachgeahmt.
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Eukaryotische Plasmamembranen bestehen vorwiegend aus zwitterionischen Phos-
phatidylcholinen, Sphingomyelinen und Phosphatidyethanolamin. Sie enthalten aufer-
dem kleinere Mengen Phosphatidylglycerol, Phosphatidylserin und Phosphatidylinosi-
tol. Einer der Hauptunterschiede zu Prokaryoten ist die Anwesenheit von Sterolen, wie
dem tierischen Cholesterol, welches die groBere Stabilitit eukaryotischer gegeniiber
prokaryotischen Membranen verursacht. Nichtdestotrotz konnen solche Modelle nicht

die wahre Komplexitit natiirlicher Biomembranen wiedergeben.

2.4.4 Lipidpolymorphismus

Polymorphismus ist der biophysische Aspekt des Verhaltens von Lipiden der ihre Fern-
ordnung, das heilit ihre Art der Selbstassemblierung beeinflusst. Je nach Art der Lipide
sowie duBeren Einfliissen wie Hydratisierung, Temperatur, pH-Wert etc. ordnen sich
Lipide zu verschiedenen Lipidphasen an. Eine Phase ist hierbei definiert als Anhdufung
von vielen Lipiden, die iiber ein weites Volumen strukturell homogen ist.

Die hiufigsten Lipidphasen natiirlicher Phospholipide sind die lamellaren (L), die hexa-

134 .
3% Lamellare Phasen sind aus

gonalen , die kubischen Phasen sowie mizellaren Phasen
Lipiddoppelschichten aufgebaut. Hexagonale Phasen haben eine zylindrische Anord-
nung, kubische Phasen bestehen aus einem dreidimensionalen Netzwerk und mizellare
Phasen bilden kugelférmige oder zylindrische Aggregate '**. Innerhalb der Phase kon-
nen sich die Lipide mit den Kopfgruppen nach auBen wie Ol in Wasser oder nach innen

wie Wasser in Ol anordnen.

SchlieBlich wird, insbesondere bei lamellaren Phasen, noch zwischen 3- und o-Phasen
unterschieden. In der Gelphase (Lg-Phase) haben die Acylreste eine hohe rdumliche
Ordnung, die Kohlenwasserstoffketten liegen in einer all-trans Konfiguration vor. Auf-
grund der geringeren Fluiditét der Lipide ist das System relativ starr. Bei hoheren Tem-
peraturen gehen Gelphasen in fluide Phasen (L,-Phasen) iiber. Es kommt hier zu
schnellen Konformationsidnderungen in der Lipidkette. Durch die freie Beweglichkeit
der Lipidanteile liegt ein groBeres FlieBvermogen vor. Lamellare Gelphasen haben auf-
grund zahlreicher Knicke in den Kohlenwasserstoffketten eine geringere Dichte und

Dicke der Doppelschicht als lamellare fluide Phasen desselben Lipids.

Neben den genannten dufleren Einfliissen hat die geometrische Gestalt der Lipide we-

sentlichen Einfluss darauf, welche Phase gebildet wird.
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2.4.5 Einfluss des pH-Wertes auf die Wechselwirkung zwischen
AMP und Modellmembranen

Um den molekularen Mechanismus amphiphiler AMP zu verstehen, sollten biophysika-
lische Studien ihrer Wechselwirkung mit Lipiddoppelschichten unter physiologischen
Bedingungen stattfinden. Allerdings ist es in Experimenten, die Gebrauch von makro-
skopisch angeordneten multilamellaren Membranen auf einen festen Triger machen,
schwierig den pH-Wert einer Probe zu kontrollieren. Synthetische Peptide, die durch
HPLC aufgereinigt wurden, sind ehrfahrungsgemif3 sauer und kénnen den pH-Wert
einer Probe signifikant dndern. Der Protonierungszustand sowohl des Peptids als auch
bestimmter Lipide kann eine kritische Rolle in ihrer Struktur und Funktion spielen. Sau-
re Hydrolyse von Phospholipiden, die zur Bildung von Lysolipiden und Fettsduren
fiihrt, dndert die Membranzusammensetzung und damit deren Eigenschaften 135,136
Auch das Lipidphasenverhalten hingt nicht nur von Temperatur und Ionenstirke son-
dern auch vom pH-Wert ab *"'*°. Da in Lipidmembranen mehrere ionisierbare Grup-

pen vorhanden sind, kann der pH-Wert einer Probe direkten Einfluss auf die Ladung der

Membran, Membrankriimmung und/oder das laterale Druckprofil der Membran haben.

Das Peptid kann ebenfalls vom pH beeinflusst werden. Der lonisierungszustand der
Seitenketten kann geidndert werden und somit die Peptid Konformation und die Wech-
selwirkung des Peptides mit der Lipiddoppelschicht. Ein bekanntes Beispiel ist die pH-
abhidngige Reorientierung von amphiphilen Helices durch Protonierung/Deprotonierung
von Histidin '*'. Eine weitere pH-sensitive Gruppe in Peptiden ist ihr N-Terminus, mit
einem pKa nahe 7. Auch hier konnte durch Protonierung die Interaktion mit der Memb-

ran verandert werden.

Es ist also fraglich, ob Ergebnisse aus zahlreichen biophysikalischen Studien, die ohne
Kontrolle des pH-Wertes durchgefiihrt wurden, tatsdchlich die Wechselwirkung von

kationischen AMP mit Membranen unter physiologischen Bedingungen wiedergeben.

2.4.6 Natiirliche Biomembranen

Im Gegensatz zu synthetischen Modellmembranen, die in Abschnitt 2.3.3 vorgestellt
wurden, bestehen natiirliche Membranen aus sehr vielen verschiedenen Lipidklassen.
Die Zahl verschiedener Lipide in der Plasmamembran einer Zelle kann 1000 iiberstei-
gen . Die groBe Anzahl verschiedener polymorpher Strukturen, die Lipide in vitro

bilden, deutet darauf hin, dass Membranen auch in vivo stark variieren konnen.



2 Einleitung

23

So konnen Lipide nicht nur unter bestimmten Bedingungen verschiedene Lipidphasen
bilden (Abschnitt 2.3.4), sondern auch innerhalb einer Membran unterschiedliche Struk-

turen (Membran-Mikrodominen oder ,,lipid-rafts*) "%

Biologische Membranen bestehen auflerdem zu einem groflen Teil aus Bestandteilen,
die keine Lipide sind. Den Hauptteil machen Proteine aus. So kann der Proteingehalt
abhingig von Art der Membran bis zu 78 % betragen. Neben Lipiden und Proteinen
kommen Bestandteile wie Wasser, verschiedene anorganische Ionen, Metabolite und
manchmal Nukleinsduren oder Kohlenhydrate bis zu einigen Prozent der Gesamtmasse

der Membran vor.

Die grundlegende Membranarchitektur basiert auf der lamellaren Lipidphase, einer kon-
tinuierlichen Lipiddoppelschicht, in welcher die {ibrigen Membrankomponenten einge-
bettet sind. Die meisten biologischen Membranen sind in Bezug auf ihre beiden Lipid-
schichten asymmetrisch '*>'*®. Da sich Membranen nicht durch kovalente Bindung bil-
den, besitzen die Molekiile dariiber hinaus laterale Beweglichkeit. So kann sich ihre
Position innerhalb der Membran veridndern. In den meisten Membranen existieren
gleichzeitig verschiedene Bereiche und Dominen mit einem definierten Lipid und Pro-

teingehalt und somit unterschiedlichen Eigenschaften '**

. Das Fliissigmosaikmodell von
Nicholson und Sanger beschreibt die klassische Vorstellung der Membranstruktur. Das
grundlegende Konzept hat noch immer Bestand, wurde jedoch durch neue Erkenntnisse
ergianzt. So wird heute die Betonung eher auf die mosaikartige Struktur der Membran
gelegt, in der Proteine und Lipide durch verschiedene Wechselwirkungen in ihrer Mobi-
litdt innerhalb der Membran eingeschrinkt sind 145 Die Struktur und die Vorginge in
und an einer Biomembran sind weitaus komplexer, als es ein einfaches Modell wieder-

geben konnte. So wird auch deutlich, dass eine kiinstliche Membran aus synthetischen

Lipiden nur ein unzureichendes Bild der Wirkung eines AMP in vivo liefern kann.

2.4.7 Bakterielle Zellwinde

Um ihren eigentlichen Angriffspunkt, die Plasmamembran, zu erreichen, miissen AMP
oft Hindernisse iiberwinden. So besitzen Bakterienzellen eine feste Zellwand auf3erhalb
der Zellmembran. Diese Zellwand besteht aus dem komplexen Heteropolymer Pep-
tidoglykan. In grampositiven Zellen, besteht die Zellwand aus bis zu 40 Schichten und
kann bis zu 25 nm dick sein (Abbildung 11). Sie ist von extrazelluldren anionischen

147,148

Polymeren, die bis zu 10 % der Gesamtmasse ausmachen, bedeckt . Das sind in
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der Regel Teichonsduren. Manche grampositiven Bakterien besitzen keine Teichonséu-
ren, sondern funktionell analoge Polyanionen. So besitzt Micrococcus luteus zum Bei-
spiel Lipomannan, ein Polymer aus Mannosylresten, die zu ca. 25 % mit Succinylgrup-

pen verestert sind '*.

Die Zellwand gramnegativer Bakterien ist nur ca. 3 nm dick und im periplasmatischen
Raum zwischen der inneren Membran und einer zusitzlichen @u3eren Membran lokali-
siert (Abbildung 11)'*"'**. Die Lipideinzelschicht der #uBeren Membran enthilt ca.
90 % Lipopolysaccharide. Lipopolysaccharide bestehten aus Lipid und einer Oligo-
saccharidkomponente, die hoch spezifisch fiir individuelle bakterielle Spezies

und Phénotypen ist.

Eine Besonderheit stellt die Membran von Mykobakterien, wie dem Tuberkulose-
Erreger Mycobacterium tuberculosis, dar. Mykobakterien besitzen eine dicke, komplex
aufgebaute, nahezu undurchldssige Zellwand (Abbildung 11). Die drei vorwiegenden
Molekiile in der Zellwand von Mykobakterien sind Peptidoglykan, Arabinogalactan und
Mykolsduren. Bei Mykolsduren handelt es sich um langkettige, verzweigte Hydro-
xyfettsiuren *°. Sie unterscheiden sich je nach Spezies in ihrer Kettenlinge (bis zu 100
C-Atome) und ihren funktionellen Gruppen wie Doppelbindungen, Cyclopropanringen
oder Sauerstoff-haltigen Substituenten. Mykolsduren sind dicht gepackt und bilden ei-
nen feste Lipidmonoschicht, die das Mureinnetzwerk und das Arabinogalaktan darunter
vollstandig abschirmt. Die Barrierefunktion der Zellwand, mit ihrer wachsartigen duf3e-
ren Schicht aus Mykolsduren, macht M. tuberculosis besonders resistent gegen dufleren
Stress, aber auch gegen Antibiotika. Zum Beispiel ist die Diffusion von -Laktamen
durch die mykobakterielle Zellwand hundertmal langsamer als ihr Eindringen in E. coli-
Zellen "', Neben ihrer schiitzenden Funktion fiir das Bakterium sind Mykolsiuren
selbst pathogen und besitzen verschiedenen immunologischen Funktionen und sind an

der Bildung von Biofilmen beteiligt '**'°.
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Abbildung 11: Allgemeiner Aufbau tierischer und bakterieller Zellhiillen. A: Tierische Zellen besitzen
keine Zellwand. Ihre Membran ist je nach Zelltyp von einer dicken Schicht aus Kohlenhydraten, der Gly-
kokalyx umgeben. B: Die Zellwand gramnegativer Bakterien besteht aus Peptidoglykan, einer dufleren
Membranschicht (AM) und Lipopolysacchariden (LPS). C: Grampositive Bakterien sind von einer dicken
Peptidoglykanschicht umgeben, in die Lipoteichonsduren eingebettet sind. D:. Wesentliche Bestandteile
der mykobakteriellen Zellwand sind Peptidoglycan, Arabinogalactan und Mykolsduren.

Antibiotika-resistente Tuberkuloseerreger stellen ein zunehmendes globales Gesund-
heitsproblem dar '>*'*>. Antimikrobielle Peptide wiren aufgrund ihrer multiplen Wirk-
mechanismen geeignete Kandidaten als Medikament gegen Tuberkulose '*®'°%. Es ist
daher von Interesse die Wechselwirkung von AMP mit Mykolséduren, ihrem ersten An-

griffspunkt in der mykobakteriellen Zellwand, zu untersuchen.
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3 Aufgabenstellung

Viele biophysikalische Studien iiber die Wechselwirkung von AMP mit Membranen,
werden unter kiinstlichen Bedingungen in einfachen Modellmembranen durchgefiihrt.
AMP sind jedoch konformationell sehr flexibel und wirken hochspezifisch in Bezug auf
ihre Umgebung. Ziel dieser Arbeit war es, antimikrobielle Peptide in moglichst natiirli-

cher Umgebung zu charakterisieren.

Hierzu sollte zunéchst der Einfluss des pH-Wertes auf die Wechselwirkung von anti-
mikrobiellen Peptiden mit Membranen untersucht werden. Viele biophysikalische Un-
tersuchungen, die mit makroskopisch orientieren Membranen arbeiten, vernachlédssigen
den pH-Wert der Probe. Der pH-Wert kann aber Effekte auf das Peptid und die Memb-
ranlipide haben und somit ihre Wechselwirkung beeinflussen. Daher sollte der Einfluss
des pH-Wertes sowohl auf Lipidordnung und Lipidhydrolyse, als auch auf das Orientie-
rungsverhalten eines antimikrobiellen Peptides in der Membran systematisch

untersucht werden.

Biologische Membranen sind weitaus komplexer, als Modellmembranen, die fiir Unter-
suchungen der Orientierung von AMP genutzt werden. Oft konnen Studien in Modell-
membranen aus synthetischen Lipiden den komplexen Wirkmechanismus eines anti-
mikrobiellen Peptides nur teilweise wiedergeben. In dieser Arbeit sollten daher die Ori-
entierungen der antimikrobiellen Peptide Temporin A, KIGAKI, BP100 und Gramici-
din S in nativen eukaryotischen und prokaryotischen Membranen mittels Festkorper-
NMR untersucht werden. Aullerdem sollte die Eignung von Mykolsiduren als Modell-

membran fiir Festkorper-NMR gepriift werden.

Eine natiirliche Erscheinungsform eines antimikrobiellen Peptides sind Gramicidin S-
Granulae, die im Gramicidin S Produzenten A. migulanus vorkommen. Hier sollten ge-
eignete Methoden zur Gewinnung von Gramicidin S-Granulae gefunden werden. Au-
Berdem sollten ihre biologischen Eigenschaften sowie die molekulare Zusammenset-

zung charakterisiert werden.
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4  Methoden

4.1 Steriltechnik

Alle Arbeiten, die sterile Bedingungen erforderten, wurden unter der Reinraumbank
durchgefiihrt. Die verwendeten Glasgerite wurden vor Gebrauch entweder im Trocken-
schrank 3 h bei 200 °C oder durch Autoklavieren (20 min, 121 °C, 1 bar) sterilisiert.
Verbrauchsmaterial wie Pipettenspitzen sowie Losungen wurden durch Autoklavieren
sterilisiert. Hitzeempfindliche Losungen oder kleine Mengen von Losungen wurden mit
einem Sterilfilter der PorengroBe 0,2 um filtriert. Arbeitsmaterialien wie Pinzetten,

Drahtosen etc. sowie die Offnungen von Behiltnissen wurden abgeflammit.

4.2  Peptidsynthese und Aufreinigung

Die verschiedenen fluormarkierten Peptide wurden im PepSylLab der Arbeitsgruppe
Ulrich unter der Leitung von Dr. Parvesh Wadhwani mittels Fmoc-Chemie iiber Fest-
phasenpetidsynthese hergestellt und als Rohpeptid zur Verfiigung gestellt. Eine Auflis-
tung aller Peptide findet sich in Tabelle 1. Die Peptide wurden per Umkehrphasen
Hochleitungsfliissigchromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC)
mittels Acetonitril/Wasser-Gradienten aufgereinigt. Hierbei wurden die geeigneten Gra-
dienten fiir jedes Peptid empirisch ermittelt. Die aufgereinigten Peptide wurden gefrier-
getrocknet und ihre Reinheit per analytischer HPLC und Matrix-unterstiitzter Laser
Desorption/Ionisation Flugzeit Massenspektrometrie (Matrix-assisted laser desorpti-
on/ionisation-time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) iiberpriift. Die tro-
ckenen Peptidpulver wurden bei -20 °C aufbewahrt.
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Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete synthetische '’ F-markierte Peptide sowie die jeweiligen Wildtyp

(wt) Sequenzen.

Peptidname AS-Sequenz
BP100 wt KKLFKKILKYL-NH,
BP100-3L KK(CF;-L-Bpg)FKKILKYL-NH,
BP100-4F KKL(CF;-L-Bpg)KKILKYL-NH,
BP100-71 KKLFKK(CF;-L-Bpg)LKYL-NH,
BP100-8L KKLFKKI(CF;-L-Bpg)KYL-NH,
BP100-10Y KKLFKKILK(CF;-L-Bpg)L-NH,
BP100-11L KKLFKKILKY(CF;-L-Bpg)-NH,
KIGAKI wt KIGAKIKIGAKIKIGAKI-NH,
KIGAKI-6I KIGAK(CF;-L-Bpg)KIGAKIKIGAKI-NH,
KIGAKI-8I KIGAKIK(CF;-L-Bpg)GAKIKIGAKI-NH,
KIGAKI-10A KIGAKIKIG(CF;-L-Bpg)KIKIGAKI-NH,
KIGAKI-121 KIGAKIKIGAK(CF;-L-Bpg)KIGAKI-NH,
KIGAKI-141 KIGAKIKIGAKIK(CF;-L-Bpg)GAKI-NH,
PGLa wt GMASKAGAIAGKIAKVALKAK-NH,
PGLa-13A GMASKAGAIAGKI(CF;-L-Bpg)KVALKAK-NH,
TempA wt FLPLIGRVLSGIL-NH,
TempA-1F (CF;-L-Bpg)LPLIGRVLSGIL-NH,
TempA-2L F(CF;-L-Bpg)PLIGRVLSGIL-NH,
TempA-4L FLP(CF;-L-Bpg)IGRVLSGIL-NH,
TempA-51 FLPL(CF;-L-Bpg)GRVLSGIL-NH,
TempA-8V FLPLIGR(CF;-L-Bpg)LSGIL-NH,
TempA-9L FLPLIGRV(CF;-L-Bpg)SGIL-NH,
TempA-121 FLPLIGRVLSG(CF;-L-Bpg)L-NH,

TempA-13L

FLPLIGRVLSGI(CF;-L-Bpg)-NH,




4 Methoden 29

4.3  Vorbereitung von NMR-Proben

4.3.1 Allgemeine Vorbereitung orientierter NMR-Proben

Dieser Abschnitt beschreibt das allgemeine Vorgehen zur Vorbereitung orientierter
Membranproben. Abweichungen von diesem Vorgehen sind im jeweiligen

Abschnitt aufgefiihrt.

Glasplittchen, die als Probentriger dienen, wurden in CHCl3/MeOH gewaschen und
mindestens 2 h im Vakuum getrocknet. Peptid und Lipid wurden im gewiinschten mola-
ren Verhiltnis (P/L) in geeignetem Losemittel (meist CHCI;/MeOH) gelost oder in
wissriger Suspension durchmischt. Die Losung oder Suspension wurde gleichméfig auf
die gewiinschte Anzahl vorbereiteter Glasplittchen verteilt. Die Glasplidttchen wurden
12 h-24 h im Exsikkator iiber Silicagel (je nach Probe unter Vakuum) getrocknet, an-
schlieBend gestapelt, mit einem leeren Plittchen bedeckt und fiir 12 h-24 h bei 96 %
relativer Feuchtigkeit und 48 °C iiber gesittigter K,SO4-Losung rehydratisiert. Die Sta-
pel wurden in Parafilm und Polyethylenfolie gewickelt, um ein Austrocknen zu verhin-

dern. Die Stapel wurden bis zur Messung bei -20 °C aufbewahrt.

4.3.2 NMR-Messungen bei definiertem pH-Wert

Um den pH-Wert der NMR-Proben konstant zu halten, wurden Pufferlésungen fiir ver-
schiedene pH-Werte hergestellt. Die Pufferkonzentration der Stammldsungen war in
allen Fillen 100 mM. Es wurden jeweils die bendtigten Substanzmengen eingewogen
(Tabelle 2) und in entgastem, entionisiertem MilliQ gelost. Der pH-Wert wurde mit
1M HCI bzw. 1 M NaOH eingestellt. Die Puffer wurden bis zur Verwendung
bei 4 °C aufbewahrt.

Um die Probenvorbereitung orientierter Membranproben mit definiertem pH-Wert zu
optimieren und ein reproduzierbares Protokoll zu erstellen, wurden zunéchst verschie-
dene Pufferkonzentrationen sowie verschiedene Methoden der Pufferzugabe zum mul-
tilamellaren System getestet. Hierbei war es besonders wichtig, eine geeignete Puffer-
konzentration zu finden, die einerseits iiber ausreichende Pufferkapazitit verfiigt, um
die in der Peptidlosung enthaltene Sdure zu kompensieren, und andererseits moglichst
wenig Salz in die NMR-Probe einbringt. Daher wurde zunéchst iiberpriift, wie viel Puf-

fer benotigt wird, um den gewiinschten pH-Wert in der Probe zu erhalten und welchen



4 Methoden

30

Einfluss verschiedene Puffer sowie verschiedene Pufferkonzentrationen auf die Qualitit
der erhaltenen NMR-Spektren haben. Es wurden verschiedene Pufferkonzentrationen
zwischen 0,4 und 20 umol getestet. Hierzu wurde jeweils der pH-Wert der Suspension
aus Lipiden, Peptid und Puffer mittels einer micro-pH Elektrode iiberpriift sowie von

geeigneten Proben *'P-NMR-Spektren aufgenommen.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Puffer zur Einstellung des pH-Wertes von NMR-Proben. Alle Angaben
beziehen sich auf 250 ml Pufferlosung.

pH Wert Puffer Masse [g] Stoffmenge [mmol]
2,6 H,NCH,COOH (Gly) 1,87 25
4,0 Na,HPO,/C¢HO; 2,49/2,31 14/11
7,0 Na,HPO,/NaH,PO, 1,78/2,34 10/15
7,0 HEPES 5,95 25
10,0 Na,CO;/NaHCO; 4,23/0,84 15/10

Als Lipidsystem wurde das gut charakterisierte Gemisch aus DMPC/DMPG im Ver-
hiltnis 3:1 (mol/mol) verwendet wobei, um 2H—Messungen zu ermoglichen, 10% des
Anteils an DMPG durch DMPGgs4 ersetzt wurden. Als Peptid wurde PGLa mit einer
CF;-Bpg Markierung an Position 13 gewihlt. Das P/L betrug 1:50 (mol/mol)
(0,5 mg Peptid, 8,5mg Gesamtmenge Lipid oder 0,75 mg Peptid, 12,75 mg
Gesamtmenge Lipid).

Eine gute Kontrolle des pH-Wertes und gute Reproduzierbarkeit wurde durch folgende
Probenvorbereitung erreicht. Die Lipide sowie das Peptid wurden in MeOH gel6st. Das
Losemittel wurde im Stickstoffstrom evaporiert und die Probe iiber Nacht am Lyophili-
sator getrocknet. Die Peptid-Lipid-Mischung wurde dann in einem grofziigigen Volu-
men (ca. 850 ul) wissrigen Puffers geeigneter Konzentration (typischerweise 20 pmol
fiir 2,4 umol Peptid in 120 wmol Lipid) suspendiert. Der pH-Wert der Suspension wur-
de iiberpriift und ggf. mit HCI oder NaOH justiert. Die Proben wurden dann sechs Ge-
frier-Tau Zyklen in fliissigem Stickstoff und einem auf 48 °C erwédrmten Wasserbad
unterzogen. Die Suspension wurde gleichméBig auf 17 Glaspléttchen verteilt, unter Va-

kuum getrocknet und wie in 4.3.1 hydratisiert und verpackt.
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4.3.4 Priparation von Erythrozytenmembranen fiir NMR-Proben

Die Isolierung von Erythrozytenmembranen erfolgte nach ''*'*°. Alle Arbeitsschritte
erfolgten auf Eis oder im Kiihlraum bei 4 °C. Zunichst wurden Erythrozyten aus Eryth-
rozytenkonzentrat dreimal mit 172 mM Tris-Puffer (pH 7,6, 4 °C) gewaschen (600xg,
10 min, 4 °C). AnschlieBend wurden die Zellen durch langsames Schiitteln fiir 5 min in
hypotonem 9 mM Tris-Puffer (pH 7,6, 4 °C) lysiert. Die so erhaltenen Zellmembranen
wurden dreimal mit 9 mM Tris-Puffer sowie zweimal mit 9 mM Tris-Puffer mit 0,01%
NaNj (pH = 7,6, 4 °C) gewaschen (20000xg, 70 min, 4 °C). NaN3 wurde dem Puffer
hierbei fiir die letzten Waschschritte zugefiigt, um mikrobielles Wachstum zu verhin-
dern. Das durchscheinende, schwach rosa gefirbte Pellet wurde in letzterem Puffer auf-

genommen und bis zur baldigen Verwendung auf Eis gelagert.

4.3.5 Priparation von M. luteus-Vesikeln fiir NMR-Proben

Die Zellkultur und Gewinnung von Membranvesikeln von M. luteus erfolgte

nach 119,159

. M. luteus wurden bis zur spiten Wachstumsphase in Basalmedium bei
37 °C und 220 rpm wachsen gelassen. Die Zellen wurden geerntet und zweimal in
0,9 % NaCl-Losung sowie einmal in Verdaupuffer (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 30 mM
MgCl,, pH 7,5 RT) gewaschen (6000xg, 15 min, 4 °C). Anschlieend wurden die Zel-
len sorgfiltig zu 200 mg Zell-Nassmasse pro ml Puffer in Verdaupuffer resuspendiert
und 1 mg/ml Lysozym sowie je 10 pg/ml DNAsel und RNAseA zugegeben. Die Zellsu-
spension wurde unter konstantem Schiitteln {iber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Nun wurde die Zellsuspension 20fach mit 9 mM Tris-Puffer (pH = 7,6, 4 °C) verdiinnt
und 5 min auf Eis geschwenkt. Nicht-lysierte Zellen wurden durch Zentrifugation ent-
fernt (700xg, 30 min, 4 °C). Um die Ausbeute an Membranen zu erhohen wurde das
Sediment aus unlysierten Zellen erneut in 9 mM Tris Puffer aufgenommen, 10 min auf
Eis geschwenkt und zentrifugiert (700xg 30 min, 4 °C). Die Uberstinde wurden vereint
und die darin enthaltenen Membranen pelletiert (26000xg, 150 min, 4 °C) und anschlie-
Bend zweimal mit 9 mM Tris sowie zweimal mit 9 mM Tris mit 0,01% NaN; gewa-
schen. NaN3; wurde dem Puffer hierbei fiir die letzten Waschschritte zugefiigt, um mik-
robielles Wachstum zu verhindern. Das leuchtend gelbe Membranpellet wurde in einem
kleinen Volumen 9 mM Tris Puffer mit 0,01% NaN; (pH =7,6, 4 °C) aufgenommen

und bis zur baldigen Verwendung auf Eis gelagert.
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4.3.6 Lipid-Extraktion

Die Extraktion von Lipiden aus Biomembranen wurde mittels Standard-Folch-

Extraktion mit CHCly/MeOH durchgefiihrt '%'%!,

Dazu wurden 100 pl der zu extrahierenden Membransuspension (aus Kapitel 4.3.4 und
4.3.5) in 20fachem Volumen CHCI3/MeOH (2:1, Volumen/Volumen) aufgenommen.
Die Proben wurden durch mehrmaliges Behandeln mit Ultraschall und kriftiges Schiit-
teln homogenisiert. Um die Lipide weiter in die organische Phase zu dridngen, wurden
400 pl 0,9 % NaCl zugegeben und nochmals homogenisiert. Nach 20-miniitiger
Inkubation bei RT wurden die Phasen durch Zentrifugation getrennt (9000xg, 10 min,
4 °C). Die untere organische Phase (ca. 1,1 ml-1,2 ml) wurde mit einer sauberen
Glasspritze entnommen und bis zur Verwendung fiir die Phosphatbestimmung

bei -20 °C aufbewahrt.

4.3.7 Phosphatbestimmung

Die Phospholipidmenge in Membranproben wurde durch eine quantitative kolorimetri-

sche Analyse bestimmt 159.162

Aus dem Lipid-Extrakt (Abschnitt 4.3.6) wurden Aliquote entnommen (50 pl, 100 pl
und 200 pl) und in Duranglasrohrchen iiberfiihrt. Nach Verdampfen des Losungsmittels
unter N,-Strom wurde zu jeder Probe 50 pl 10 % Mg(NOs), in EtOH zugeben und iiber
der Flamme verascht. Dann wurden 300 pl 1 M HCI zugegeben und 20 Minuten im
Wasserbad bei 95 °C inkubiert. Die Glasrohrchen wurden wihrend der Inkubation im
Wasserbad jeweils mit einer Glasmurmel verschlossen. Die Proben wurden abkiihlt,
700 pl einer frisch hergestellten Losung aus Ascorbat (10 %) und Ammoniummolybdat
(0,42 % in 1 N H,SO4) (im Verhiltnis 1:6) zugegeben und fiir weitere 30 min bei 40-
45 °C im Wasserbad inkubiert. Hierbei bildete sich ein blauer Farbkomplex, dessen
Absorption bei 820 nm gegen Wasser gemessen wurde. Als Standard diente eine Ver-
diinnungsreihe von Na,HPO, in Wasser, die ebenfalls mit 700 pl einer frisch hergestell-
ten Losung aus Ascorbat (10 %) und Ammoniummolybdat (0,42 % in 1 N H,SOy)
(im Verhiltnis 1/6) fiir 30 min bei 40-45 °C im Wasserbad inkubiert wurde.
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4.3.8 Vorbereitung orientierter NMR-Proben mit Biomembranen

Zur Vorbereitung orientierter Membranproben fiir Festkorper-NMR-Messungen wurden
Erythrozyten- oder M. Luteus-Membranen zunédchst mit MilliQ mit 0,005 % NaNs ge-
waschen (18000xg, 90 min, 4 °C), um Salze zu entfernen, die beim Trocknen der NMR-
Proben sowie den NMR-Messungen, bspw. durch Erhitzen der Proben, storen

konnten' 63164

. Die gewiinschte Peptidmenge (0,3 mg-0,5 mg) wurde zu der entspre-
chenden Menge an wissriger Lipidsuspension (ca. 2 ml-4 ml) gegeben und gut durch-
mischt. Nun wurde die Suspension gleichmifig auf bis zu 17 Glasplattchen verteilt und

wie in 4.3.1 beschreiben getrocknet, hydratisiert und verpackt.

4.4  Dynamische Differenzkalorimetrie

Fiir die dynamischen differenzkalorimetrischen (differential scanning calorimetrie,

DSC) Messungen wurde ein MicroCal VP-DSC MicroCalorimeter verwendet.

4.4.1 Vorbereitung von Lipidproben fiir DSC-Messungen

Fiir DSC-Proben wurde eine Mischung von DMPC und DMPG (3:1, mol/mol) in Me-
thanol hergestellt. Das Losemittel wurde im Stickstoffstrom abgedampft, die Probe in

1 ml MilliQ resuspendiert und iiber Nacht lyophilisiert.

Die getrockneten Lipide wurden dann mit je 1 ml verschiedener Pufferlésungen bzw.
MilliQ rehydratisiert und gut durchmischt. AnschlieBend wurden die Proben 1h bei
48 °C inkubiert. Zur Homogenisierung wurde die Probe 15 min bei -80 °C eingefroren
und 15 min bei 48 °C aufgetaut, diese Prozedur wurde insgesamt 6 Mal wiederholt. Die
Proben wurden bis zur Messung bei -80 °C aufbewahrt. Nach 15 min Auftauen bei 48

°C wurde 1 min im Argonstrom entgast.

Die DSC-Messungen wurden zuerst mit reinem Puffer bzw. Wasser und anschlie3end
mit der entsprechenden Probe und Puffer bzw. Wasser als Referenz durchgefiihrt. Der
Temperaturbereich der Messungen wurde von 5 °C-40 °C gewihlt, die Aufheiztempera-
tur betrug 1 °C/min. Die Proben wurden vor jedem Messvorgang 30 min bei der Start-
temperatur gehalten. Es wurde sowohl beim Aufheizen, als auch beim Abkiihlen gemes-
sen. Um Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten, wurden alle Messungen

mit frischen Proben wiederholt.
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4.4.2 Vorbereitungen peptidhaltiger Proben fiir DSC-Messungen

Die peptidhaltigen DSC-Proben enthielten PGLa wt (P/L = 1:50 bzw. 1:200). Sie wur-
den analog den Lipidproben vorbereitet. Das Peptid wurde aus einer 1 mg/ml Stammlo-
sung der methanolischen Lipidlosung zugefiigt, bevor das Methanol evaporiert wurde.

Als Referenz bei den Messungen diente wiederum der entsprechende Puffer.

Der Temperaturbereich der DSC-Messungen wurde fiir die ersten Messvorgéinge zwi-
schen 5 °C-40 °C gewihlt, darauf folgten 4 Messvorginge zwischen 5 °C-80 °C um das
eventuelle Auftreten einer weiteren Lipidphase zu erkennen. Zuletzt folgten weitere
Scans im Temperaturbereich von 5 °C-40 °C. Die Aufheiztemperatur betrug dabei im-
mer 1 °C/min. Die Proben wurden vor jedem Messvorgang 30 min bei Starttemperatur

gehalten. Es wurde sowohl beim Aufheizen, als auch beim Abkiihlen gemessen.

4.5 Festkorper-NMR-Messungen orientierter Proben

Die Festkorper-NMR-Messungen wurden an einem Bruker Avance 500 MHz bzw.
600 MHz NMR-Spektrometer (Bruker Biospin) durchgefiihrt. Die Analyse der Daten
erfolgte mit der Software TopSpin (Bruker).

3'P.NMR-Experimente wurden bei 202 MHz unter Verwendung eines Standard Bruker
Doppelresonanzprobenkopfes, der mit einem Goniometer ausgestattet ist, durchgefiihrt.
Eine Hahn-Echo Pulsfolge mit einer 90° Pulslinge von 7 ps und einer Echo-
verzogerungszeit von 30 ps wurde benutzt um ein 'H-entkoppeltes *'P-NMR-Spektrum
orientierter Membranen zu erhalten. Die *'P-NMR-Spektren wurden durch Festlegen
der Phosphat-Resonanz auf O ppm auf die primire Referenz (85 %ige Phosphor-

sdaurelosung) bezogen.

F-NMR-Messungen wurden mit einem '°F/'H-Flachspulenprobenkopf (Doty Scienti-
fic), der manuell gekippt werden kann, durchgefiihrt. Einfache 1-Puls-Experimente mit
einer 90° Pulslinge von 1,8 us und 10 kHz-15 kHz Zwei-Puls-Phasenmodulation 'H-
Entkopplung und einer Riickkehrverzogerung von 1 s wurden verwendet um PF-NMR-
Spektren zu erhalten. Die 19F—NMR—Spektren wurden durch Festlegen der Fluorreso-
nanz einer 100 mM wissrigen NaF-Losung (bei entsprechender Temperatur) auf -

119,5 ppm referenziert '
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*H-NMR-Experimente wurden bei 76,77 MHz unter Verwendung eines Standard Bru-
ker Doppelresonanzprobenkopfes, der mit einem Goniometer ausgestattet war, durchge-
fiihrt. Es wurde eine quadrupolare Echo Sequenz ohne 'H-Entkopplung mit einer 90°
Pulslidnge von 4,5 ms, einer Echoverzogerungszeit von 30 ms und einer Relaxationsver-

zogerung von 80 ms benutzt.

'N-NMR-Messungen wurden mit einem eigens konstruierten Flachspulen-Probenkopf
durchgefiihrt. Alle Proben wurden intern auf 4,7 ppm fiir H,O referenziert. Die Feldho-
mogenitit wurde an der Wasserlinie optimiert. Das 1D-">’N-NMR-Spektrum wurde mit
Kreuzpolarisation aufgenommen, wobei die CP-MOIST Pulssequenz angewendet wur-
de '°. Es wurde eine Kreuzpolarisations-Kontaktzeit von 1,2 ms und ein recycle delay
von 6 s-8 s zwischen den Scans zur Vermeidung der Probenaufheizung sowohl in den
1D-Experimenten als auch in den, im Folgendem beschriebenen, 2D-Experimenten

verwendet.

Fiir die ""N-chemische Verschiebung/'H-""N dipolare Kopplung Korrelationsexperi-
mente wurde das SAMMY-Experiment '’ mit der verbesserten SAMPI4 Pulssequenz
verwendet '®®. Die Hartmann-Hahn Bedingung und die 'H-Pulslinge wurden direkt an
der Probe bestimmt. Es wurde eine 1H—B1 -Feldstirke von 51 kHz verwendet und wih-

rend der 10 ms Akquisitionszeit mit einer 30 kHz Feldstéirke entkoppelt.
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4.6 Gewinnung von Gramicidin S-Granulae

4.6.1 Anzucht von A. migulanus

Zur Optimierung der Wachstumsbedingungen von A. migulanus fiir die maximale Pro-

duktion von GSG wurden in dieser Arbeit verschiedene Faktoren untersucht:

1.) Wachstumsdauer der Bakterien auf LBY-Agarplatten (1, 3 oder 5 Tage)

ii.) Zusammensetzung des Fliissigmediums (G4/4, G4/4FM, GATF)

iii.)  Volumen der Fliissigkultur (300, 400 und 500 ml)

iv.)  Wachstumsdauer der Bakterien in Fliissigmedium
Im Allgemeinen wurde die Anzucht von A. migulanus wie folgt durchgefiihrt: Aus ei-
nem Kryostock wurden 10 pul einer Sporensuspension von A. migulanus DSM 5759 in
1 ml YP-Medium gegeben und im Brutschrank bei 37 °C mindestens 2 Tage inkubiert.
Auf 5 oder 9 Platten mit LBY-Agar ** wurden je 20 ul YP-Medium vorgelegt und auf
die erste Platte 2-10 ul (je nach Dichte der YP-Kultur) der Bakteriensuspension in 20 pl
YP-Medium gegeben. Nun wurde mit Hilfe eines Drigalsky-Spatels bis fast zur Tro-
ckenheit ausplattiert und dann fortlaufend auf die Platten 2-5 iibertragen um eine Ver-
diinnungsreihe zu erhalten. Bei 9 Platten wurde zusitzlich ausgehend von Platten 2 und
3 auf je zwei weitere Platten 2a, 2b sowie 3a und 3b ausplattiert. Die Agarplatten wur-
den 1-3 Tage im Brutschrank bei 37 °C und anschlieBend bis zu 3 Tage bei

Raumtemperatur inkubiert.

Zur Beimpfung der Fliissigkulturen wurden nur Kolonien verwendet, bei denen der
Phinotyp deutlich zu erkennen war (in der Regel von den Platten 4 und 5 sowie 2a, 2b,
3a, 3b). Die Kolonienzentren wurden mit einer sterilen Impfose aufgenommen und in
1 ml steriler 0,9 % NaCl-Losung suspendiert. Die unloslichen Bestandteile wurden se-
dimentieren gelassen und mit dem Uberstand wurde das gewiinschte Volumen (300,
400 oder 500 ml) G4/4, G4/4FM oder GATF-Medium bis zu ODgg = 0,02 angeimpft

und bei 40 °C und 220 rpm bis zur gewiinschten optischen Dichte angezogen.

4.6.2 Kontrolle des Wachstums von A. migulanus

Zur Kontrolle des Wachstums von A. migulanus wurde in regelmifligen Abstédnden die
optische Dichte der Kulturen bei 660 nm gemessen. Ab einer optischen Dichte von 3-4

wurden pro Kultur 2 Proben von je 1 ml entnommen. Diese Proben dienten der spéteren
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Bestimmung der GS-Konzentration. Die Proben wurden 5 min bei 17000xg
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Pellets bis zur GS-Extraktion

bei -20 °C aufbewahrt.

Zusitzlich wurden die Bakterien regelméfig mikroskopiert um die Entwicklung der

Zellen sowie die Bildung von GSG zu iiberpriifen.

4.6.3 Fluorenzenzfarbung der A. migulanus-Zellen

Um die Entwicklung von GSG mikroskopisch besser beobachten zu konnen, wurde bei
einigen Zellproben eine Fluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Hierbei wurde 5(6)-
Carboxyfluorescein-N-Succinimidyl-Ester (CSE 1 ex 492, A em517) verwendet, der bei
pH = 8,3 selektiv an die NH,-Gruppen der Ornithin-Seitenketten des GS bindet und

somit GSG spezifisch anfirbt '%.

Das Zellpellet wurde zweimal in Natriumhydrogencarbonat-Puffer (150 mM NaHCOs,
pH 8.,3) gewaschen. Hierzu wurde es in 500 pl Natriumhydrogencarbonat-Puffer sus-
pendiert und 5 min bei RT und 17000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verwor-
fen. Das gewaschene Zellpellet wurde in 1 ml Natriumhydrogencarbonat-Puffer resus-
pendiert und 1 pl einerl0 mg/ml CSE-Losung in DMSO dazugegeben. Die Suspension
wurde 30 min bei 37 °C und 220 rpm unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden die
Zellen, wie oben beschrieben, zweimal mit Natriumhydrogencarbonat-Puffer gewa-
schen um {iiberschiissige Farblosung zu entfernen. Die Zellen wurden bei 1000facher

VergroBerung unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einem Filtersatz 09 (A4 ex

450 nm-490 nm, A em 515 nm) beobachtet und zur Dokumentation fotografiert.

4.6.4 GS-Extraktion aus Zellkulturproben

Die Zellpellets der Proben aus 4.6.2 wurden in 500 ul 0,9 % NaCl suspendiert und 50 pl
0,2 N HCI zugegeben. Die Proben wurden 15 min bei 80 °C im Wasserbad inkubiert
und danach 5 min auf Eis abgekiihlt. Zu jeder Probe wurden 450 ul 50 % EtOH gegeben
und 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Die Zellreste wurden 15 min bei 17000xg ab-

zentrifugiert. Der GS beinhaltende Uberstand wurde bis zur GS Bestimmung mittels

HPLC bei -20 °C aufbewabhrt.



4 Methoden

38

4.6.5 Bestimmung der GS-Konzentration in Extrakten

Die GS-Konzentration in den Extrakten wurde per Umkehrphasen HPLC {iiber eine
C18-Sdule bestimmt. Es wurde ein linearer Acetonitril/Wasser-Gradient von 45 % zu
90 % Losemittel B in 15 min gewihlt. Dem Laufmittel wurden dabei 1 mM HCI zuge-
geben. Die Analyse wurde bei 35 °C mit einer Flussrate von 1,5 ml/min und einem In-
jektionsvolumen von 20 pl, mittels manueller Injektion oder mit Hilfe eines automati-
schen Probennehmers, durchgefiihrt. Fiir jede Bestimmungsreihe wurde eine Eichgerade
aus GS-Losungen bekannter Konzentration erstellt. Das hierbei verwendete GS war aus
A. migulanus extrahiert und per HPLC aufgereinigt worden. Es hatte eine Reinheit von
> 98 % (bestimmt mittels analytischer HPLC). Zur Erstellung der Standardreihe wurden

aus einer GS Stammlosung in 50 % EtOH Verdiinnungsreihen erstellt.

4.6.6 Zellernte von A. migulanus

Die A. migulanus Kulturen wurden bis zur gewiinschten optischen Dichte wie in 4.6.1
beschrieben angezogen. Die Zellen wurden bei 6000xg und 4 °C 15 min abzentrifugiert
und zweimal mit 0,9 % NaCl gewaschen. Die Zellpellets wurden bis zur weiteren Ver-

wendung bei -20 °C aufbewahrt.

4.6.7 Zellaufschluss von A. migulanus

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden des Zellaufschlusses von A. migulanus

zur Gewinnung von GSG untersucht.

Enzymatischer Zellaufschluss

Die Zellpellets wurden in Glycin-HCI Puffer (100 mM Glycin, 10 mM MgCl,, 0,2 mM
EDTA, 1 mM Gluthation, pH = 2,5) zu ca. 25 mg Zellmasse pro ml Puffer suspendiert
und 2 h bei RT geschiittelt. Dann wurden die Zellen bei 6000xg 15 min, bei 4 °C pelle-
tiert. Das Zellpellet wurde in Zellaufschlusspuffer resuspendiert (1 ml pro 200 mg
Zellmasse) und Lysozym zugegeben (1 mg/ml). Die Suspension wurde 2 h bei RT

schiittelnd inkubiert.



4 Methoden

39

Zellaufschluss mittels Ultraschall

Die nach 4.6.5 gewonnen Zellpellets wurden in Zellaufschlusspuffer A (172 mM Tris,
10 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 1 mM Gluthation , pH = 7,4) suspendiert. Die Bakteri-
ensuspensionen wurden unter Eiskiihlung in einem speziellen Ultraschallgefd3 dreimal
fiir 2 min bei 70 % Leistung des Gerites mit Ultraschall behandelt. Zwischen den Ultra-
schallbehandlungen wurden die Suspensionen mindestens 5 min bei 0 °C gekiihlt, um

ein Uberhitzen zu vermeiden.

Zellaufschluss mittels French® Press

Die Zellpellets wurden in Zellaufschlusspuffer A suspendiert. Die Zellsuspension wurde

dreimal unter ca. 420 bar mittels French® Press aufgeschlossen.

4.6.8 Isolation von GSG

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden zur Isolation von GSG getestet.

Isolierung von GSG mittels differenzieller Zentrifugation

Die Suspension wurde nach dem Zellaufschluss zunéchst 15 min bei 4 °C und 600xg
zentrifugiert, um groBere Zelltrimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein fri-
sches Gefd3 iiberfithrt und 15 min bei 4 °C und 1000xg zentrifugiert. Diese Schritte
wurden bei 3000xg, 5000xg und 7000xg wiederholt. Die Pellets der einzelnen Zentri-
fugationsschritte wurden in Zellaufschlusspuffer A resuspendiert, vereinigt und erneut,
wie in 4.5.6 beschreiben, aufgeschlossen. Daraufhin wurden die zuvor beschriebenen
Zentrifugationsschritte wiederholt. Die Uberstiinde nach 7000xg wurden jeweils mittels
Ultrazentrifugation bei 100000xg pelletiert und die resultierenden GSG-Pellets zweimal
in sterilem MilliQ gewaschen. Die Pellets wurden in einem kleinen Volumen sterilem

MilliQ resuspendiert und bei 4 °C aufbewahrt.
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Isolierung von GSG mittels Dichtegradienten-Zentrifugation

Es wurden verschiedene Dichtegradienten zur Isolierung von GSG getestet (Tabelle 3).
Fiir alle Gradienten wurde die entsprechende Menge Glycerol oder Saccharose in

100 mM Tris-Puffer pH = 7,8 gelost.

Tabelle 3 Glycerol- und Saccharosegradienten verschiedener Zusammensetzung zur Isolation von GSG

Glycerolgradienten Zusammensetzung der Gradienten
linear 88/44 % 95/75/60 % 100/90/70/50 % 95/80/70/60 %
diskontinuierlich 88/44 % 95/75/60 % 100/90/70/50 % 95/80/70/60 %
Saccharosegardienten Zusammensetzung der Gradienten
linear 69/57/45/34 %
diskontinuierlich 69/57/45/34 % 60/50/30 % 65/60/55/50 % 65/62/58/55 %

Es wurden verschiedene Methoden zur Erzeugung von Dichtegradienten getestet. Zuerst
wurden jeweils diskontinuierliche (i-iii) und daraus dann ggf. lineare Gradienten (iv-vi)

erstellt.

1.) Vorsichtiges Uberschichten der jeweils dichten Losung mit der weniger

dichten.
ii.) Vorsichtiges Unterschichten der weniger dichten Losung mit der dichteren.

iii.)  Einfrieren der dichteren Schicht in fliissigem Stickstoff gefolgt von Aufbrin-

gen der weniger dichten Schicht und ggf. Wiederholung des Vorganges.

iv.)  Einfrieren des entsprechenden diskontinuierlichen Gradienten fiir 1h

bei -80 °C, gefolgt von Auftauen in waagerechter Position fiir 1,5 h bei 4 °C.

v.) Einfrieren des entsprechenden diskontinuierlichen Gradienten fiir 1h

bei -80 °C, gefolgt von Auftauen in senkrechter Position iiber Nacht.

vi.)  Stehenlassen des entsprechenden diskontinuierlichen Gradienten fiir 1 h bei

Raumtemperatur.

Das langsame Auftauen, oder Stehen bei Raumtemperatur ermoglicht eine Diffusion
zwischen den einzelnen Schichten, wodurch ein linearer Gradient entsteht. Die richtige
Ausbildung des Gradienten wurde durch Entnahme von Proben einzelner Schichten und

Messung deren Brechungsindizes bestitigt.
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Die beste Reproduzierbarkeit wurde fiir diskontinuierliche Gradienten durch vorsichti-
ges Unterschichten (ii) und fiir lineare Gradienten durch Stehenlassen bei Raumtempe-

ratur (vi) erzielt.

Die Auftrennung per Dichtegradienten-Zentrifugation erfolgte direkt mit der aufge-
schlossenen Zellsuspension. Es wurden je 5 ml der Zellsuspension vorsichtig auf den
Gradienten gegeben und bei 4 °C und 120000xg zwischen 30 min und 2 h im Aus-
schwenkrotor zentrifugiert. Die benétigte Zeit war jeweils von Gradienten abhingig und
wurde empirisch bestimmt. Nach der Zentrifugation wurden die einzelnen Schichten
vorsichtig mit Hilfe einer Pipette getrennt. Ggf. wurden einzelne Schichten einer erneu-
ten Dichtegradienten-Zentrifugation unterzogen. Die Schichten in denen die GSG ver-
mutet wurden, wurden 1 h bei 4 °C und 100000xg pelletiert. Um Glycerol bzw. Saccha-
rose zu entfernen wurden die Pellets in sterilem MilliQ aufgenommen, 10 min im Ultra-
schallbad mit Ultraschall behandelt und erneut zentrifugiert. Letzterer Schritt wurde
zweimal wiederholt. Die resultierenden GSG-Pellets wurden in einem kleinen Volumen

sterilem MilliQ suspendiert und bei 4 °C aufbewahrt.

4.6.9 Entfernung von DNA aus GSG

Um eventuell vorhandene DNA-Reste aus den GSG-Proben zu entfernen wurden die
Suspensionen mit Bezonase® behandelt. Hierzu wurden 2 pl Benzonase® pro ml GSG-
Suspension zugegeben und fiir 2 h unter Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlieBend wurden die GSG 1 h bei 4 °C und 100000xg pelletiert und zweimal mit steri-
lem MilliQ gewaschen. Die resultierenden GSG Pellets wurden in einem kleinen Volu-

men sterilem MilliQ suspendiert und bei 4 °C aufbewahrt.

4.7  Charakterisierung von Gramicidin S-Granulae

4.7.1 Bestimmung der GS-Konzentration in GSG

Zu Bestimmung der GS-Konzentration der GSG-Suspensionen wurde ein Teil der Sus-
pension in DMSO + 0,1 % TFA gelost. Es wurden dabei, je nach Dichte der Suspensi-
on, Verdiinnungen mit DMSO von 1:1, 1:2, 1:5 und 1:10 (Volumen/Volumen) herge-
stellt. Die Proben wurden ggf. mit Ultraschall behandelt um die GSG zu 16sen. Eventu-

ell vorhandene unlosliche Bestandteile, die die HPLC-Séule verstopfen konnten, wur-
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den durch Zentrifugation (5 min, 4 °C, 13000xg) entfernt. Die GS-Konzentration wurde
mittels Umkehrphasenchromatographie iiber eine C18-Sédule bestimmt. Es wurde ein
Acetonitril/Wasser-Gradient verwendet (40 % zu 70 % B in 2 min, 70 % zu 95 % B in
0,2 min) dem Laufmittel wurden dabei 0,1 % TFA zugefiigt (Tabelle 13). Die Analyse
wurde bei 60 °C mit einer Flussrate von 1,5 ml/min und einem Injektionsvolumen von
50 ul, mittels manueller Injektion oder mit Hilfe eines automatischen Probennehmers,
durchgefiihrt. Fiir jede Bestimmungsreihe wurde eine Eichgerade aus GS Losungen
bekannter Konzentration erstellt. Das hierbei verwendete GS war aus A. migulanus ex-
trahiert und per HPLC aufgereinigt worden. Es hatte eine Reinheit von > 98 %. Zur Er-
stellung der Standardreihe wurden aus einer GS-Stammlosung in 50 % DMSO + 0,1 %
TFA Verdiinnungsreihen erstellt.

4.7.2 GroBenbestimmung durch dynamische Lichtstreuung

Der mittlere Durchmesser der GSG in den Suspensionen wurde durch dynamische
Lichtstreuung (dynamic light scattering, DLS) bestimmt. Hierzu wurden in einer Mess-
kiivette 800 pL filtriertes (mit einem Sterilfilter der PorengréBe 0,2 um) MilliQ vorge-
legt und 20 puLL der GSG-Suspension zugegeben. Die GSG-Suspensionen wurden vor
der Zugabe fiir 2 min mit Ultraschall behandelt, um aggregierte GSG voneinander zu
trennen. Es wurden pro Messung 50 Scans mit einer jeweiligen Dauer von 20 s bei

25 °C durchgefiihrt.

4.7.3 Rasterelektroenenmikroskopische Untersuchung

Um die GroBe und vor allem das Aussehen der GSG bestimmen zu konnen, wurden
einige Proben mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht. Hierzu wurden
die GSG-Suspensionen mit membransterilem MilliQ verdiinnt und je 1 ml dieser Sus-
pension auf einen Siliziumtriger aufgebracht. Die Proben wurden bei Raumtemperatur
unter Vakuum mindestens 2 h getrocknet. Vor der Messung wurden die Proben durch
Bedampfen mit einer diinnen Schicht Platin tiberzogen. Dies gewihrleistet, dass ausrei-
chend viele Sekundirelektronen zur Erzeugung eines Bildes detektiert werden konnen,
da biologische Priparate selbst oft nicht elektrisch leitend sind. Gleichzeitig muss da-
rauf geachtet werden, dass die Schicht nicht zu dick ist und so feine Oberflichenstruktu-

ren der Probe verdeckt. Zur Untersuchung der Priparate wurden Ubersichtsbilder bei
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einer 5000fachen VergroBerung und einer Beschleunigungsspannung von 10 kV sowie
Nahaufnahmen der GSG bei bis zu 25000facher Vergroerung und 3 kV Beschleuni-

gungsspannung aufgenommen.

Die Messungen wurden von Dipl. Ing. Stefan Kiihn, Laboratorium fiir Elektronenmik-

roskopie, Karlsruher Institut fiir Technologie, durchgefiihrt.

4.7.4 Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitét

Die antimikrobielle Aktivitdit von GSG wurde durch die Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration (MHK) der GSG-Suspensionen gegen S. aureus DSM 1104 unter-
sucht. Die MHK gibt die Konzentration eines Stoffes an, die benétigt wird, um die Zell-

teilung von Bakterien zu inhibieren.

Beim hier durchgefiihrten Mikrobouillonverdiinnungstest handelt es sich um eine Stan-
dardmethode nach DIN 58940 (,,Empfindlichkeitspriifung von mikrobiellen Krankheits-

erregern gegen Chemotherapeutika®).

Die MHK-Tests wurden mit entsprechend vorbereiteten GSG-Suspensionen, deren GS-
Konzentration per HPLC bestimmt wurde, in sterilem MilliQ durchgefiihrt. Als Kon-
trolle wurde stets eine GS Losung in 50 % EtOH verwendet. Da die antimikrobielle
Wirkung des GS gut bekannt ist, konnten so Riickschliisse auf die Aussagekraft des

jeweiligen Tests getroffen werden.

Zur Anzucht von S. aureus wurden zunichst Ubernachtkulturen aus Kryokulturen in
10 ml MH-Medium hergestellt und 16 h-18 h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Von der
Ubernachtkultur wurde anschlieBend ein Verdiinnungsstrich auf einer LB-Agar-Platte
gemacht und 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Von der Platte wurden mit Hilfe
einer sterilen Impfose einzelne Kolonien entnommen und damit Ubernachtkulturen in
10 ml MH-Medium mit ODssp = 0,02 angeimpft und 16 h-18 h bei 37 °C und 220 rpm
inkubiert. Von der Ubernachtkultur wurde mit ODsso = 0,2 in 10 ml MH-Medium {iber-
geimpft und diese Testkultur 3 h-4 h bis zu einer ODssp = 1-2 bei 37 °C und 220 rpm
inkubiert. Die Testkultur wurde schlieBlich fiir den MHK-Test mit MH-Medium zu ei-
ner ODss59 = 0,002 verdiinnt.

Fiir den MHK-Test wurden 96-Well-Mikrotiterplatten wie folgt vorbereitet: In alle
Wells der Reihe A wurden je 50 pl 2fach konzentriertes, in die Wells der Reihen B bis
H je 50 ul 1fach konzentriertes MH-Medium vorgelegt. In die Wells der Spalte 12 (Ne-
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gativkontrolle) wurden zusitzlich je 50 ul MH-Medium gegeben. In die Wells 1-10 der
Reihe A wurden dann je 50 pl der entsprechenden Testlosungen in 2-3facher Wiederho-
lung gegeben. In Well A1l (Negativkontrolle) wurden 50 pl MH-Medium (1x) gege-
ben. Nun wurden mittels einer Multikanalpipette aus jeder Well der Reihe A 50 pl ent-
nommen und in Reihe B gegeben, gut durchmischt und der Vorgang fiir alle Reihen
wiederholt um eine Verdiinnungsreihe zu erhalten. Die letzten 50 pul aus Reihe H wur-
den verworfen. Nun wurden in jede Well der Spalten 1 bis 11 50 ul der auf
ODsso= 0,002 verdiinnten Testkultur gegeben und die Mikrotiterplatten im Brutschrank
bei 37 °C fiir 22 h inkubiert. AnschlieBend wurden in jedes Well 20 pl Resazurin-
Losung (0,8 mM) zugegeben und die Platte fiir 2 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Nach 2 h wurden die Tests ausgewertet und zur Dokumentation fotografiert.

4.7.5 Bestimmung der hamolytischen Aktivitét

Die Hiémolysemessungen wurden mit Erythrozytenkonzentraten aus der Blutspende-

zentrale des stddtischen Klinikums Karlsruhe durchgefiihrt.

Die Erythrozyten wurden zunichst mit Waschpuffer (172 mM Tris pH 7,4 bei T = 4 °C)
gewaschen. Hierzu wurden 45 ml Puffer vorgelegt und 5 ml Erythrozytenkonzentrat
zugegeben, vorsichtig durchmischt und die Erythrozyten 10 min bei RT und 600xg ab-
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das Pellet in Waschpuffer
suspendiert und der Waschvorgang wiederholt. Darauthin wurde 1 ml der gewaschenen
Zellsuspension in 9 ml Waschpuffer iiberfithrt. Nun wurden 0,5 ml dieser Suspension
mit 9,5 ml Reaktionspuffer (172 mM Tris, pH =7.,4 bei T =37 °C) verdiinnt um einen
Hématokrit von 0,5 % zu erhalten. Diese Test-Zellsuspension wurde fiir den nachfol-

genden Hamolysetest fiir 5 min bei 37 °C im Heizblock gewirmt.

Die GSG-Suspension wurden direkt vor dem Experiment mit Reaktionspuffer zur ge-
wiinschten GS-Anfangskonzentration verdiinnt und daraus Verdiinnungsreihen herge-
stellt. Bei jedem Experiment wurde eine GS-Losung in 10 % DMSO (in MilliQ) mit
untersucht. In Eppendorf-Gefdaen wurden je 200 pl der entsprechenden Testlosungen
vorgelegt. Als Negativkontrolle (Autohdmolyse) diente reiner Reaktionspuffer, als Posi-
tivkontrolle (100 % Héamolyse) 0,2 % Triton-X100 in Reaktionspuffer. Zu den Testlo-
sungen wurden je 200 ul der vorgewiarmten Test-Zellsuspension gegeben und das Gan-

ze 30 min bei 37 °C unter diskontinuierlichem Schiitteln inkubiert. Nach der Inkubation
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wurden die Proben fiir 10 min bei RT und 7000xg zentrifugiert und je 350 ul des Uber-
standes in Kunststoffkiivetten iiberfiihrt. Die Absorption des freigesetzten Himoglobins
wurde bei 540 nm gemessen, wobei die Autohidmolyse in Reaktionspuffer als

Referenz diente.

4.7.6 Extraktion von GS aus GSG

Die Extraktion von GS aus GSG erfolgte analog der Extraktion von GS aus Bakterien-
zellen mit saurem 50 %igen EtOH (siehe 4.6.4). Es wurden 5 mg getrocknete Granula

pro ml Extraktionslosung verwendet.

4.7.7 Massenspektrometrische Untersuchungen

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation mit Flugzeitanalysator
MALDI-TOF

Bei MALDI wird die Probe mit einer Matrix co-kristallisiert und die Molekiile mit ei-
nem Laserstrahl ionisiert '"°. Dieser Ionisierungsprozess minimiert die Fragmentierung

von Molekiilen und ist gut geeignet zur Detektion von Molekiilen mit hohen Masse-zu-

Ladungsverhiltnissen (m/z 500-20000).

Zur Messung eines MALDI-TOF Massenspektrums wurde eine kleine Menge der Probe
(GSG-Suspension oder getrocknete GSG) in ein Eppendorf-Gefill iiberfithrt. Dann
wurden 5 pl -10 pl der Matrix-Losung (geséttigte 2,5-Dihydroxybenzoesidure in Aceto-
nitril/Wasser (1:2) mit 0,1 % TFA) hinzugegeben und fiir 5 min bei 3000xg zentrifu-
giert. AnschlieBend wurde 0,5 pl-1 pl Probelosung auf einen Metalltrager aufgetragen
und nach Auskristallisieren an der Luft mit einem MALDI-TOF Massenspektrometer

gemessen.

Die Messungen wurden von Dr. Sergii Afonin, Institut fiir Biologische Grenzfldchen 2,

Karlsruher Institut fiir Technologie, durchgefiihrt.

Fast Atom Bombardment FAB:

Bei FAB handelt es sich um ein sanftes Ionisierungsverfahren, das hauptsédchlich Ionen

. . 171
und nur wenig Fragmentierung erzeugt ~* .

Die Analysen mittels FAB-MS wurden von Frau Kernert und Frau Rofnagel in der ana-

lytischen Abteilung des Institutes fiir Organische Chemie des Karlsruher Instituts fiir
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Technologie durchgefiihrt. Fiir FAB-Messungen wurden ethanolische Extrakte aus GSG
verwendet (4.7.7). Alle Proben wurden vor der Analyse getrocknet. Als Matrixsubstanz

wurde Glycerol verwendet.

Flugzeit-Sekunddrionen-Massenspektrometrie TOF-SIMS:

TOF-SIMS ist eine Methode mit sehr hoher Massenauflosung, bei der durch einen Pri-
mirionenstrahl Sekundirionen erzeugt werden '’. Sie erlaubt eine Analyse der chemi-
schen Oberflachenzusammensetzung. Durch die hohe Massenauflosung konnen Sekun-
ddrionen gleicher Nominalmasse aber unterschiedlicher Summenformel getrennt wer-
den. Es konnen alle stabilen Elemente und ihre Isotope bis zu einer Nachweisgrenze im
ppm Bereich nachgewiesen werden. Insbesondere anorganische Elemente konnen ein-

deutig identifiziert werden.

Die Untersuchungen mittels TOF-SIMS wurden von Dr. Alexander Welle am Institut

fiir Funktionelle Grenzfldchen des Karlsruher Instituts fiir Technologie durchgefiihrt.

Dazu wurden jeweils 20 ul einer wéssrigen Probensuspension auf einen Siliziumtriger
aufgebracht und unter Vakuum trocknen gelassen. Die Proben wurden im Hochvakuum
mit Bi** ionisiert. Zusitzlich wurden die Proben mit einem hochenergetischen Sauer-
stoffionenstrahl behandelt, um das organische Material abzutragen und eventuell vor-

handene anorganische Molekiile im Inneren der Partikel nachzuweisen.

4.7.8 NMR-Spektroskopische Untersuchungen

Fliissig-NMR-Untersuchungen:

Die fliissig-NMR-Untersuchungen wurden von Frau Lang und Frau Emmerich in der
analytischen Abteilung des Institutes fiir Organische Chemie des Karlsruher Instituts fiir

Technologie durchgefiihrt

Die Proben wurden hierfiir im entsprechenden (deuterierten) Losemittel gelost und in

ein NMR-Probenrohrchen gefiillt.

Magic-Angle-Spinning- (MAS-) NMR-Spektroskopie an GSG
Fiir MAS-Festkorper-NMR-Messungen wurden die trockenen Proben in einen 4 mm

Keramikrotor gefiillt. Die Messungen wurden bei Umgebungstemperatur mit einem

HXY 4 mm MAS-Probenkopf der Firma Bruker durchgefiihrt.
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13C—NMR—Messunge,n wurden mit einer recycle delay von 1 s und einer B¢ 90° Puls-
linge von 8,5 us und einem 'H 90° Puls von 3,05 us durchgefiihrt. Die Referenzierung
erfolgte extern auf Adamantan (29,46 ppm).

3'P_.NMR-Experimente wurden mit einer °'P 90° Pulslinge von 2,9 ps und einer 'H 90°

Pulslidnge von 3,125 us durchgefiihrt. Es wurde extern auf DMPC (0 ppm) referenziert.
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5  Der Einfluss des pH-Wertes auf Peptid-Lipid-
Wechselwirkungen

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des pH-Wertes auf ein typisches Festkorper-NMR-
Experiment untersucht. Hierbei sollte gezeigt werden, ob Ergebnisse aus Studien ohne

pH-Kontrolle auch unter physiologischen Bedingungen relevant sind.

Als Testsystem wurde die Lipidmischung DMPC/DMPG 3:1 (mol/mol) gewihlt. Dieses
anionische Lipidsystem wird oft verwendet, um negativ geladene bakterielle Membra-
nen zu imitieren und ist daher fiir Studien an AMP von Bedeutung HOAT3I74 - Alg Peptid
wurde PGLa gewihlt. Es wurde im oben beschriebenen Lipidsystem bereits ausfiihrlich

charakterisiert '>12%173.175

. Fir PGLa sind drei Orientierungszustinde bekannt. Der
oberflichengebundene S-Zustand, der gekippte T-Zustand und der insertierte I-Zustand
(siehe 2.2.4). Anderungen zwischen diesen drei Orientierungszustinden konnen anhand
nur eines fluormarkierten Peptids mit CFs;-Bpg anstelle des Alanins an

Position 13 beobachtet werden >,

Durch DSC-Experimente an multilamellaren Lipidvesikeln in tiberschiissigem Puffer
wurden Lipidpolymorphismus und Peptid-Lipid-Interaktionen untersucht. ’H- und *'P-
Festkorper-NMR wurde genutzt, um den Einfluss des pH-Wertes auf die
DMPC/DMPG-Matrix zu beobachten. Die Peptidorientierung wurde mittels '°F-
Festkorper-NMR untersucht.

5.1  Orientierte NMR-Proben mit kontrolliertem pH-Wert

Der biologisch relevante pH-Wert der typischen intra- und extrazelluliren Umgebungen
von AMP liegt zwischen 5 und 8. Synthetische, per HPLC aufgereinigte Peptide kénnen
jedoch sehr sauer sein. Um einen Ausgangswert zu erhalten, wurde per HPLC aufgerei-
nigtes, getrocknetes Peptidpulver in Wasser gelost und der pH-Wert gemessen. Ver-
schiedene Peptidproben hatten pH-Werte zwischen 2,6 und 4. Daher wurden fiir diese
Studie vier repréasentative pH-Werte ausgewdihlt: pH 2,6 (Glycin/HCI) fiir stark saure
Bedingungen, unter denen die Phosphatgruppen der Lipide protoniert werden kdnnen,
pH 4 (Na,HPO./Zitronenséure) als Beispiel fiir sauren pH, bei dem die Phosphatgrup-
pen jedoch nicht protoniert werden, pH 7 (HEPES) um physiologisch relevante
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Bedingungen herzustellen; pH 10 (Na,CO3/NaHCO3) als Kontrolle fiir basische Bedin-

gungen, unter welchen die Lysin-Seitenketten des PGLa deprotoniert werden konnen.

Mit einer optimierten Probenvorbereitung fiir Festkorper-NMR-Proben mit definiertem
pH-Wert (4.3.2), konnten *'P-, *H- und "’F-NMR-Spektren guter Qualitiit erhalten wer-
den. Um sicher zu gehen, dass die Pufferkapazitit auch unter den Bedingungen der ori-
entierten Proben ausreicht, wurden zuerst DSC-Experimente in nicht-orientierten Pro-
ben mit iiberschiissigem Puffer durchgefiihrt. So konnte das Phasenverhalten der ver-
schiedenen Proben unabhingig charakterisiert und mit den Festkorper-NMR-

Ergebnissen verglichen werden.

5.2 Dynamische Differenzkalorimetrie

Dynamische Differenzkalorimetrie (dynamic scanning calorimetrie, DSC) wird allge-
mein verwendet, um den thermischen Polymorphismus von Lipiden zu untersuchen.
Anderungen in den Phaseniibergingen kénnen Wechselwirkungen verschiedener Sub-
stanzen, die an die Lipidmatrix binden oder in sie insertieren, aufzeigen. Diese thermo-
dynamische Technik ist einfach, nicht invasiv und weitgehend anwendbar, um Pep-
tid/Lipidsysteme zu untersuchen 176178 ~ Als Kontrolle wurden multilamellare Vesikel
aus DMPC/DMPG (3:1 mol/mol) bei definiertem pH-Wert genutzt. AnschlieBend wur-
den dieselben Experimente mit Proben, die verschiedenen Mengen an PGLa enthielten,
durchgefiihrt. In einem Standard-DSC-Experiment mit Liposomen werden fiir die hier
verwendete Mischung aus DMPC/DMPG zwei endotherme Vorginge erwartet. Zuerst
ein Vorphaseniibergang (T, ~ 14 °C) von der lamellaren Gelphase Lg zu einer gewellten
Gelphase (rippled Phase) Pg. Bei weiterem Erwidrmen kommt es zum Hauptphasen-
tibergang (T, ~ 24 °C) von der lamellaren Gel- zur fluiden Phase L 7% Diese Werte
wurden bei pH 7 gefunden (Abbildung 12 A). Fiir pH 7 wurden zwei verschiedene Puf-
fer, HEPES- und Phosphatpuffer, verwendet (Daten nicht gezeigt), um auszuschlieBen,
dass die verwendete Puffersubstanz bzw. Ionenstirke einen Einfluss auf das Phasenver-
halten hat. Es zeigten sich zwischen den beiden Puffern lediglich geringe Unterschiede
in der Enthalpie der Phaseniibergédnge, woraus sich schlieBen lésst, dass die Effekte tat-
sichlich auf dem pH-Wert beruhen. Bei systematischer Anderung des pH-Wertes (von
10 bis 2,6) kam es zu einer signifikanten Erh6hung der Hauptphaseniibergangstempera-

tur Ty, und einer Verringerung der Enthalpie.
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Ein dhnlicher Effekt konnte beim Vorphaseniibergang T, beobachtet werden. Bei pH 4
und darunter verschwand der Vorphaseniibergang komplett. Unter extrem sauren Be-
dingungen (pH 2,6) fand der Hauptphaseniibergang in einem breiten Temperaturbereich
von 20 °C bis 52 °C statt. Zusitzlich war der Phaseniibergang stark asymmetrisch und
schien aus mehreren Komponenten zu bestehen. Die Hauptphaseniibergangstemperatur
der Probe ohne pH-Kontrolle lag zwischen der bei pH 2,6 und pH 4. Der Hauptphasen-
tibergang fand in einem Temperaturbereich zwischen 25 °C und 35 °C statt. Dieses
Verhalten konnte auch dem komplexen Polymorphismus von reinem DMPG in wéssri-
gen Losungen geringer Ionenstirke zugeschrieben werden, das die gemischten

DMPC/DMPG-Doppelschichten in der Messung beeinflusst haben konnte 2718,
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Abbildung 12: DSC-Thermogramme des Lipidphasenpolymorphismus von  multilamellaren
DMPC/DMPG-Vesikeln. A: ohne PGLa B: mit PGLa P/L 1:200 und C: P/L 1:50.

Die Zugabe von PGLa idnderte das DSC-Verhalten nur geringfiigig (Abbildung 12 B
und C). Beide Phaseniiberginge T, und Ty, fanden bei etwas hoheren Temperaturen als
in der reinen Lipidmischung statt. Bei geringer Peptidkonzentration (P/L 1:200) zeigte
der Hauptphaseniibergang bei allen pH-Werten zwei Komponenten. Eine davon ent-
sprach der Phaseniibergangstemperatur der reinen Lipide, die andere entsprach ungefdhr
der Phaseniibergangstemperatur bei hoherer PGLa-Konzentration. Daher kann die erste
Komponente den reinen Lipiden und die zweite peptidgebundenen Lipiden zugeordnet
werden. Der Vorphaseniibergang war fiir pH > 7 bei geringer Peptidkonzentration sicht-
bar, verschwand jedoch bei hoher Peptidkonzentration P/L 1:50 vollstindig. Ohne Kon-
trolle des pH-Wertes lagen die Temperaturen des Hauptphaseniiberganges zwischen

denen der Proben bei pH 7 und pH 4. Bei hoher Peptidkonzentration dagegen zwischen
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pH 4 und pH 2,6. Das deutet darauf hin, dass PGLa vom sauren pH-Wert der ungepuf-
ferten Probe beeinflusst wurde. Dadurch konnte die Lipidphaseniibergangstemperatur
um bis zu 10 °C im Vergleich zu pH 7 erhoht werden. Die wichtigsten Parameter des
Hauptphaseniiberganges multilamellarer DMPC/DMPG-Vesikel, ohne und mit PGLa,

bei verschiedenen pH Werten sind in Tabelle 4 zusammen gefasst.

Tabelle 4: Charakteristika des Hauptphaseniiberganges fiir multilamellare DMPC/DMPG- (3:1 mol/mol)
Vesikel sowie fiir DMPC/DMPG-Vesikel mit Zusatz von PGLa P/L =1:200 und P/L = 1:50 bei verschie-
denen pH-Werten. T (T start) bezeichnet die Temperatur bei Beginn des Phaseniiberganges. T,, (T melt)
die Schmelztemperatur ,also die Mitte des Phaseniiberganges und AT, die Breite auf halber Hohe des
Phaseniiberganges. Unsymmetrischen Phaseniibergdnge sind mit einem * gekennzeichnet. Hier wurde
der Mittelpunkt T,, sowie die Breite auf halber Hohe des gesamten AT, Phaseniiberganges angegeben,
auch wenn sich der Ubergang aus mehreren Komponenten zusammensetzt.

pH Puffer Kein Peptid P/L 1:200 P/L 1:50

T, Ty AT T, T AT ) T, T AT

10 Na,CO3/NaHCO;  21°C 23°C 1°C 21°C 24°C 2°C 22°C 125°C 2°C
7 Hepes 22°C 24°C 2°C 22°C 24°C 2°C 24°C 27°C 2°C

7 Na,HPO4/NaH,PO, 22°C 24°C 2°C 22°C 24°C 2°C 24°C 27°C 2°C

4 Zitronensdure/ 22°C 25°C 3°C 23°C 25°C 4°C 25°C 28°C 2°C

Na,HPO,"
2,6 Glycin® 32°C 37°C 7°C 28°C 37°C 9°C 25°C 34°C 7°C
6,5 H,0" 23°C 27°C  6°C 21°C 23°C 4°C 21°C 26°C 6°C

Bei wiederholten Heiz- und Abkiihlzyklen von 5 °C-40 °C zeigten alle Proben reprodu-
zierbares Verhalten in aufeinander folgenden Messungen. Nach einmaligem Erhitzen
auf 80 °C kam es bei Proben mit pH-Werten von 4 und darunter zu einer deutlichen
Verbreiterung des Hauptphaseniiberganges bei erhohter Phaseniibergangstemperatur
und zu zunehmender Asymmetrie des Phaseniiberganges. Proben bei neutralem sowie
basischem pH-Wert zeigten dagegen auch nach Erhitzen auf 80 °C reproduzierbares
Phasenverhalten. Das deutet darauf hin, dass es bei sauren pH-Werten bei Temperaturen

von iiber 40 °C zu irreversibler Lipidhydrolyse kommen kann.
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5.3  Festkorper-’H-NMR-Analyse

Das Phasenverhalten von DMPG/DMPC-Doppelschichten wurde durch Festkorper-H-
NMR umfassender untersucht. Dazu wurden “H-NMR-Spektren von Proben aus
DMPC/DMPCys54/DMPG 2,7:0,3:1 (mol/mol/mol), mit und ohne PGLa aufgenommen.
Die Linienformen von 2H—NMR—Spektren deuterierter Acylketten sind sehr empfindlich
gegeniiber molekularen Bewegungen und konnen daher genutzt werden um den Phasen-
zustand von Lipiden zu untersuchen. Deuterierung selbst verschiebt die Phaseniiber-
gangstemperatur leicht, hat jedoch in gemischten Systemen nur geringen Einfluss auf
den Phaseniibergang im Gesamten. Hier wurde eine verdiinnte Isotopenmischung von
9:1 (lH/ZH) verwendet. Protonierte und deuterierte Molekiile sollten ideal mischbar sein
und, wenn iiberhaupt, kann lediglich eine geringe Verbreiterung des endothermen Uber-
ganges erwartet werden. Unter Beachtung der geringen Temperaturauflosung von 5 °C
im Festkorper-NMR-Experiment, sollten die beobachten Phaseniibergiinge stark denen
der DSC-Ergebnisse dhneln, vorausgesetzt der pH-Wert der Proben stimmt {iberein. In
der Tat wurden in den “H-Experimenten dieselben Beobachtungen gemacht, wie in den
DSC-Experimenten, das bestitigt den Erfolg der pH-Kontrolle bei der
NMR-Probenvorbereitung.

*H-NMR-Spektren orientierter Doppelschichten bei unterschiedlichen pH-Werten wur-
den in Temperaturserien aufgenommen, wie in Abbildung 13 am Beispiel von pH 4
gezeigt. Bei niedrigen Temperaturen zeigten Lipide in der Gelphase grof3e ’H quadrupo-
lare Aufspaltungen von ca. 100 kHz. Diese sind den erstarrten C’H, Segmenten nahe
der Glyceroleinheit zuzuordnen. Unter diesen Bedingungen waren individuelle Signale
schlecht aufgelost. Bei Erhohung der Temperatur traten zuséitzlich Signale der fluiden
Phase auf, die bei dieser Temperatur koexistierten. Bei 35 °C verschwanden die dufleren
Signale vollstindig und die am meisten ausgeprigte Komponente des Spektrums hatte
eine Aufspaltung von ca. 60 kHz. Diese Linienform entspricht einer Doppelschicht in

der Gelphase. Der Phaseniibergang ist also vollstindig abgelaufen.
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Abbildung 13: ‘H-NMR-Spektren frisch hydratisierter orientierter DMPC/DMPG 45/DMPG -
Doppelschichten A: Bei pH 4 in einer Temperaturserie (Aufheizen) in 5 °C Schritten. B: Proben ohne
Peptid bei 25 °C und unterschiedlichen pH-Werten. C: Proben mit PGLa P/L 1:50 bei 25 °C und unter-
schiedlichen pH-Werten. Die dunkelgrau unterlegten Signale entsprechen Lipiden in der Gelphase, die
hellgrau unterlegten Signale entsprechen Lipiden in der fluiden Phase.

Die 2H—NMR—Spektren bei neutralem pH gaben das erwartete Phasenverhalten wieder.
Bei 25 °C befanden sich die peptidfreien Proben in der Mitte des Hauptphaseniibergan-
ges. Es waren Signale von Lipiden in der Gel- und fluiden Phase sichtbar. In der gesam-
ten Serie von pH-Werten verschob sich der Phaseniibergang mit abnehmendem pH zu
hoheren Temperaturen (Abbildung 14), wie bereits in den DSC-Experimenten gezeigt.
Bei pH 10 war der Signalanteil von Lipiden in der Gelphase sehr gering und bei 35 °C
komplett verschwunden. Bei pH 2,6 dagegen waren die Signale der Lipide in der Gel-
phase noch bei 35 °C gut sichtbar. Die Probe ohne Kontrolle des pH-Wertes zeigte, wie
schon in den DSC-Experimenten, eine erhohte Phaseniibergangstemperatur (iiber

25 °C). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass diese Probe recht sauer war.

Die Proben mit PGLa (P/L 1:50) folgten demselben Trend, wie in den DSC-Messungen
(Abbildung 14). Die Temperatur des Hauptphaseniiberganges war im Vergleich zu Pro-

ben ohne Peptid erhoht, was fiir eine Versauerung der Probe durch das Peptid spricht.
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Abbildung  14: °H-NMR-Spektren frisch hydratisierter ~ orientierter DMPC/DMPG ;5/DMPG-
Doppelschichten bei unterschiedlichen pH-Werten in Temperaturserien (Aufheizen) in 10 °C Schritten. A:
Proben ohne Peptid. B: Proben mit PGLa P/L 1:50.

Insgesamt bestitigten die “H-NMR-Messungen die Ergebnisse der DSC-Experimente.
Mit abnehmendem pH-Wert wird der Hauptphaseniibergang breiter (hier zu sehen an
der Koexistenz zweier Phasen liber breitere Temperaturbereiche) und zu hoheren Tem-
peraturen verschoben. Dieser Effekt wird durch den Zusatz des Peptides verstérkt. Da in
den DSC-Messungen mit einem Uberschuss an Puffer gearbeitet wurde und die Ergeb-
nisse der NMR-Messungen dieselben sind, kann davon ausgegangen werden, dass die

Kontrolle des pH-Wertes in den orientierten Doppelschichten erfolgreich war.

5.4  Festkorper->' P-NMR-Analyse

J'P.NMR wird routinemiiBig eingesetzt, um die Qualitit der Orientierung der Phos-
pholipide in Membranproben auf festen Triigern zu iiberpriifen '**'®2. Schmale Signale
bei ca. 20 ppm bis 30 ppm entsprechen gut orientierten Phospholipiden in der lamella-
ren Phase. Ein breiterer Peak nahe -15 ppm zeigt die Anwesenheit unorientierter Berei-

che in der Probe an.
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3'P_.NMR-Spektren wurden bei verschiedenen pH-Werten in Temperaturserien aufge-
zeichnet, wie in Abbildung 15 am Beispiel von pH 4 gezeigt. Diese Probe zeigte eine
gute Orientierung. Obwohl kaum eine Reaktion der Mobilitit der Kopfgruppen auf den
Hauptphaseniibergang der Lipidkette zu erwarten war, wurde hier eine Serie von Spek-
tren bei 25 °C und unterschiedlichen pH-Werten, wie in den 2H—NMR—Experimenten,
verglichen. Die reinen Lipide zeigten kaum Unterschiede, auller einer kleinen Verschie-
bung des DMPG-Signals relativ zu dem von DMPC. In Anwesenheit von PGLa (P/L
1:50) waren jedoch dramatische Effekte zu sehen, die sich der Lipidhydrolyse bei ext-
remen pH-Werten zuschreiben lassen (Abbildung 15 und Abbildung 16). Bei pH 2,6
traten zusatzliche Signale auf, die in der Membran eingebettete Lysolipiden (15 ppm)
und isotropisch mobilen phosphorylierten Spezies (0 ppm) zugeordnet werden kdnnen.
Am anderen Extrem -bei pH 10- lag ein groBer Teil der Probe ungeordnet vor und hatte

seine lamellare Orientierung verloren.
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Abbildung 15: Festkorper-"' P-NMR-Spektren orientierter DMPC/DMPG-Doppelschichten. A: Tempera-
turserie (Aufheizen) bei pH 4 B: Vergleich der Proben bei unterschiedlichen pH-Werten bei 25 °C. C:
dasselbe wie B mit Zusatz von PGLa P/L 1:50. Die Frequenz der isotropen Position ist mit einer gestri-
chelten Linie gekennzeichnet, unorientierte Signale sind mit einem *markiert.

Insgesamt kann das Ausmal} an pH-abhédngiger Hydrolyse wie folgt angeordnet werden
pH 7 = ungepuffert << pH 4 << pH 10 < pH 2,6. Der Effekt wurde in Gegenwart von

hohen Konzentration an PGLa verstarkt.
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Die wichtigste Beobachtung ist jedoch, dass in der Probe ohne pH-Kontrolle weder fiir
reine Lipidproben noch fiir Proben mit PGLa (P/L 1:50) Lipidhydrolyse stattgefunden
hat. Obwohl diese Proben in den DSC- und “H-NMR-Experimenten ein Verhalten ver-
gleichbar mit den sauren Proben gezeigt haben, scheint es zumindest in Bezug auf das

Risiko der Lipidhydrolyse sicher zu sein, sie ohne pH-Kontrolle zu untersuchen.
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Abbildung 16: Festkorper-’' P-NMR-Spektren frisch hydratisierter orientierter DMPC/DMPG-
Doppelschichten bei verschiedenen pH-Werten, gemessen in Temperaturserien (Aufheizen). A: Proben
ohne Peptid. B: Proben mit PGLa P/L 1:50. Die isotrope Frequenz ist durch eine gestrichelte Line ge-

kennzeichnet.

5.5 Festkorper-"F-NMR -Analyse

YF_NMR eines selektiv CF;-markierten PGLa-Analogons wurde benutzt, um pH-
abhiingige Anderungen seines membrangebundenen Verhaltens zu untersuchen. Die
Konformation des Peptides und sein Orientierungsverhalten wurden bereits zuvor aus-
giebig mittels "F-NMR untersucht '*'”°. Daher war es hier mdglich, nur eine Markie-
rung an Position des Isoleucinl3 zu nutzen, um den Orientierungszustand der gesamten

Peptidhelix zu charakterisieren '3 Die Signale des S-, T- oder I-Zustandes, die zuvor in
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Proben ohne pH-Kontrolle charakterisiert wurden, kdnnen anhand der Signalaufspal-
tung des 19F—NMR—Spektrums zugeordnet werden TBLBIDATSISS  Dyer oberflichenge-
bundene S-Zustand ist durch eine grofle dipolare Aufspaltung von ca. +7 kHz tieffeldig
der isotropen Position gekennzeichnet. Der gekippte T-Zustand und der insertierte I-
Zustand ergeben Signale mit einer Aufspaltung von -3 kHz bzw. -4 kHz hochfeldig der
isotropen Position. Die letzteren Signale konnten von unorientierten Anteilen immobili-
sierter Molekiille und von Peptiden in unorientierten Bereichen der Doppelschicht

iiberdeckt werden '%¢.

Abbildung 17 zeigt eine Ubersicht der 19F—NMR—Spektren der peptidhaltigen Proben bei
unterschiedlichen pH-Werten, die in Temperaturserien aufgenommen wurden. Die zu-
vor beschriebene Reorientierung des Peptides, die bei Temperaturen um den Hauptpha-
seniibergang erwartet wird, wurde in der Probe ohne Kontrolle des pH-Wertes gut re-
produziert. Der Ubergang S T (oder I) = S ist gut erkennbar, da sich die NMR-
Signale vom Tieffeld (links der isotropen Position, positive Aufspaltung) zum Hochfeld
(rechts der isotropen Position, kleine negative Aufspaltung) und wieder zuriick ver-
schieben. Die Probe bei pH 7 zeigte dasselbe Verhalten wie die Probe ohne pH-
Kontrolle. Das ist ein sehr wichtiges Ergebnis, zeigt es doch, dass vorherige Analysen
nicht mit pH-anhéngigen Problemen behaftet sind und auch nicht unter schidlicher Ver-

sauerung der Proben litten.

In Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen DSC-, H- und *'P-NMR-
Ergebnissen, hatten die peptidhaltigen Proben ohne Kontrolle des pH-Wertes einen
leicht sauren pH zwischen 7 und 4, aber das schien die biologisch wichtigen Peptid-
Lipid-Wechselwirkungen von PGLa in DMPC/DMPG nicht zu beeinflussen. Tatsidch-
lich hatte das Spektrum der Probe ohne pH-Kontrolle bessere Qualitét als die Probe mit
Puffer bei pH 7, da letzteres Spektrum einen signifikanten unorientierten Anteil zeigte,

was auf schlecht orientierte Membrandoméinen hindeutet.
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Abbildung 17: Festkorper-"’F-NMR-Spektren orientierter DMPC/DMPG-Proben mit selektiv CF-
markiertem PGLa P/L 1:50. Die Proben wurden bei unterschiedlichen pH-Werten in Temperaturserien
(Aufheizen) aufgenommen. Die isotrope Frequenz ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet, unori-
enierte Signale sind mit einem *markiert.

In allen Proben mit pH-Kontrolle, auler bei pH 7, verhielt sich PGLa unvorhersehbar
und uncharakteristisch. Unter sauren Bedingungen bei pH 4 und 2,6 ergab es ein isotro-
pes Signal, wenn die Temperatur unter Ty, gesenkt wurde. Das Peptid konnte in diesem
Fall entweder aus den Lipidschichten ausgeschlossen oder getrennt in einer isotropen
Lipidphase vorliegen. Ein solches ungebundenes/ungefaltetes Verhalten wurde fiir
PGLa noch nie dokumentiert. Auch die 19F—Spektren bei pH 10 mit einer konstanten
Aufspaltung von ca. -2 kHz bei allen Temperaturen wichen stark von allen bisherigen
Ergebnissen ab. Diese Aufspaltung ist mit keiner bekannten Orientierung von PGLa
vereinbar und muss daher einen neuen unbekannten strukturellen Zustand wiedergeben.
Um diesen genauer charakterisieren zu konnen wiren Messungen an mindestens vier

individuell markierten Peptiden notwendig.

Beim Durchgang durch den Hauptphaseniibergang zeigten die meisten Spektren eine
deutliche Anderung ihrer spektralen Linienform. So ist es moglich Ty, dieser peptidhal-
tigen Proben ungefihr abzuschétzen. Im Vergleich zum Phaseniibergang der reinen Lip-
ide, war T,, bei Anwesenheit von PGLa in den YF_.NMR-Serien bei neutralem pH um
5°C-10 °C erhoht. Das zeigt in voller Ubereinstimmung mit den DSC- und “H-
Experimenten, einen klaren Trend zur Erhohung der Phaseniibergangstemperatur mit

sinkendem pH-Wert.
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5.6 Rolle des pH-Wertes bei Peptid-Lipid-Wechselwirkungen
in orientierten Proben

Biophysikalische Experimente an makroskopisch orientierten, multilamellaren Memb-
ransystemen werden in der Regel ohne pH-Kontrolle und ohne genaue Kenntnis des
pH-Wertes der Probe durchgefiihrt '*8¢-%101.102.116.120.126-129.173.175.180-199 * pH_induzierte
Effekte konnen jedoch sowohl die Lipide *7'*° als auch das Peptid '*'****?°7 beeinflus-
sen. Es ist tatsdchlich schwierig, den pH-Wert in gestapelten Multidoppelschichten auf
festem Triager zu kontrollieren, da diese Proben fiir gewohnlich iiber die Dampfphase
einer gesittigten Salz-Losung mit 96 % Feuchtigkeit hydratisiert werden. Anders als
Liposomen oder Bizellen, bei denen die pH-Kontrolle eine Standardprozedur ist, besit-
zen diese Proben kein iiberschiissiges Wasser. In dieser Arbeit wurde gezeigt, wie es
dennoch moglich ist, den pH-Wert einer orientierten Festkdrper-NMR-Probe auf einem
Glastriager zu kontrollieren. Zuerst musste sichergestellt werden, dass die Pufferkapazi-
tit in den orientierten NMR-Proben ausreicht, um den pH-Wert konstant zu halten. Da-
her wurde das Lipidphasenverhalten von zwei Arten von Proben verglichen: multila-
mellare Vesikel in einem Uberschuss an Puffer fiir DSC-Experimente und orientierte
Doppelschichten auf einem festem Triger fiir Festkorper-NMR-Experimente. Das Lip-
idphasenverhalten war in beiden Arten von Experimenten vollstindig tibereinstimmend.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass durch das hier vorgestellte Protokoll
der gewiinschte pH-Wert tatséchlich auch in den NMR-Proben eingestellt und beibehal-

ten werden kann.

Allerdings gibt es bei Gebrauch von Puffer in NMR-Experimenten einige technische
Herausforderungen. Aufgrund der hohen Ionenstirke werden nicht nur Hardwareeinstel-
lungen erschwert, auch das Austrockenen der Probe durch Radiofrequenz-induzierte
Erwidrmung kommt mehr zum Tragen als in Proben ohne Puffer 28 " Austrocknen kann
zu ausgeprigten Verdnderungen in der Probe fiithren, da Dehydratisierung von Lipiden
im Allgemein zu einem Anstieg ihrer Phaseniibergangstemperatur fiihrt **. Dieser
wohlbekannte Effekt ist von der GroBenordnung her vergleichbar mit dem, der hier fiir
die Versauerung von DMPC/DMPG beobachtet wurde und beide Phinomene konnen zu
einer Fehlinterpretation von Daten fithren. Zum Beispiel konnte hier die Aufnahme ei-
ner Temperaturserie von 15 °C bis 55 °C (in *'P, H oder '’F-NMR) den Hydratations-
grad einer Probe merklich verringern. Als eine Konsequenz wurden alle Ereignisse, die

mit T, in Zusammenhang stehen (z.B. der Gel-fluid Phaseniibergang im
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2H—NMR—Experiment oder die Peptid-Reorientierung im PE.NMR Experiment) um
5 °C-10 °C verschoben, wenn eine Probe ohne Rehydratisierung in einer nachfolgenden
(zweiten) Temperaturserie gemessen wurde. Das bedeutet, dass eine Temperaturserie
von ca. 6 Stunden (wie z.B. eine 3'P_NMR-Serie iiber 6 Temperaturen) bereits ausreicht,
um eine Austrocknung der Probe zu verursachen. Rehydratisierung der Proben zwi-
schen den Messungen kann dem ein Stiick weit entgegen wirken, jedoch miissen dazu
die Membranstapel aus der schiitzenden Folie ausgepackt werden und dadurch kann die
Qualitdt der Orientierung verschlechtert werden. Die beste Vorkehrung ist, nur frisch
vorbereitete Proben direkt aus der Hydratationskammer zu verwenden, wie es fiir alle
hier gezeigten ’H-, *'P- und "F-NMR-Daten gemacht wurde. Beachtenswert ist, dass im
Falle der Verwendung von Peptiden mit "N- oder '*C-Markierung die Spektren-
Aufnahme einige Stunden bis hin zu mehreren Tagen pro Spektrum bendtigt und hier

noch schwerwiegendere Probleme mit der Probenaustrocknung zu erwarten sind.

Nachdem geeignete Pufferbedingungen gefunden worden waren, wurde der Effekt des
pH-Wertes auf die homogene Lipidmischung DMPC/DMPG mittels DSC und *H-NMR
systematisch verglichen. DSC zeigte einen stetigen Anstieg der Hauptphaseniibergangs-
temperatur bei sinkendem pH-Wert, dieselben Veridnderungen wurden auch in ’H-
NMR-Experimenten gesehen. Die reinen Lipidproben ohne pH-Wert Kontrolle verhiel-
ten sich als sei ihr pH nahe 4, doch diese intrinsische Sidure konnte durch die Pufferka-
pazitit in den gepufferten Proben erfolgreich ausgeglichen werden. Bemerkenswerter
Weise war das Temperaturmaximum fiir den Phaseniibergang von Gel- zu fluider Phase
in der ungepufferten Probe im DSC-Experiment erheblich hoher (34 °C anstatt 24 °C)
und der Temperaturbereich des Uberganges deutlich breiter (ca. 10 °C) als fiir DMPC
und DMPG unter neutralen Pufferbedingungen iiblicherweise angenommen wird. Das
anionische DMPG (wie auch andere Phosphatidylglycerole) weist bei niedriger Ionen-
stirke bekanntermafen ein komplexes Phasenverhalten auf. Der Ubergang in die fluide
Phase war erst iiber 37 °C vollstindig abgelaufen, was bedeutet, dass eine ungepufferte
Probe, die zwischen 25 °C und 35 °C gemessen wird immer noch vom Phaseniiber-

gangsprozess beeinflusst werden konnte.

3'P_.NMR wurde genutzt um die Lipidkopfgruppen zu untersuchen und so Lipidhydroly-
se und die Qualitit der Orientierung der Probe zu kontrollieren. Zusitzlich zum beach-
tenswerten Einfluss des pH-Wertes auf das Lipidphasenverhalten wurde unter sauren
und basischen Bedingungen ausgeprigte Lipidhydrolyse beobachtet. Nicht nur im

31P—NMR—Experiment konnten  Signale fiir Lysolipide gefunden werden,



5 Der Einfluss des pH-Wertes auf Peptid-Lipid-Wechselwirkungen 61

auch das 2H—Spektrum zeigte mehr Peaks als erwartet. Gliicklicherweise litt die Probe
ohne pH-Kontrolle nicht unter Lipidhydrolyse, genauso wie frisch vorbereitete Proben

mit pH 4.

Bei Zugabe von PGLa zur DMPC/DMPG-Matrix blieb das vorherrschende Phasenver-
halten der Lipide erhalten, aber die absoluten Phaseniibergangstemperaturen und Peak-
breiten neigten dazu weiter anzusteigen, wie durch DSC- und 2H—NMR—Experimente
gezeigt wurde. Bei niedriger Peptidkonzentration (P/L 1:200) zeigte das DSC-
Thermogramm bei pH 7 einen Hauptphaseniibergang mit zwei Komponenten. Dieser
Effekt wurde fiir PGLa bereits beschrieben. Er konnte der Bildung peptidreicher und

. o 210212
peptidarmer Doménen

oder der lateralen Phasentrennung von DMPC und DMPG
basierend auf der Interaktion des kationischen PGLa mit DMPG "**'*° zugeschrieben
werden. Bei hohen Peptidkonzentrationen (P/L 1:50) ergab das Thermogramm nur ei-
nen Peak fiir den Hauptphaseniibergang, der der Komponente hoherer Temperatur bei
den peptidarmen Proben entsprach. Diese Beobachtung unterstiitzt die Interpretation als

peptidreiche und peptidfreie Membrandominen.

Das strukturelle Verhalten von PGLa selbst in der Membran wurde durch ""F-NMR
untersucht. Hierzu wurde ein Peptid-Analogon mit einer spezifischen CF;-markierten
Seitenkette verwendet In fritheren Arbeiten waren drei verschiedene Orientierungszu-
stande der amphiphilen Helix in orientierten DMPC/DMPG-Proben ohne pH-Kontrolle
identifiziert worden. Demnach orientiert sich PGLa anhéngig von Konzentration, Tem-
peratur, Anwesenheit anderer Peptide etc. von einem oberflichengebundenen S-Zustand
zu einem gekippten T-Zustand und einem insertierten I-Zustand 7871281217317 = Ay f
diesen strukturellen Verdnderungen beruht die Vorstellung seiner antimikrobiellen Wir-
kung: Bildung von Dimeren und Transmembranporen. Eine wichtige Erkenntnis dieser
Arbeit ist, dass dieselbe Reorientierung bei einem pH-Wert von 7 wiedergefunden wur-
de. Dies bestitigt, dass Ergebnisse aus fritheren Experimenten trotz fehlender pH-
Kontrolle, giiltig und auch unter physiologischen Bedingungen relevant sind. Diese Er-
kenntnis ist zwar beruhigend, doch die dramatischen Effekte, die unter basischen oder
sauren Bedingungen beobachtet wurden, mahnen zur Vorsicht. Bei pH 4 und 2,6 war
PGLa in Membranen in der fluiden Phase noch erwartungsgemifl im S-Zustand orien-
tiert, aber in der Gelphase wurde es von den Doppelschichten ausgeschlossen und ergab
ein isotropes Signal wie ein ungebundenes und moglicherweise ungefaltetes Molekiil.
Unter Annahme einer elektrostatischen AbstoBung des kationischen Peptides von einer

protonierten, geladenen Lipiddoppelschicht, ist diese Erkldrung durchaus plausibel.
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Bei pH 10 auf der anderen Seite nahm das Peptid eine vollig unbekannte Struktur an.
Diese konnte nicht ndher bestimmt werden, da hier nur Messungen an einem CF;-
markierten Peptid durchgefiihrt wurden. Zur Berechnung einer Peptidorientierung sind
aber Daten von mindestens vier individuell markierten Peptiden notig. Die Linienform
des Spektrums blieb bei allen Temperaturen unverdndert, wurde also nicht durch den
Lipidphaseniibergang beeinflusst. Unter diesen Bedingungen verlor PGLa offenbar sei-
nen kationischen Charakter, da die Lysin Seitenkette einen pka = 10,3 hat. Aus den hier
vorgestellten Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die ungepufferte PGLa-Probe
deutlich sauer war und wohl gerade an der Grenze eines zuldssigen pH-Bereichs in dem
ein Experiment und seine Interpretation noch sinnvoll sind. Dieselbe Situation trifft
wohl auf die meisten anderen kationischen Peptide zu, die Gegenstand einer groBen

Anzahl von biophysikalischen Studien an orientierten Proben waren.

Ausgehend von den Daten iiber PGLa ist es wichtig zu begreifen, dass eine Probe ohne
pH-Kontrolle nur als ,,sicher betrachtet werden kann, wenn das Peptid selbst nicht zu
viele saure Gruppen enthidlt. PGLa ist ein vollstindig kationisches Peptid und behilt
auch im sauren Bereich seine positive Ladung. Es trigt von der HPLC lediglich negati-
ve Gegenionen, wirkt aber selbst nicht als Puffer, wenn es in Wasser ohne pH-Kontrolle
gelost wird. Einen Carboxylgruppe wie Asparagin- oder Glutamin-Seitenketten oder ein
freier C-Terminus werden nach der HPLC protoniert und kénnen diese Protonen in
wissriger Losung wieder abgeben. Anionische Peptide konnen so selbst als Puffer wir-
ken und werden so jede Membranprobe ohne pH-Kontrolle stark versauern. Es ist ein
trivialer aber wichtiger Riickschluss, dass in ungepufferten Systemen das Risiko unge-
wollter pH-Effekte fiir an sich saure Peptide viel groBler ist als hier fiir PGLa. Der pH-
Wert solcher Proben sollte daher trotz hoheren Aufwandes bei der Probenvorbereitung

kontrolliert werden.
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6  Festkorper-NMR-Studien an antimikrobiellen
Peptiden in nativen Membranen

6.1  Mykolsduren als Membran fiir Festkorper-NMR

Orientierte Schichten aus Mykolsduren wiren ein interessantes Membranmodell fiir
Festkorper-NMR-Studien an AMP. Es wurde daher in dieser Arbeit versucht, Mykol-
sduren als orientierte Membranprobe zu verwenden. Die Proben wurden wie in 4.3.1
beschrieben vorbereitet. Als Peptide wurden PGLa sowie KIGAKI verwendet. Diese
Peptide wurden ausgewéhlt, weil sie eine unterschiedliche Struktur und Wirkungsweise
haben. Zudem sind beide bereits gut in Modellmembranen charakterisiert und es ist je-
weils ein CFs;-markiertes Peptid-Analogon ausreichend, um Riickschliisse auf die Orien-

tierung des gesamten Peptides ziehen zu konnen.

PGLa mit einer CFs;-Markierung an Position 13 kann verwendet werden um das Orien-
tierungsverhalten des Peptides zu beschreiben '>'*%1217183 (jehe auch Abschnitt 5.5).
Fir PGLa wird eine temperaturabhiingige Umorientierung von S- zu T- zu I-Zustand
erwartet. Der oberflichengebundene S-Zustand ist durch eine groBe dipolare Aufspal-
tung von ca. +7 kHz tieffeldig der isotropen Position gekennzeichnet. Der gekippte T-
Zustand und der insertierte I-Zustand ergeben Signale mit einer Aufspaltung von -3 kHz
bzw. -4 kHz hochfeldig der isotropen Position. Daher wurden fiir PGLa Messungen
einer Temperaturserie in Mykolsiduren durchgefiihrt (Abbildung 18).

Bei KIGAKI zeigen alle CFs-markierten Peptid-Analoga in Modellmembranen, in Kon-
zentrationen > 1:200 dieselbe Aufspaltung von ca. +15 kHz, das Peptid liegt als oberfla-
chengebundenes oligomeres B-Faltblatt vor. Daher ist es auch hier ausreichend nur ein
markiertes Peptid zu betrachten, um eine Aussage iiber die Orientierung des gesamten

Peptides treffen zu konnen.

Da Mykolsduren keine Phosphatgruppe enthalten, konnte ihre Orientierung nicht mittels
3'P.NMR bestimmt werden. Die Experimente wurden daher ohne Kenntnis der Orien-

tierung der Proben durchgefiihrt.
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Abbildung 18: Festkorper-'*F-NMR-Spektren von PGLa in Mykolsciuren im Verhdlmis = 1:20 (mol/mol).

I

Die Messung wurde in einer Temperaturserie (Aufheizen) durchgefiihrt.

PGLa zeigte in einer Temperaturserie von 15 °C bis 65 °C stets nur ein Signal ohne
sichtbare Aufspaltung (Abbildung 18). Die chemische Verschiebung des Signals ent-
sprach der isotropen Position. Allerdings war das Signal breiter als fiir ein ungebunde-

nes frei rotierendes Peptid zu erwarten.

Auch die fiir KIGAKI erwartete Signalaufspaltung wurde nicht beobachtet. Es ergab
sich ein isotropes Signal sowie ein Signaltriplett mit einer Aufspaltung von -7,5 kHz
(Abbildung 19). Um zu iiberpriifen, ob es sich dabei um ein Signal unorientierter Pepti-
de handelt, wurde zusitzlich die 90° Orientierung gemessen. Dieses Spektrum zeigte
die gleichen Signale. Das Peptid liegt also in Mpykolsduren unorientiert aber

immobilisiert vor.
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Abbildung 19: Festkirper-"’F-NMR-Spektren von KIGAKI in Mykolsiuren im Verhilmis =~ 1:20
(mol/mol) bei 90° und 0° Orientierung der Probe. Die Messungen wurden bei 15 °C durchgefiihrt.

6.2 Temporin A in Erythrozyten- und M. luteus-Membranen

Fiir das o-helikale AMP TempA wurde mittels Festkorper-'’F-NMR in Modellmembra-
nen eine gekippte Orientierung (T-Zustand) der Peptidhelix gefunden *. Diese Orientie-
rung ist weitgehend unabhéngig von Peptidkonzentration und den Eigenschaften der
Lipiddoppelschicht (Ladung, Dicke, Sittigung der Seitenketten, Kriimmung), lediglich
bei T < Ty, konnte in DMPC-Doppelschichten eine Umorientierung zum oberflichenge-
bundenen S-Zustand beobachtet werden. Hier sollte nun gepriift werden, ob sich das
Peptid in Erythrozyten- und M. [uteus-Membranen in einem T-Zustand oder

S-Zustand anordnet.

Zur Kontrolle der Orientierung der Proben wurden *'P-NMR-Spektren aufgenommen.
Die Spektren von Erythrozytenmembranen zeigten einen hohen Anteil orientierter
Lipide (Abbildung 20). Getrennte Signale einzelner Phospholipidtypen waren nicht
aufgelost, wie es fiir eine komplexe Mischung zu erwarten ist. Eine kleine isotrope
Komponente variierender Intensitidt wurde in verschiedenen frisch vorbereiteten Proben
beobachtet. Hierbei konnte es sich um einen kleinen Anteil Lipide handeln, die sich
nicht in Doppelschichten befinden. Es konnte sich z.B. um Mizellen oder kubische Pha-
sen handeln. Diese Signale erwiesen sich als niitzlich als interne Referenz oder um den
Hydratationsstatus der Proben zu beobachten. Bei frisch hydratisierten Proben waren sie
scharf und schmal, durch Austrocken der Proben nahmen sie ab oder verschwanden.
Nach Rehydratisierung der Probe konnten sie wieder hergestellt werden. Die Zugabe
von 'F-markierten TempA-Analoga idnderte nichts am Erscheinen des 3'P_NMR-

Spektrums bei einem P/L =1:20 (bestimmt nach 4.3.7).
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Abbildung 20: °'P-NMR-Spektren von Erythrozyten- und M. luteus-Membranen. Die Kontrolle ohne
Peptid zeigt die Qualitit der jeweiligen Membranpriparation. Zugabe von TempA zur entsprechenden
Membranprobe dndert die Orientierung der Lipide nicht.

Ahnlich wie Erythrozytenmembranen konnten auch bakterielle Protoplasten auf Glas-
trigern orientiert werden. Auch hier waren die Signale der einzelnen Phospholipide im
3'P_.NMR-Spektrum nicht aufgeldst und isotrope Signale geringer Intensitit waren vor-
handen (Abbildung 20). Die Linien im NMR-Spektrum der orientierten Protoplasten-
membranen waren breiter, als bei orientierten Erythrozytenmembranen. Dieser groB3ere
Mosaik-Spread konnte eine Auswirkung des hoheren Proteinanteils in der M. luteus-
Membranen sein. Auch im Falle von bakteriellen Protoplasten beeinflusst die Zugabe

des Peptides die Orientierung nicht.

Es wurden acht verschiedene '’F-markierte Analoga von TempA in einem Peptid zu
Lipidverhiltnis von ca. 1:20 gemessen (Abbildung 21). Alle Proben zeigten in Erythro-
zyten erheblichen Pulveranteil. Die Linien waren sehr breit, bei einem geringen Signal-
Rausch-Verhiltnis. Eine dhnlich schlechte Auflosung hatten zuvor Peptide in Membra-

nen in der Gelphase bei T < T, gezeigt 8,

Interessanterweise zeigte das Peptid mit der CF;-Markierung anstelle von Valin8 ein
sehr gut aufgelostes Signal und kaum unorientierten Anteil. Dies konnte auch in mehr-
facher Wiederholung der Messung, mit jeweils frisch hergestellten Proben, reproduziert
werden. Wihrend die Signalauflosung in den anderen Proben auch durch Wiederholun-
gen und Variation des Peptid zu Lipid Verhiltnisses nicht verbessert werden konnte.
Tabelle 5 listet die gefundenen Signalaufspaltungen im Vergleich zu den im DMPC-
und DMPC/DMPG-Doppelschichten gefundenen auf.
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Abbildung 21: ’F-NMR-Spektren CF3-Bpg markierter TempA-Analoga in Erythrozyten- und M. luteus-
Membranen bei T =45 °C. Neben den angegebenen Signalaufspaltungen enthielten die Spektren in

Erythrozyten einen ausgeprdgten Pulveranteil (markiert mit *).

Die '""F-NMR-Spektren von TempA in M. luteus-Membranen waren allgemein schlech-
ter aufgelost und hatten breitere Linien, als die in Erythrozytenmembranen. Die Signale
des unorientierten Anteils waren jedoch weniger stark ausgeprigt. Wiederrum zeigte

TempA-V8 ein besonders gut aufgelostes Spektrum. Die Signale hatten in den meisten



6 Festkorper-NMR-Studien an antimikrobiellen Peptiden in nativen Membranen

68

Fillen eine vergleichbare Aufspaltung wie in Erythrozytenmembranen. Lediglich Tem-
pA-L2 hatte eine Signalaufspaltung von ca. 7,5 ppm, welche in Erythrozyten nicht zu

erkennen war. Diese Aufspaltung dhnelt der in Modellmembranen.

Im Allgemeinen geben die Messungen in nativen Membranen die erwartete Orientie-
rung von TempA wieder (Tabelle 5). Es liegt in einem gekippten Neigungswinkel in der

Membran vor, wie es bereits zuvor auch in Modellmembranen gefunden wurde 8

Tabelle 5: Dipolare Kopplungen der CF;-markierten TempA-Analoga in Erythrozyten- und M. luteus
Membranen im Vergleich zu Modellmembranen aus DMPC und DMPC/DMPG ¥ P/L = 1/20

Peptid Dipolare Kopplung [kHz] + 1
Erythrozyten M. luteus DMPC DMPC/DMPG

TempA-F1 5,0 5,0 6,4 -
TempA-L2 0 7.5 8,9 -
TempA-L4 7,5 7,5 0 2,2
TempA-IS 5,0 6,0 52 54
Tempa-V8 7,1 8,0 6,5 6,1
TempA-L9 0 0 0 2,0
TempA-112 10,0 10,0 10,0 -
TempA-L13 3,0 3,0 2,0 -

6.3 KIGAKI in Erythrozyten- und M. luteus-Membranen

Das antimikrobielle Peptid KIGAKI wurde bereits mittels Festkorper-'’E-NMR in ori-

entierten, synthetischen Lipiddoppelschichten charakterisiert °>'*°

. Bei niedrigen Pep-
tidkonzentrationen ist es als Monomer an die Membranoberfldche gebunden. Dort bildet
es flexible B-Stringe, die in der zweidimensionalen Ebene der Lipiddoppelschicht um-
herschwimmen. Bei hoherer Peptidkonzentration wird KIGAKI in Form von oligome-
ren B-Faltblittern immobilisiert. Hier sollte dieses Verhalten auch in nativen Membra-
nen bestitigt werden. Dazu wurden orientierte Proben von fiinf verschiedenen CF;-Bpg

markierten KIGAKI-Analoga in Erythrozyten- und M. luteus-Membranen mit
P/L = 1:20 vorbereitet.
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Zur Kontrolle der Lipidorientierung wurden °'P-NMR-Spektren aufgenommen
(Abbildung 22). Das Aussehen der Spektren entsprach im Wesentlichen dem bereits in
6.2 beschriebenen. Sowohl Erythrozyten- als auch M. luteus-Membranen waren gut
orientiert mit einem kleinen isotropen Signal. Die Zugabe von KIGAKI inderte nichts

an der Orientierung.

Erythrozytenmembranen M. luteus Membranen

+KIGAKI [\ ! + KIGAKI :
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Abbildung 22: °'P-NMR-Spektren von Erythrozyten- und M. luteus-Membranen. Die Kontrolle ohne
Peptid zeigt die Qualitdt der jeweiligen Membranprdparation. Zugabe von KIGAKI zur entsprechenden
Membranprobe dndert die Orientierung der Lipide nicht.

Die 19F—NMR—Spektren der verschiedenen CF;-Bpg-markierten KIGAKI-Analoga sind
in Abbildung 23 zusammengefasst. Die Linienform war breiter und weniger gut aufge-
l6st als in Modellmembranen. Alle Spektren zeigten grundsitzlich dieselben Linienfor-
men, wie fiir ein Peptid mit B-Faltblatt Struktur zu erwarten ist. Dariiber hinaus wiesen
alle eine Signalaufspaltung um +14 kHz-15 kHz auf. KIGAKI bildet demnach in allen
Proben immobilisierte B-Faltblattstrukturen aus, die flach an der Membran angeordnet
sind. Eine zusitzliche Signalgruppe bei ca. 100 ppm mit einer Aufspaltung
von -7,5 kHz, die fiir M. luteus-Membranen stirker ausgepridgt war, deutet auf einen
erheblichen Anteil unorientierter Peptidaggregate hin. Wie aus fritheren Experimenten
bereits bekannt, sind bakterielle Protoplasten weniger homogen und es ist wesentlich
schwieriger, aus ihnen orientierte Proben vorzubereiten als aus Erythrozyten und syn-
thetischen Modellmembranen. Die 31P—NMR—Spektren zeigten fiir bakterielle Protoplas-
ten stets einen deutlichen Anteil an unorientierten bzw. isotropisch mobilen Lipiden.
Die Peptidaggregate sind daher nicht darauf beschrinkt, in der Membranebene zu lie-
gen. Insgesamt konnte hier die erwartete Aggregation von KIGAKI in hohen Peptid-

konzentrationen auch in Gegenwart von nativen Membranen bestitigt werden.
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Abbildung 23: Festkorper-19F-NMR-Spektren CF3-Bpg markierter KIGAKI-Analoga in orientierten
Erythrozytenmembranen P/L = 1:20 und in orientierten Protoplastmembranen von M. luteus P/L = 1:20.
Alle Spektren wurden bei 45 °C aufgenommen. Es ist die wichtige Signalaufspaltung von ca. 15 kHz tief-
feldig der isotropen Position (gestrichelte Line) angezeigt. Der unorientierte Anteil mit einer Aufspaltung
von ca. -7,5 kHz ist mit einem * markiert.

6.4 BPI100 in Erythrozyten- und M. luteus-Membranen

Das kurze o-helikale AMP BP100 hat in Modellmembranen eine hohe Mobilitit und
nimmt konzentrationsunabhingig einen oberflichengebundenen Zustand an . In dieser
Arbeit wurde die Orientierung von BP100 in Erythrozyten- und M. luteus-Membranen
anhand sechs verschiedener CFs-markierter Analoga mittels Festkorper-'’F-NMR be-

stimmt.

3 1P—NMR—Spektren zur Kontrolle der Lipidorientierung zeigten eine gute Orientierung
der Erythrozytenmembranen mit kaum unorientierten oder isotropen Signalanteilen
(Abbildung 24). Wie schon in vorherigen Experimenten sind die Signale im Falle von
M. luteus-Proben breiter und weniger gut orientiert. In beiden Féllen beeinflusst Zugabe

von BP100 die Orientierung nicht.
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Abbildung 24: °'P-NMR-Spektren von Erythrozyten- und M. luteus-Membranen. Die Kontrolle ohne
Peptid zeigt die Qualitit der jeweiligen Membranprdparation. Zugabe von BP100 zur entsprechenden
Membranprobe dndert die Orientierung der Lipide nicht.

19F—NMR—Spektren in Erythrozytenmembranen zeigten sehr gut aufgeloste Signale, die
nur wenig breiter waren als in Modellmembranen. Es waren kaum Signale, die auf un-

orientierte Peptide hindeuten, vorhanden (Abbildung 25).

Auch in M. luteus-Membranen waren die Signale gut aufgelost. Die ermittelten Sig-
nalaufspaltungen sind in Tabelle 6 zusammen gefasst. Insgesamt sind die Werte sehr gut
mit denen in DMPC/DMPG-Modellmembranen vergleichbar. Die Orientierung des Pep-

tides unterscheidet sich in nativen Membranen nicht von der in Modellmembranen.
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Abbildung 25: Festkirper-'’F-NMR-Spektren von CF3-Bpg-markierten BP100-Analoga in orientierten
Erythrozytenmembranen P/L = 1:20 und in orientierten Protoplastmembranen von M. luteus P/L = 1:20.
Alle Spektren wurden bei 45 °C aufgenommen.

Tabelle 6: Dipolare Kopplungen der CFz;-markierten BP100-Analoga in Erythrozyten- und M. luteus-
Membranen P/L = 1/20 im Vergleich zu Modellmembranen aus DMPC/DMPG P/L =~ 1:100 %

Peptid Dipolare Kopplung [kHz] + 1
Erythrozyten M. luteus DMPC/DMPG
L3-CF;-L-Bpg 6,9 6,6 5,1
F4-CF;-L-Bpg 0,0 0,0 1.0
17-CF;-L-Bpg 9,1 9,2 82
L8-CF;-L-Bpg -4,0 -6,0 -5,2
Y10-CF;-L-Bpg 3,0 3,7 32

L11- CF;-L-Bpg 7.1 8,4 6,5




6 Festkorper-NMR-Studien an antimikrobiellen Peptiden in nativen Membranen 73

6.5 '>N-NMR in nativen Membranen

Anhand der Peptide TempA, KIGAKI und BP100 in Erythrozyten- und M. luteus-
Membranen konnte gezeigt werden, dass sich Festk('jrper—lgF—NMR hervorragend eig-
net, um AMP in nativen Membranen zu untersuchen. Hier sollte nun am Beispiel des
cyclischen B-Faltblattes GS gezeigt werden, ob Experimente dieser Art auch mit N-
NMR durchfiihrbar sind. '’N-Markierung hat gegeniiber '’F-Markierung den Vorteil,
dass keine unnatiirliche Aminoséure ins Peptid eingebracht werden muss und somit kei-
ne Anderungen der Peptidstruktur hervorgerufen werden konnen. Allerdings ist die
NMR-Sensitivitit des '“N-Kerns (y=-27,107%10° T's') geringer, als von
PF (y=251,66710° T"'s™") 2'* und es wird aufgrund des natiirlichen Vorkommens ein

Hintergrund in biologischen Proben erwartet.

Uniform '"N- markiertes GS wurde biosynthetisch durch Fermentation von A. migula-
nus in GATF-Medium erzeugt und wie in 4.6.4 beschrieben, aus der Zellkultur extra-
hiert. Das Peptid wurde mittels HPLC aufgereinigt. MALDI-TOF zeigte, dass die Mar-

kierung zu 100 % erfolgreich war.

Proben von N-markiertem GS in Erythrozytenmembranen wurden analog denen mit
YF-markierten Peptiden hergestellt (siche 4.3.8). Aufgrund der erwarteten geringen
Signalintensitdt, wurde P/L = 1:10 gewihlt. Zusitzlich wurde eine Probe von GS in
DLPC-Membranen mit P/L = 1:40 hergestellt. Diese wurde bendtigt, um die Messpara-
meter fiir die Erythrozytenprobe zu ermitteln. Auerdem sollte sie als Vergleich dienen,
da noch keine entsprechenden Spektren von uniform ’N-markiertem GS vorhanden

waren.

3p 15N

Erythrozytenmembranen

3 W M
DLPC-Membranen k MMWMAMWM

60 40 20 0 -20 -40 -60 200 150 100 50 0
[ppm] [ppm]

Abbildung 26: Links: *' P-NMR-Spektren von Erythrozyten und DLPC-Membranen mit GS. P/L = 1:10 fiir
Erythrozyten und P/L =~ 1:40 fiir DLPC. Rechts: Entsprechende "N-NMR-Spektren von uniform °N-
markiertem GS in Erythrozyten und DLPC-Membranen.
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31P—NMR—Spektren zeigten eine sehr gute Orientierung fiir DLPC-Membranen
(Abbildung 26). Im Falle von Erythrozytenmembranen waren die Signale erwartungs-

gemal breiter und es war ein deutliches isotropes Signal vorhanden.

"N-NMR-Spektren von uniform-markiertem GS in DLPC-Membranen zeigten eine
sehr gute Auflosung aller zu erwartenden Signale (Abbildung 26). Im Vergleich dazu
waren einzelne Signale in Erythrozytenmembranen nicht aufgel6st. Nur ein Signal mit
einer chemischen Verschiebung von ca. 30 ppm war deutlich erkennbar. Das Signal war
in DLPC-Membranen sowohl bei 0°- als auch bei 90°-Orientierung (Daten nicht ge-
zeigt) an der gleichen Stelle vorhanden. Wahrscheinlich handelt es sich um das Signal
der Ornthin Seitenkette (zum Vergleich: Lysin NH; ca. 33 ppm und gleiches Verhalten
bei 0°- und 90°-Orientierung der Probe) *'*. Eine deutliche Erhebung im Bereich zwi-
schen 80 ppm und 120 ppm entspricht den in DLPC aufgelosten Signalen. Aulerdem
lasst sich ein weiteres Signal mit einer chemischen Verschiebung von ca. 160 ppm er-

ahnen, das ebenfalls dem in DPLC-Membranen gefundenen entspricht.

6.6 Native Membranen fiir Festkorper-NMR

Durch die hohe NMR-Sensitivitit des '°F-Kerns und die Abwesenheit eines natiirlichen
Fluorhintergrunds in biologischen Proben eignet sich PE.NMR sehr gut, um AMP in
nativen Membranen zu untersuchen. Ein beschrinkender Faktor ist die Wahl der Memb-
ranprobe. Aus Erythrozyten- oder M. l[uteus-Membranen lassen sich gut orientierte
Membrandoppelschichten herstellen. Es wire allerdings auch interessant AMP in ande-
ren Membranen wie zum Beispiel von gramnegativen Bakterien, Pflanzen, Pilzen oder

sogar eukaryotischen Organellen zu charakterisieren.

Eine besonders interessante Membran ist die von Mykobakterien wie M. tuberculosis.
Hier sollte die Durchfiihrbarkeit von Festkorper-NMR-Messungen an Mykolsduren un-
tersucht werden. Da Mykolsduren keine Phosphatgruppe enthalten, kann ihre Orientie-
rung nicht durch *'P-NMR ermittelt werden. Hier wurden Proben nach derselben Pro-
benpriparation hergestellt, die sonst fiir orientierte Lipiddoppelschichten verwendet
wird (siehe 4.3.1). Ein Riickschluss auf die Orientierung der Probe sollte durch die Ori-
entierung des Peptids getroffen werden. Daher wurde das gut charakterisierte Peptid
PGLa gewihlt. Das 19F—NMR—Signall von PGLa-A13 unterliegt in DMPC/DMPG-

Membranen einer temperaturabhingigen Umorientierung. Hier wurde jedoch nur ein
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Signal, das der isotropen Position entsprach, beobachtet. Das Signal dhnelt dem, das in
DMPC/DMPG-Proben bei stark saurem oder basischem pH-Wert gefunden wurde
(siehe 5.5). Entweder sind die Mykolsduren unorientiert oder das Peptid ungebunden

und daher frei beweglich. Es wire auch, dass das Peptid nicht a-helikal vorliegt.

Als weiteres Peptid wurde KIGAKI gewihlt, da dieses eine andere Konformation als
PGLa hat und hier ein oberflichengebundener Zustand erwartet wird. Zudem ist die
Signalaufspaltung fiir jede markierte Position gleich, weshalb auch hier die Analyse
eines markierten Analogons ausreicht, um Riickschliisse auf die Orientierung des Pepti-
des zu ziehen. Ein weiterer Vorteil ist eine grole positive Aufspaltung, die nicht von
einem unorientierten Anteil des Spektrums iiberdeckt wird und bei der es unwahrschein-
lich ist, dass Signale sich iiberlagern. KIGAKI zeigte in Mykolsidureproben ein isotropes
Signal und einen Anteil unorientierter Peptide. Auch KIGAKI ordnete sich also nicht
erwartungsgemifl an. Da hier neben dem isotropen Signal auch ein Pulverspektrum
vorhanden ist, bindet das Peptid entweder unorientiert an die Membran oder es liegt in

Form von Aggregaten unterschiedlicher Ausrichtung vor.

Reine Mykolséduren sind schwierig fiir Festkorper-NMR zu handhaben, da wegen der
fehlenden Phosphatgruppe kein Riickschluss auf die Orientierung mit *'P-NMR getrof-
fen werden kann. So ist nicht eindeutig bestimmbar, ob Peptid oder Membran unorien-
tiert vorliegt. Eine Moglichkeit, die Orientierung von Mykolsiduren zu bestimmen wére
C-NMR. Eine Alternative wire die Mischung mit Phospholipiden. Allerdings konnte
es hier zu einer Ausbildung von verschiedenen Bereichen kommen. AMP konnten sich
dann vorwiegend an Phospholipid-reiche Bereiche anlagern. Solche Proben wiirden also

nicht unbedingt die Wechselwirkung von AMP mit Mykolsduren wiedergeben.

Es bietet sich an, fiir weitere Untersuchungen Peptide zu verwenden, von denen eine
antimykobakterielle Wirkung bekannt ist zB. Pandinin "*’. Hier sollte eine Wechselwir-

kung zu beobachten sein.

Im Gegensatz zu mykobakteriellen Membranen sind Membranen von menschlichen
Erythrozyten und grampositiven M. luteus bereits fiir Festkorper-NMR etabliert. Hier
wurde die Membranorientierung der AMP TempA, KIGAKI und BP100 mittels '°F-
NMR in diesen Membranen beschrieben. Mittels *'P-NMR wurde die Orientierung der
Lipide iiberpriift. *'P-NMR-Spektren zeigten fiir Erythrozytenmembranen eine gute
Orientierung und ein isotropes Signal variierender Intensitdt, das auf nicht-lamellare

Lipide hindeutet.
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31P—NMR—Spektren von M. luteus-Membranen hatten breitere Signale, was auf die gro-
Bere Heterogenitit der bakteriellen Membran und die hohere Anzahl von Defektstellen
zuriickzufiihren ist. Keines der hier untersuchten Peptide hatte Einfluss auf die Orientie-

rung der Membranen.

TempA lag in Erythrozytenmembranen teilweise unorientiert vor. Im Wesentlichen
zeigte es aber dieselbe Orientierung, wie bereits zuvor in Modellmembranen beschrie-
ben. In M. luteus-Membranen war der unorientierte Anteil im Vergleich geringer. Dies
konnte daran liegen, dass das in eukaryotischen Membranen vorhandene Cholesterol
das Peptid zum Teil daran hindert sich in der Membran zu orientieren. So ist zum Bei-
spiel von TempL bekannt, dass Sterole seine Interkalation in die Membran
verringern >°. Auch eine Wechselwirkung mit Cholesterol konnte TempA zu hohen
Anteilen unorientierter Peptide fiihren. Die Signale sind in M. [uteus-Membranen all-
gemein breiter und weniger gut aufgeldst. Dies war fiir alle hier untersuchten Peptide
der Fall und ist der schlechteren Orientierung und groBBeren Heterogenitit der M. luteus-
Membranen zuzuschreiben. Im Allgemeinen zeigte TempA aber auch in bakteriellen
Membranen die erwartete gekippte Orientierung. Somit konnte die biologische Rele-
vanz der Orientierung, die in Modellmembranen gefunden wurde, bestétigt werden.

KIGAKI bildet in hohen Konzentrationen (3-Faltblatt-Aggregate auf der Membranober-

fliiche von Modellmembranen '

. Dies konnte hier auch fiir native Membranen bestitigt
werden. Im Gegensatz zu TempA war der unorientierte Anteil hier in bakteriellen
Membranen groer. Die Aggregation des Peptides hat keinen Einfluss auf seine anti-
mikrobielle Aktivitit, aber zur Aggregation neigende Peptide sind stirker hdmolytisch
aktiv *2. Die Aggregation scheint also insbesondere bei der himolytischen Aktivitiit und

somit bei der Bindung an Erythrozytenmembranen eine Rolle zu spielen.

BP100 ergab in nativen Membranen besonders gut aufgeloste Spektren. Das kurze AMP
ist sehr mobil, was zu einer Ausmittelung der Orientierungen und schérferen Signalen
fiihren kann. Auch hier konnten die in Modellmembranen gefundenen Ergebnisse besti-
tigt werden. BP100 ist allerdings ein sehr kurzes Peptid und alle Aminoséuren, die sich
fiir CF;-Bpg-Markierung anbieten, liegen auf einer Seite der Helix. Um eine sichere
Aussage iiber die Peptidorientierung treffen zu konnen, sollten alle Markierungen so
gleichmiBig wie moglich verteilt sein. Fiir amphiphile Peptide, insbesondere solch kur-

ze wie BP100, ist dies meist schwierig.
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Geeignete Markierungen fiir geladene Aminosiduren wiren eine Moglichkeit das zu 16-
sen. Eine weitere Moglichkeit, ist der Vergleich der Ergebnisse aus mehreren Metho-
den. Zur Losung der Orientierung von BP100 in Modellmembranen wurden beispiel-

weise "F-NMR, '"N-NMR und orientierter Zirkulardichroismus herangezogen *°.

In dieser Arbeit sollte gepriift werde, ob sich die Methode der N-NMR fiir NMR-
Studien an AMP in nativen Membranen eignet. Dazu wurde uniform '°N-markiertes GS
verwendet, das sich kostengiinstig iiber Biosynthese herstellen lisst. Ein '"N-NMR-
Spektrum in DLPC-Membranen, das dem Vergleich dienen sollte, zeigte eine sehr gute
Signalauflosung und die erwartete oberflichengebundene Orientierung. In Erythrozy-
tenmembranen waren die Signale nicht aufgeldst und es war nur ein deutliches Signal
mit einer chemischen Verschiebung von ca. 30 ppm zu erkennen, welches der Ornithin
Seitenkette zuzuordnen ist. Lediglich eine Erhebung im selben Bereich, in dem bei der
DLPC-Probe vier Signale zu sehen waren, deutete auf eine mégliche Orientierung des
Peptides hin. Obwohl fiir die Probe mit Erythrozyten die 4fache Peptidmenge verwen-
det und dariiber hinaus linger gemessen wurde, waren kaum aufgel6ste Signale vorhan-
den. Hier kommen klar die Vorteile von '’F-NMR gegeniiber '’N-NMR zum Vorschein.
Die hohere Sensitivitit des Flourkerns und das Fehlen eines Fluorhintergrundes in bio-
logischen Proben ermdglicht eine Analyse von AMP in Biomembranen mit vergleichs-
weise wenig Probe (0,3 mg-0,5 mg fiir Peptide mit einer '°F-Markierung, 1 mg im Falle
von uniform "’N markiertem GS) in kiirzerer Messzeit. So konnte in 7 h eine sehr gute
Signalintensitdt fiir die YF_markierte BP100-Analoga erhalten werden, wihrend

>N-markiertes GS in derselben Zeit kaum Signal ergab.

Unabhiingig von den offenkundigen Nachteilen einer '’N- gegeniiber einer '’F-
Markierung in biologischen Proben, kann die unzureichende Signalauflosung zum Teil
auch auf das GS selbst zuriickgefiihrt werden. So hatte GS schon in friiheren '’F-NMR-
Messungen in nativen Membranen hohe Anteile unorientierter Peptide gezeigt. In einem
Fall wie dem von BP100, das sich in Erythrozyten gut orientiert, konnte N-NMR in
nativen Membranen eine sinnvolle Erginzung sein. Allerdings konnen 'N-NMR-
Messungen in nativen Membranen nur fiir hohe P/L durchgefiihrt werden, da aufgrund
der geringen Empfindlichkeit eine grole Peptidmenge nétig ist. Dies ist nicht nur fiir
>N-NMR, sondern in geringerem Malle auch fiir F-NMR, ein Nachteil von Messun-

gen in nativen Membranen.
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In Modellmembranen kann insbesondere bei 19F—NMR—Messungen das P/L iiber einen
groBen Bereich variiert werden. So ist es mdglich auch sehr kleine P/L wie 1:3000 zu
messen *>*®, Bei Verwendung von nativen Membranen besteht hier eine Einschriinkung.
Das P/L kann entweder durch Verringerung der Peptidmenge oder Erhohung der Lip-
idmenge verkleinert werden. In NMR-Messungen in nativen Membranen kann die Pep-
tidmenge nicht beliebig verringert werden, da aufgrund der groeren Signalbreite eine
gewisse Peptidmenge (> 0,3 mg fiir '’F-markierte Peptide) notig ist, um ausreichend
Signal zu erhalten. Eine Erhohung der Lipidmenge andererseits ist aus praktischen
Griinden nur begrenzt moglich. Um eine NMR-Probe aus nativen Membranen mit P/L
1:20 vorzubereiten werden fiir 0,3 mg Peptid bereits ca. 2-4 ml wissriger Membransup-
ension benotigt. Die Proben werden dadurch sehr dick und passen je nach verwendetem
NMR-Probenkopf nicht mehr in die Spule hinein. Eine Verringerung des P/L, insbeson-
dere durch Verringerung der Peptidmenge hitte aulerdem eine lingere Messzeit zur
Folge. Messzeiten fiir Biomembranproben sind ohnehin schon vergleichsweise lang und

hier besteht die Gefahr, dass die Proben austrocknen.

Neben der ldngeren Messzeit ist auch die Vorbereitung einer NMR-Probe aus nativen
Membranen wesentlich anspruchsvoller als im Falle von Modellmembranen. Insbeson-
dere bei bakteriellen Membranen nimmt die Kultivierung der Bakterien und die Isolati-
on der Membranen mehrere Tage in Anspruch, wéhrend eine entsprechende Modell-

membranprobe innerhalb weniger Stunden vorbereitet werden kann.

Nicht jedes Peptid zeigt in nativen Membranen gut aufgeldste Spektren, so konnten
zwischen den hier untersuchten Peptiden groBe Unterschiede festgestellt werden. Eine
eindeutige Identifizierung der Orientierung eines AMP ist oft schwierig, da die Peptide
gleichzeitig mehrere Orientierungszustinde annehmen. So ist meist ein Vergleich zu

Modellmembranen notwendig, um die Signale zuordnen zu kénnen.

Die hier untersuchten Peptide TempA, KIGAKI und BP100 zeigten keine Unterschiede
in ihrer Orientierung zwischen Modellmembranen, Erythrozytenmembranen oder
M. luteus-Membranen. Dadurch kann bestitigt werden, dass es sich bei den in
Modellmembranen gefundenen Orientierungen tatsdchlich um die biologisch

relevanten handelt.
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Obwohl es sinnvoll und zum Teil notwendig ist, AMP in Modellmembranen zu studie-
ren, um zum Beispiel eine Umorientierung zu zeigen, die von Peptidkonzentration,
Membrankriimmung, Membranladung oder Membrandicke abhingt, bieten NMR-
Messungen in nativen Membranen eine gute Ergidnzung und Bestitigung dieser Expe-

rimente.
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7  Gramicidin S-Granulae

Die Akkumulation des antimikrobiellen Peptids in Aneurinbacillus migulanus in Form
granulidrer Einschlusskorperchen wurde von Frau Dr. Marina Berditsch (Institut fiir
Organische Chemie, Karlsruher Institut fiir Technologie) entdeckt 106 In dieser Arbeit
sollten die Methoden zur Gewinnung dieser Gramicidin S-Granulae (GSG) optimiert
und ihre biologischen FEigenschaften sowie ihre molekulare Zusammensetzung

charakterisiert werden.

7.1  Wachstum und GS Produktion von A. migulanus

A. migulanus differenziert abhingig von den Wachstumsbedingungen in unterschiedli-
che Phinotypen, von denen nicht alle GS produzieren *°. AuBerdem wurde beobachtet,
dass auch die Produktion von GSG mit den Wachstumsbedingungen zusammenhingt.
Wihrend des Zellwachstums werden zuerst kleine (ca. 10 nm-20 nm) GSG gebildet, die
dann zu grofleren (ca. 200 nm) GSG fusionieren. Um eine maximale Ausbeute an GSG
zu erhalten, ist es daher wichtig sowohl die richtigen Wachstumsbedingungen als auch
die ideale Wachstumsdauer zu finden. Besonders bedeutend fiir die Gewinnung von
GSG ist die GS-Syntheseaktivitit der Zellen. Daher wurden wihrend des Zellwachs-

tums Proben entnommen und deren GS-Konzentration mittels HPLC bestimmt.

7.1.1 Einfluss des Inokulationsmaterials

Zunichst wurde der Einfluss des Inokulationsmaterials auf Wachstum und GS-

Syntheseaktivitit der A. migulanus-Zellen untersucht.

Die Fliissigkulturen (G4/4 Medium, 400 ml) wurden mit ein, drei oder fiinf Tage ge-
wachsenen Kolonien von LBY-Agar Platten beimpft. Nach 24 h war die GS-
Konzentration in allen Kulturen vergleichbar (ca. 0,45 mg/ml), jedoch zeigten sich im
weiteren Verlauf des Wachstums signifikante Unterschiede. Fliissigkulturen, die mit
einem Tag alten Kolonien beimpft wurden, wuchsen schnell, es wurde aber ab 28 h
Wachstum kein Anstieg der GS-Konzentration mehr beobachtet. Die GS-Konzentration
verblieb zwischen 0,4 mg/ml und 0,5 mg/ml. Ahnlich verhielt es sich bei drei Tage alten

Kolonien, hier stieg die GS-Konzentration ab 32 h nicht weiter an und erreichte einen
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Endwert von ca. 0,6 mg/ml. Bei Beimpfung mit fiinf Tage alten Kolonien hatte die GS-
Konzentration bei 32 h einen Wert von ca. 0,75 mg/ml und stieg weiter an. Es konnten

hier nach 36 h GS-Konzentrationen > 1,0 mg/ml erreicht werden.

Kolonien, die lediglich einen Tag auf LBY-Agar Platten gewachsen sind, enthalten vie-
le vitale Zellen, daher wachsen Fliissigkulturen, die mit diesen beimpft wurden, schnell.
Fliissigkulturen, die mit fiinf Tage alten Kolonien beimpft wurden, wachsen dagegen
langsamer. Es wurde bereits mehrfach beobachtet, dass langsam wachsende Zellen mehr
GS und mehr GSG produzieren °. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die GS-
Produktion bei starkem Zellwachstum stagniert und bei langsamem Zellwachstum an-
steigt. Die Zellen wachsen und produzieren also nicht gleichzeitig. Das konnte erkléren,
warum stark wachsende Zellen verhiltnisméfig wenig GS synthetisieren. Zur Inokula-
tion einer Fliissigkultur eignen sich demnach fiinf Tage alte Kolonien am besten. Alle

weiteren Fliissigkulturen wurden daher mit fiinf Tage alten Kolonien beimpft.

7.1.2 Einfluss des Kulturvolumens

Auch das Volumen der Fliissigkultur hat bekanntermafen Einfluss auf das Zellwachs-
tum und die GS-Syntheseaktivitit von A. migulanus. So hatten Zellen im 40 ml Maf3stab
in fritheren Experimenten hohe biosynthetische Aktivitit gezeigt °°. Jedoch ist ein solch
geringes Kulturvolumen zur Gewinnung groBer Mengen GSG impraktikabel, daher
wurden hier Experimente mit Volumina von 300 ml, 400 ml und 500 ml G4/4 Medium
durchgefiihrt. Es zeigte sich hier kein systematischer Einfluss. Zwar produzierten Zellen
in 300 ml Zellkultur im Durchschnitt am meisten GS, allerdings war die Produktion im
400 ml MaBstab geringer als im 500 ml. Im Allgemeinen traten unabhingig vom Volu-
men der Fliissigkultur starke Schwankungen in Wachstum und Syntheseaktivitit auf. In
Abbildung 27 ist ein Vergleich der optischen Dichte und GS-Konzentration nach 24 h
und 32 h Zellkultur unter verschiedenen Bedingungen gezeigt. Anhand der gezeigten
Standardabweichungen wird deutlich, dass die Werte starken Schwankungen unterla-
gen. Insgesamt scheint das Volumen einer Fliissigkultur nur eine untergeordnete Rolle
zu spielen. Um mehr Material zu erhalten, wurden die folgenden Experimente im

400 ml oder 500 ml MaBstab durchgefiihrt.
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7.1.3 Einfluss des Mediums

Beim G4/4 Medium (Tabelle 12, Anhang) handelt es sich um ein chemisch definiertes
Medium, das den A. migulanus-Zellen alle zum Wachstum und zur GS-Synthese beno-
tigten Nihrstoffe liefert ***'®. Da erste massenspektrometrische Untersuchungen an
GSG Hinweise auf phosphorylierte Fettsduren als Bestandteil der GSG gaben, wurde
der Einfluss von Fumarat und Malat auf Wachstum und GS-Syntheseaktivitit von
A. migulanus untersucht. Dazu wurde hier dem G4/4 Medium 5 mM Fumarat und

25 mM Malat zugegeben (im Folgenden G4/4FM Medium).

Die GS-Syntheseaktivitit von A. migulanus in G4/4FM Medium war durchschnittlich
hoher als in G4/4 Medium (Abbildung 27). Bei vergleichbarem Zellwachstum lag die
GS-Konzentration in G4/4FM Medium nach 24h durchschnittlich bei 0,55 mg/ml und
nach 32 h bei 0,81 mg/ml, wihrend in G4/4 Medium nach 24 h 0,38 mg/ml und nach
32 h 0,47 mg/ml erreicht wurden. Der Zusatz von Fumarat und Malat kann die GS-

Syntheseaktivitit also merklich steigern.
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g . - 1.4
8 - - 1,2
7 - 1 E
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3 - . 04 o mOD24h
?: - 0,2 mOD32h
0 . : : . -0 c(GS) 24 h

mc(GS) 32 h

1.) G4/4,300ml, 5d
2.) G4/4,400 ml, 3d
3.) G4/4,400 ml, 5d
4.) G4/4,500 ml, 5d

5.) G4/4FM, 400 ml, 5d

Abbildung 27: Wachstum und GS-Produktion von A. migulanus-Kulturen unter optimierten Bedingungen
wie Volumen des Mediums (300 ml, 400 ml, 500 ml) Alter des Inokulationsmaterials (3 d, 5 d) sowie
Zusammensetzung des Mediums (G4/4, G4/4FM). Es ist jeweils die ODgsy und GS-Konzentration nach
24 h und nach 32 h verglichen (bei 1.) nur 24 h, da aufgrund des schnellen Wachstums bereits bei 28 h
geerntet wurde). Es sind die Mittelwerte aus jeweils mindestens vier Zellkulturen sowie die Standardab-
weichung aufgetragen.
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7.1.4 Medium fiir die Isotopenmarkierung von GSG

Fiir spitere NMR-Messungen sollten in dieser Arbeit >C- und ’N-isotopenmarkierte
GSG gewonnen werden. Die Isotopenmarkierung von GS wurde von Frau Dr. Marina
Berditsch (Institut fiir Organische Chemie, Karlsruher Institut fiir Technologie) entwi-
ckelt *°. Sie erfolgt durch Anzucht der A. migulanus-Zellen in GATE-Medium (Tabelle
12, Anhang). Im Vorfeld dieser Arbeit waren nur Experimente im 40 ml MalBstab
durchgefiihrt worden. Um eine ausreichende Menge an GSG zu erhalten, sollte nun der

Mablstab entsprechend erhoht sowie die geeignete Kulturdauer gefunden werden.

Erwartungsgemil} zeigten die Zellen in GATF-Medium langsameres Zellwachstum als
in G4/4 oder G4/4FM Medium (Abbildung 28). Auch die GS-Syntheseaktivitit war
wesentlich geringer. So konnte erst nach 18 h ein leichter Anstieg der GS-Konzentration
gemessen werden. Nach 48 h erreichte die Konzentration 0,2 mg/ml und es konnte

selbst nach 64 h Wachstum kein weiterer Anstieg beobachtet werden.
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Abbildung 28: Reprdisentative Wachstums- und GS-Konzentrationskurven von A. migulanus DSM5759 in
400 ml G4/4 bzw. GATF Medium, es sind die optischen Dichten bei 660 nm (ODgs) bzw. die GS-
Konzentration (c(GS) [mg/m])) sowie die jeweilige Standardabweichung aufgetragen.

7.2 Gewinnung und Charakterisierung von GSG

Zur Gewinnung von GSG wurden in dieser Arbeit verschiedene Methoden des Zellauf-
schlusses und der Isolierung von GSG verglichen. Durch DLS und REM wurden die
erhaltenen GSG hinsichtlich ihrer Grofe und ihres Aussehens charakterisiert. IThr GS-
Gehalt wurde mittels HPLC bestimmt und die Ausbeute an erhaltenen GSG in Bezug
auf die GS-Konzentration des Ausgangsmaterials berechnet. Durch MHK- und Hidmo-

lysetests konnte schlielich die biologische Aktivitit der GSG bestimmt werden.
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7.2.1 Zellaufschlussmethoden

Zur Gewinnung von GSG wurden drei verschiedene Methoden des Zellaufschlusses
verglichen. Zum Vergleich der Methoden wurden A. migulanus-Zellkulturen aus 400 ml
G4/4 Medium verwendet, das mit 5 Tage alten Kolonien beimpft worden war. Die Zell-

kulturen hatten vergleichbare optische Dichten und GS-Konzentrationen.

Zellaufschluss mit Ultraschall

Die A. migulanus-Zellen wurden wie in 4.6.7 beschrieben mit Ultraschall aufgeschlos-
sen. Der Erfolg des Zellaufschlusses wurde durch lichtmikroskopische Aufnahmen kon-
trolliert. A. migulanus-Zellen konnten durch dreimalige Behandlung mit Ultraschall
aufgeschlossen werden. AnschlieBend wurden die Zellbestandteile mittels differenziel-
ler Zentrifugation getrennt (siehe 4.6.8). Der Uberstand nach Zentrifugation bei 7000xg
hatte einen leicht orangen Schimmer und reflektierte Licht. Dieses Aussehen ist typisch
fiir GSG-Suspensionen. DLS-Messungen des Uberstandes zeigten einen mittleren Parti-
keldurchmesser von 150 nm-200 nm. Die im Uberstand erhaltenen Partikel wurden bei
100000xg pelletiert. Der Uberstand nach 100000xg enthielt keine Partikel mehr, das
gesamte Material befand sich also im Pellet. Das Pellet war durchscheinend und hatte
eine klebrige, wachsartige Konsistenz. Es wurde fiir weitere Untersuchungen in MilliQ

suspendiert und mit Ultraschall behandelt.

Die so erhaltene wissrige Suspension wurde mittels REM und DLS weiter untersucht
(Abbildung 29). Nach Ultraschallaufschluss erhaltene GSG hatten einen mittleren

Durchmesser von 150 nm-200 nm und es waren keine Teilchen > 400 nm enthalten.
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Abbildung 29: A: Griflenverteilung in einer exemplarischen GSG-Suspension nach Ultraschallauf-
schluss, ermittelt durch DLS. B: REM-Aufnahme der entsprechenden GSG in 25000facher Vergroflerung.
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In REM-Aufnahmen konnte zusitzlich zur Grofe auch die Form der GSG betrachtet

werden. Einzelne GSG hatten eine runde Form mit einem Durchmesser von ca. 200 nm.

Allerdings konnten GSG durch starken Ultraschall eventuell zerstort werden und es
dadurch zu einem Ausbeuteverlust kommen. In Proben von A. migulanus, die mit Ultra-
schall aufgeschlossen wurden, wurde in REM-Aufnahmen eine Zerstorung von Po-
lyhydroxyalkanoat-Granulae beobachtet (Abbildung 30). Ahnliches konnte auch mit
GSG passieren, auBerdem konnten Bruchstiicke der Polyhydroxyalkanoat-Granulae die
GSG-Proben verunreinigen. Daher wurde der enzymatische Zellaufschluss als sanftere

Alternative getestet.

1370 nm

Abbildung 30: REM-Aufnahme eines Polyhydroxyalkanoat-Granulas aus einer mit Ultraschall aufge-
schlossen A. migulanus Zelle.

Enzymatischer Zellaufschluss

Der enzymatische Zellaufschluss erfolgte wie in 4.6.7 beschrieben mit Lysozym. Die
Zellbestandteile wurden mittels differenzieller Zentrifugation getrennt (siehe 4.6.8).
Hierbei sollten GSG, wie beim Zellaufschluss mit Ultraschall, im Uberstand verbleiben.
Jedoch erschein der Uberstand bereits nach Zentrifugation bei 5000xg vollstindig klar.
Auch DLS Messungen zeigten keine Partikel, der GSG entsprechenden GroBe. Nach
Zentrifugation des Uberstandes bei 100000xg wurde kein Pellet erhalten. Durch en-
zymatischen Zellaufschluss konnten also keine GSG gewonnen werden. Entweder wer-
den GSG durch Lysozym abgebaut oder sie konnen durch diese Methode nicht von an-
deren Zellbestandteilen getrennt werden. Als eine weitere Alternative zu Ultraschall
oder enzymatischen  Zellaufschluss  wurde der  Zellaufschluss  mittels

French-Press getestet.
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Zellaufschluss mittels French-Press

Der Zellaufschluss mittels French-Press erfolgte wie in 4.6.7 beschrieben. Wie lichtmik-
roskopische Aufnahmen nach dem Aufschluss zeigten, eignet sich French-Press gut um
A. migulanus-Zellen aufzuschlieBen. Anders als beim Zellaufschluss mit Ultraschall war
hier bei anschlieBender differenzieller Zentrifugation der Uberstand bereits nach
5000xg fast klar. DLS- und REM-Aufnahmen des Uberstandes zeigten auBerdem
hauptsidchlich groBe Aggregate von GSG (Abbildung 31). Nach Zentrifugation bei
5000xg und anschlieBender Zentrifugation des Uberstandes (100000xg) wurden im

Vergleich zum Ultraschallaufschluss sehr geringe Mengen an GSG erhalten.
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Abbildung 31: A: Grifienverteilung in GSG-Suspension nach Zellaufschluss mittels French-Press, ermit-
telt durch DLS. B: REM Aufnahmen der entsprechenden Probe 5000fache Vergrofierung

Einfluss von Ultraschall auf GSG

Mit Ultraschall Zellaufschluss konnten die groBten Mengen an GSG gewonnen werden,
daher wurde der Einfluss von Ultraschall auf GSG untersucht. GSG-Pellets die in Was-
ser suspendiert wurden, enthielten unabhingig von der Zellaufschlussmethode (Ultra-
schall oder French-Press) grolere Aggregate von GSG (Abbildung 32). Eine Ultra-
schallbehandlung konnte diese aufbrechen. Auch Aggregate, die sich nach ldngerer
Aufbewahrung (mehrere Tage) hochkonzentrierter GSG-Proben gebildet hatten, konn-

ten durch Ultraschall wieder aufgebrochen werden.
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Abbildung 32: Griflenverteilung von GSG-Suspension nach Zellaufschluss mit French-Press und
Suspension  des  erhaltenen  GSG-Pellets ohne  Ultraschallbehandlung (FP) und  mit
Ultraschallbehandlung (FP+US) sowie REM-Aufnahmen bei 25000facher Vergrifierung der selben
Proben. Zum Vergleich, GSG-Suspension nach Ultraschallaufschluss und Ultraschallbehandlung der
Probe (US+US).

7.2.2 Isolation

Zur Isolation von GSG nach dem Zellaufschluss wurden die Methoden der differenziel-

len- und Dichtegradienten-Zentrifugation (4.6.8) verglichen.

Differenzielle Zentrifugation

Durch differenzielle Zentrifugation konnten GSG gewonnen werden. Die erhaltenen
Suspensionen zeigten sich in REM-Aufnahmen oft als heterogene Mischung verschie-
dener Zellbestandteile und Aggregate. Dies konnte durch erneute Behandlung der Sus-

pension mit Ultraschall und erneuter Zentrifugation bei 9000xg verbessert werden.

Dichtegradienten-Zentrifugation

Zunichst mussten geeignete Materialien und Dichtegradienten zur Isolation von GSG
gefunden werden. Dazu wurden verschiedene Glycerol- oder Saccharose-Gradienten
getestet (siehe 4.6.8). Eine gute Trennung verschiedener Zellbestandteile wurde durch
einen vierstufigen Gradienten von 95/80/70/60 % Glycerol oder 65/63/58/55 %
Saccharose erhalten. Die einzelnen Schichten wurden getrennt und die GSG enthalten-

den Fraktionen durch REM charakterisiert. GSG befanden sich in Schichten bei einer
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Dichte von ca. 70 % Glycerol bzw. ca. 58 % Saccharose. Allerdings zeigten REM-
Aufnahmen, dass andere Fraktionen Aggregate von GSG mit anderen Zellbestandteilen
(z.B. Polyhydroxyalkanoat-Granulae) oder groflere Aggregate aus GSG enthielten.
MALDI-TOF-Messungen bestitigten, dass in jeder Fraktion GS enthalten war. Es konn-
ten also nicht alle GSG in einer separaten Fraktion erhalten werden. Die gewonnenen
Mengen an GSG waren im Vergleich zur differenziellen Zentrifugation gering. Aufer-
dem musste durch weitere Reinigungsschritte Glycerol oder Saccharose entfernt wer-

den, da dies die antimikrobielle Aktivitit der GSG storte.

Weder differenzielle Zentrifugation noch Dichtegradienten-Zentrifugation ergab vollig
zufriedenstellende Ergebnisse. Da durch differenzielle Zentrifugation hdhere Ausbeuten

erhalten wurden, wurde diese Methode bevorzugt.

7.2.3 Bestimmung des GS-Gehaltes

Um die biologischen Eigenschaften von GSG charakterisieren zu konnen war, die
Kenntnis des GS-Gehaltes der Suspensionen notwendig. Im Gegensatz zu reinem GS
waren GSG nicht vollstindig in 50 % igem saurem EtOH 16slich. Es gelang jedoch die
GSG in DMSO + 0,1 % TFA in geringen Konzentrationen (< 1:5 Volumen GSG-
Suspension/Volumen Losemittel) zu 16sen. Mit einer entsprechend optimierten Methode
(siche 4.7.1) konnte der GS-Gehalt der GSG mittels analytischer HPLC

bestimmt werden.

Auf dieser Grundlage konnte nun der GS-Gehalt von GSG berechnet werden. GSG be-
standen zu ca. 30 Gewichts% ihrer Trockenmasse aus GS. Die Kenntnis des GS-
Gehaltes der GSG-Suspensionen erlaubte zudem eine Berechnung der Ausbeute in
Bezug auf den berechneten GS-Gehalt der Zellkulturen, aus denen die GSG

gewonnen wurden.

Die besten Ausbeuten ergaben sich fiir GSG, die durch Zellaufschluss mit Ultraschall
und anschlieBende differenzielle Zentrifugation, gewonnen wurden. Hier konnten Aus-
beuten von ca. 10 % des Gesamt GS-Gehaltes der Zellkultur erhalten werden. Die Aus-

beuten aus anderen Priparationsmethoden lagen dagegen meist bei < 2 %.
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Die Ausbeuten an isotopenmarkierten GSG waren auch nach Ultraschallaufschluss und
differenzieller Zentrifugation mit <2 % gering. Da Zellen, die in isotopenmarkiertem
Medium wuchsen, ohnehin sehr wenig GS produzierten, war es besonders problema-

tisch hier ausreichende Mengen GSG fiir weitere Analysen zu erhalten.

7.2.4 Extraktion von GS aus GSG

Isolierte GSG waren in 50 % saurem EtOH, das zur Extraktion von GS aus A. migula-
nus Zellkulturen verwendet wird, nicht vollstindig 16slich. Besonders bei Zellen, die
viele GSG gebildet haben, besteht daher die Moglichkeit, dass nicht das gesamte GS aus
der Zellkultur extrahiert wurde. Es wurde daher dieselbe Extraktionsmethode an GSG
getestet und sowohl der Extrakt als auch das verbleibende unltsliche Pellet mittels
FAB-MS auf GS untersucht. Es zeigte sich, dass GS sich hauptsédchlich im Extrakt be-
fand, wéhrend das Pellet nur Spuren von GS enthielt. Daher ist davon auszugehen, dass
durch ethanolische Extraktion zwar ein Grofteil, aber nicht das gesamte GS aus A. mi-
gulanus-Zellen extrahiert wird. Somit ist der tatsdchliche GS-Gehalt in den Zellen wohl
etwas hoher und die Ausbeute an GSG in Bezug auf die Gesamtmenge GS folglich

etwas geringer.

7.2.5 Antimikrobielle Aktivitit

Die Kenntnis des GS-Gehaltes von GSG erlaubt eine Untersuchung ihrer antimikrobiel-
len Eigenschaften in Bezug auf den GS-Gehalt. Es wurde die minimale Hemm-
konzentration gegen S. aureus ermittelt. Manche Proben waren nicht aktiv oder zeigten
zwei bis drei Wochen nach einem ersten Test keine Aktivitit mehr. DLS Messungen
dieser Proben zeigte starke Aggregation der GSG, was ihre fehlende Aktivitdt begriin-
den konnte. In der Regel konnte die Aktivitit durch Behandlung der Proben mit Ultra-

schall wieder hergestellt werden.

Aktive Proben zeigten eine Aktivitit von 2 pg/ml-4 ug/ml (bezogen auf GS-Gehalt,
Abbildung 33). Dieses Ergebnis konnte in neun unabhingigen Experimenten mit elf
verschiedenen GSG-Proben bestitigt werden. Die antimikrobielle Aktivitit isotopen-
markierter GSG unterschied sich nicht von der nichtmarkierter. Thre antimikrobielle

Aktivitdt gegen S. aureus ist somit vergleichbar mit der fiir GS.
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Abbildung 33: Beispiel fiir ein MHK-Experiment mit verschiedenen GSG-Proben (Reihe 1-9) im Ver-
gleich zu GS (Reihe 10) gegen S. aureus DSM1104. Reihe 11 enthdlt kein Antibiotikum und dient somit
der Positivkontrolle (PK) des Zellwachstums. Reihe 12 enthdlt keine Zellen und dient der
Negativkontrolle (NK) zur Uberpriifung der Sterilitdit des Mediums.

7.2.6 Himolytische Aktivitit

Von antimikrobiell aktiven GSG-Proben wurde zusitzlich die hdmolytische Aktivitit
untersucht. Die Proben wurden direkt vor der Mischung frisch vorbereitet und mit Ult-
raschall behandelt, um eine Verfilschung der Ergebnisse durch Aggregation zu vermei-
den. Da Hamolysewerte starken Schwankungen unterliegen und stark abhingig von der
jeweilig verwendeten Blutprobe sind, wurde stets eine Kontrollreihe mit GS zum Ver-
gleich gemessen. GSG waren in allen Experimenten weniger himolytisch aktiv als GS
(Abbildung 34). Der durchschnittliche HCs, lag fiir GSG-Proben bei ca. 20 pg/ml und
fiir GS bei ca. 12 pg/ml. Die hdamolytische Aktivitdt isotopenmarkierter GSG war ver-

gleichbar mit der nichtmarkierter.
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Abbildung 34: Himolytische Aktivitit von GSG im Vergleich zu freiem GS. Es sind die Mittelwerte aus
sieben (GSG) bzw. vier (GS) Proben (in vier unabhdngigen Experimenten) sowie die jeweilige Stan-

dardabweichung aufgetragen.
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7.2.7 Loslichkeit von GSG

Fiir nachfolgende fliissig-NMR-Studien sollte ein geeignetes Losemittel fiir GSG ge-

funden werden. Losungen, in denen optisch kein opaleszierender Schimmer (typische

Erscheinung von GSG-Suspensionen) mehr zu erkennen war, wurden als gelost be-

zeichnet (Tabelle 7).

Tabelle 7: Lislichkeit von GSG in verschiedenen Losemitteln. Losungen/gemische wurden in

MilliQ hergestellt.

Losemittel Loslichkeit Losemittel Loslichkeit
Aceton - MeOH -
Dichlormethan - Trifluorethanol -
CHCI3/MeOH 1:1 - MgCl,-Hexahydrat 1 M -
CHCl3/MeOH 3:1 - Tris 0,2 M -
DMSO - KHCO; gesittigt -
DMSO + 0,05 %-10 % TFA e EDTA 200 mM -
DMSO + 10 % HCI (konz.) v TFA v
Eisessig - HCI IM -
EtOH 50% - NaOH gesiittigt -
EtOH + 0,02 N HCl - Na-Cholat 0,3 M v
Isopropanol - SDS 1 %-10 % v
H,0 - Triton X-100 10 % -

Bei den meisten Losemitteln, bei denen GSG hier als unloslich bezeichnet wurden (z.B.

CHCIl;, EtOH, MeOH, HCI, NaOH), konnte eine Anderung des Aussehens der GSG-

Suspension beobachtet werden. Oft blieben die GSG nach Behandlung mit einem Lo-

semittel nicht mehr in stabiler disperser Suspension, sondern fielen als Niederschlag

aus. Das weist darauf hin, dass sich etwas an der Struktur der GSG édnderte. Auch Erhit-

zen oder Ultraschallbehandlung fiihrte nicht zu einer vollstdndigen Losung.
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7.3 Massenspektrometrie von GSG

Um die molekulare Zusammensetzung von GSG zu untersuchen wurden MALDI-TOF,
FAB und TOF-SIMS verwendet. Zusitzlich wurde mit TOF-SIMS eine qualitative

Elementaranalyse durchgefiihrt.

7.3.1 MALDI-TOF-MS

Mittels MALDI-TOF-MS wurden GSG-Suspensionen und getrocknete GSG untersucht.
Im negativen Ionisierungsmodus konnten GS und verschiedene weitere Bestandteile
gezeigt werden. Es ergab sich ein besonderes Massenmuster aus Gruppen von Molekii-
len, die sich jeweils um eine Masse von 14 m/z unterschieden (Abbildung 35). Dies
entspricht der Masse einer CH,-Einheit und deutet auf Molekiile unterschiedlicher CH,-
Kettenldnge hin. Diese Molekiile wurden nicht als freie Molekiile im kleinen Massenbe-
reich sondern nur zusitzlich zur GS-Masse gefunden. Allerdings ist die Identifikation
von kleinen Massen hier ohnehin schwierig, da es zur Uberlagerung mit den Signalen
der Matrix kommt. Die hier gefunden Massen konnten kurzen phosphorylierten Fettsdu-
ren wie Propionylphosphat (154 Da), Butyrylphosphat (168 Da) und Valerylphosphat
(182 Da) zugeordnet werden. FEine Massendiffernz von 236 Da entspricht

einer Palmitoylierung.
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Abbildung 35: MALDI-TOF Massenspektrum von einer GSG-Suspension.
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7.3.2 FAB-MS

FAB-MS-Aufnahmen wurde von sauren EtOH-Extrakten aus GSG gemacht. Hier wur-
den im negativen Ionisierungsmodus ebenfalls Massen gefunden, die kurzen phosphory-
lierten Fettsduren zugehoren konnten (Abbildung 36). In diesem Fall wurden diese
Massen im geringen Massenbereich detektiert, nicht als Zusatz zur GS-Masse. Die Bin-
dung an GS wurde also entweder durch die Extraktion gelost oder die Molekiile wurden
durch FAB fragmentiert. Auch hier konnte wie bei MALDI ein Muster von Gruppen
mit einer Massendifferenz von m/z = 14 gefunden werden. Das weist auf die Anwesen-
heit unterschiedlich langer Alkylketten hin, dabei handelt es sich wahrscheinlich um

Acylketten von Fettsduren.
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Abbildung 36: Ausschnitt eines FAB Massenspektrum eines ethanolischen Extraktes aus GSG.

7.3.3 TOF-SIMS

TOF-SIMS ist besonders geeignet, um anorganische Molekiile nachzuweisen und wurde
daher insbesondere genutzt, um GSG auf Anwesenheit anorganischer Molekiile zu ana-
lysieren. Die Aufnahmen zeigten in GSG-Proben keine anorganischen Bestandteile
auBer Spuren von Mg?*, K*, Na* und CI" (Abbildung 37). Diese stammten wahrschein-
lich von in der Probe enthaltenen Salzresten aus Puffern oder du3eren Verunreinigungen

der Probe Sie wurden nur als freie Ionen und nicht als Verbindungen detektiert.
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Abbildung 37: TOF-SIMS Massenspektren von getrockneten GSG.

In Bezug auf organische Verbindungen kann durch TOF-SIMS oft keine ganz eindeuti-
ge Aussage getroffen werden. So zerfallen organische Molekiile bei TOF-SIMS durch
den Beschuss mit Ionen in der Regel in Fragmente. AuBerdem werden Neutralteilchen
nicht detektiert und es kann daher zu falsch negativen Ergebnissen kommen. Durch
TOF-SIMS wurden in GSG-Proben verschiedene organische Phosphatverbindungen
nachgewiesen. Eindeutig zugeordnet werden konnten hier Fragmente von Aminosduren,

die dem GS zuzuordnen sind, sowie Alkylgruppen und Fettsduren wie Myristinsdure
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(Abbildung 37). Diese Ergebnisse passen zu den in MALDI und FAB gefundenen. Die
Anwesenheit kurzer phosphorylierter Fettsduren konnte nicht bestétigt werden. Aller-
dings ist von diesen ohnehin zu erwarten, dass sie unter TOF-SMIS-Bedingungen nicht

stabil sind. Tabelle 8 zeigt eine mogliche Zuordnung der Molekiilmassen, die durch

verschiedene MS-Methoden gefunden wurden.

Tabelle 8: Mogliche Zuordnung der in GSG gefundenen Molekiilmassen.

Verbindung Chemische Formel Moleku- Methode
larmasse
[Da]
MALDI FAB TOF-
SIMS
Gramicidin S CsoHooN1201 1141 v v v
Acetylphosphat C,Hs05P 140 v v
Propionylphosphat C;H,05P 154 v v
Butyrylphosphat C4HoOsP 168 v v
Valerylphosphat CsH,;0sP 182 v v
Myristinsiure C4H,50, 228 v v
Pentadecansiure C,5H3,0, 242 v/ v
Palmitinsdure Ci6H3,0, 256 v ¥ v
Phosphat-Anion PO,* 95 v

* als Palmitoylierung

Da die Interpretation von Massenspektren nicht immer eindeutig erfolgen kann, sollte

diese Theorie anhand weiterer Techniken belegt werden.
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7.4  NMR-spektroskopische Analyse von GSG

7.4.1 Festkorper-NMR-Spektroskopie

Es wurden MAS-Festkorper-NMR-Messungen an isolierten, getrockneten GSG durch-
gefiihrt. *'P- NMR-Messungen zeigten eine dhnliche isotrope Position des Phosphorsig-
nals fiir GSG, wie fiir Butyrylphosphat oder DMPC (0 ppm), die als Referenzsubstan-
zen verwendet wurden (Abbildung 38). Der Peak der GSG-Probe war jedoch viel brei-
ter, daher konnte die chemische Verschiebung nicht eindeutig bestimmt werden. Es
konnte sich dabei um eine Uberlagerung mehrerer Signale handeln, da davon auszuge-
hen ist, dass GSG mehrere verschiedene phosphorhaltige Spezies enthalten. Die Ergeb-
nisse bestitigen die Anwesenheit von Phosphor in den GSG. AuBerdem lag die chemi-
sche Verschiebung im Bereich derer  von Phospholipiden oder

phosphorylierten Fettsduren.

BC-NMR zeigte die fiir GS erwarteten und zusitzliche Signale (Abbildung 39). Durch
eine Uberlagerung der Spektren von GSG und GS und Skalierung auf die GS-Signale
kann zugeordnet werden, welche Signale nicht zu GS gehoren. Hierbei fillt zunéchst
eine groere Signalintensitdt des Carbonylsignals bei 180 ppm auf. Auflerdem gibt es
zusitzliche Signale zwischen 0 ppm und 70 ppm. Die einzelnen Signale sind nicht auf-
gelost. Besonders auffillig ist eine hohe Signalintensitit um ca. 60 ppm, ein ausgeprag-
tes Signal bei ca. 30 ppm sowie 20 ppm, 15 ppm und 10 ppm. Eine Uberlagerung mit
einem *C-NMR-Spektrum von Butyrylphosphat zeigt, dass das Signal bei ca. 15 ppm
Butyrylphosphat zugehoren konnte. Signale zwischen O ppm und 40 ppm lassen sich
den Acylketten von Fettsduren zuordnen. Die Signale im Bereich um ca. 60 ppm deuten
auf C-Atome in Nachbarschaft von O-Atomen hin und konnten sich Phospholipidkopf-
gruppen zuordnen lassen. Insgesamt bestitigen diese Ergebnisse, dass GSG Phosphat
und Fettsduren enthalten. Dabei konnte es sich sowohl um phosphorylierte Fettsdauren,
als auch um Phospholipide handeln. In Einklang mit den Ergebnissen der MS lisst sich
sagen, dass es sich bei GSG um eine Mischung mehrerer verschiedener

Molekiile handelt.
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Abbildung 38: °' P-NMR-Spektren von getrockneten GSG im Vergleich zu Butyrylphosphat- (BuP) und
DMPC-Pulver. A: Isotroper Peak. B: Vergleich des chemischen Verschiebungsanisotropie-Tensors von
GSG und Butyrylphosphat. Die Isotrope Position ist mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet.
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Abbildung 39: " C-NMR-Spektren von getrockneten GSG im Vergleich zu GS und Butyrylphosphat-
(BuP) Pulver.

7.4.2 Fliissig-NMR-Spektroskopie

Um besser aufgeloste Signale als durch MAS-NMR zu erhalten und eventuell genauere
Aussagen iiber Signalzugehorigkeiten treffen zu konnen, wurden fliissig-NMR-
Experimente an GSG durchgefiihrt. Hierbei stellte die geringe Loslichkeit der GSG eine
Herausforderung dar. Die besten Ergebnisse wurden durch Losen der GSG in DMSOge
+ 0,1 % TFA, erhalten. 1H—NMR—Spektren von GSG zeigten im Vergleich zu GS zu-
satzliche Signale bei 1,2 ppm sowie zwischen 3,2 ppm und 3,6 ppm (Abbildung 40).
Das Signal bei 1,2 ppm konnte Acylketten von Fettsduren zugeordnet werden. Die Sig-
nale zwischen 3,2 ppm und 3,6 ppm liegen im Bereich, in dem auch Signale fiir Lipid-
kopfgruppen zu erwarten sind. Durch die starke Uberlagerung der Signale konnten kei-

ne Multipletts und somit keine genauen Signalzugehorigkeiten zugeordnet werden.
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BC-NMR-Spektren konnten nur von ‘*C-markierten GSG erhalten werden. nicht-
markierte GSG ergaben kein Signal. Hier sind im Spektrum von GSG im Vergleich zu
BC-markiertem GS mehrere zusitzliche Signalgruppen vorhanden (Abbildung 40). Sig-
nale zwischen 10 ppm und 40 ppm konnten Acylketten von Fettsduren zugeordnet wer-
den. Signale zwischen 50 ppm und 80 ppm konnten auf Lipidkopfgruppen hindeuten.
Eine Signalgruppe um ca. 130 ppm konnte von ungesittigten Fettsdureketten stammen.
AuBerdem sind zusitzliche Signalintensititen im Carbonylbereich (ca. 170 ppm) zu
erkennen. Auch hier kénnen aufgrund der geringen Signalauflssung und Uberlappung

der Signale keine einzelnen Signale zugeordnet werden.
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Abbildung 40: A: fliissig-'H-NMR-Spektrum von GSG im Vergleich zu GS, jeweils geldst in DMSO 5+
0,1 % TFA,, referenziert auf Tetramethylsilan. B: fliissig.- ” C-NMR-Spektrum von " C-markierten GSG
und " C-markiertem GS jeweils gelist in DMSOy+ 0,1 % TFAy. *markieren jeweils Signale des Lisemit-
tels.
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7.5 Eigenschaften von Gramicidin S-Granulae

Ziel dieser Arbeit war es die biologischen sowie molekularen Eigenschaften von GSG
zu charakterisieren. Hierzu wurden zunéchst die Wachstumsbedingungen fiir A. migula-
nus und die Gewinnung von GSG optimiert. Die biologischen Eigenschaften von GSG
wurden mittels MHK- und Himolysetests untersucht. Erste Einblicke in die molekulare

Zusammensetzung von GSG wurden durch Massenspektrometrie und NMR gewonnen.

Optimierung der Wachstumsbedingungen zur Produktion von GSG

Das Zellwachstum und die GS-Syntheseaktivitit von A. migulanus sind wichtig fiir die
GS-Synthese und Bildung von GSG. Zur Optimierung der Wachstumsbedingungen im
mittelgroBen Mal3stab wurde der Einfluss des Inokulationsmaterials, der Zusammenset-
zung und des Volumens des Mediums auf das Wachstum und GS-Syntheseaktivitit un-
tersucht. Sowohl das Inokulationsmaterial, als auch die Zusammensetzung des Mediums
beeinflussten das Wachstum und GS-Syntheseaktivitdt. Das Volumen der Fliissigkultur
spielte im Bereich zwischen 300 ml und 500 ml eine untergeordnete Rolle. Sowohl
Wachstum als auch GS-Syntheseaktivitit unterlagen starken Schwankungen. Das hingt
vermutlich damit zusammen, dass das Inokulationsmaterial durch Suspendieren von
Zellkolonien in Medium gewonnen wurde und daher heterogen sein kann. Hier wurden
fir Kulturen, die im gleichen Medium unter gleichen Bedingungen gewachsen sind,
starke Unterschiede gefunden, die wahrscheinlich auf unterschiedliche Qualitit des In-
okulats zuriickzufiihren sind. Die Qualitit des Inokulationsmaterials schien das Zell-
wachstum und die Syntheseaktivitit besonders stark zu beeinflussen. Die beste GS-
Syntheseaktivitdt wurde durch Inokulation mit fiinf Tage alten Kolonien in G4/4FM
Medium erhalten. Eine Zellkulturdauer von 36 h-40 h ist empfehlenswert, da die Zellen
hier schon grofle Mengen an GSG produzieren und noch nicht zu viele Zellen absterben.
Um ein ldangeres Zellwachstum und so eventuell eine hohere Ausbeute an GSG zu er-
moglichen, ohne dass die Zellen absterben, konnte dem Medium ein Puffer (z.B. Tris

wie in GATF-Medium) zugesetzt werden, der den pH-Wert stabil hilt.
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Durch Anzucht von A. migulanus in GATF Medium konnten isotopenmarkierte GSG
fiir spatere NMR-Messungen erhalten werden. Allerdings produzierten die Bakterien in
diesem Medium nur sehr wenig GS. Folglich konnten aus diesen Zellen auch nur weni-
ge GSG erhalten werden. Der Zusatz von weiteren isotopenmarkierten Aminoséduren
insbesondere Arginin konnte die GS-Syntheseaktivitit erhohen, wire aber mit erhebli-

217
chen Kosten verbunden *%?!7.

Bewertung der Gewinnungsmethoden von GSG

Die Ausbeute an reinen GSG wurde als Kriterium fiir die Eignung verschiedener Ge-
winnungsmethoden zugrunde gelegt. Zum Zellaufschluss von A. migulanus eigneten
sich sowohl Ultraschall als auch French-Press. Es bestanden jedoch erhebliche Unter-
schiede in der Qualitdt und Ausbeute der erhaltenen GSG. Die Ausbeute an GSG war,
in Bezug auf den GS-Gehalt des Ausgangsmaterials, nach Zellaufschluss mit French-
Press wesentlich geringer als nach Zellaufschluss mit Ultraschall. DLS-Messungen
zeigten, dass Suspensionen, die nach Zellaufschluss mit French-Press gewonnen wur-
den, groBere Teilchen enthielten, als die nach Ultraschallaufschluss gewonnenen. REM-
Aufnahmen bestitigten, dass es sich dabei um groflere Aggregate von GSG handelte.
GSG werden nahe der Zellmembran gebildet und konnen an der Membran oder anderen
Zellbestandteilen anhaften '® (Abbildung 9). Beim Zellaufschluss mit French-Press
werden sie nicht von diesen getrennt. Aggregate aus GSG oder an anderen Zellbestand-
teilen anhaftende GSG gehen bei anschlieBender differenzieller oder Dichtegradienten-

Zentrifugation verloren.

DLS-Messungen einer Probe vor und nach Behandlung mit Ultraschall zeigten eine
Verringerung des Partikeldurchmessers. In REM-Aufnahmen von Proben vor Ultra-
schallbehandlung waren grofe Aggregate zu erkennen. Nach Ultraschallbehandlung
wurde eine insgesamt homogene Suspension erhalten. Ultraschall scheint notig zu sein,
um GSG von anderen Zellbestandteilen zu trennen und Aggregate aufzubrechen. GSG-
Suspensionen, die grolere Aggregate enthielten, waren zudem nicht antimikrobiell ak-
tiv. Nach einer Behandlung dieser Suspensionen mit Ultraschall zeigten sie jedoch Ak-
tivitit. Das deutet darauf hin, dass GSG als groBe Aggregate ihre

Aktivitit verlieren.
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Um die GSG von anderen Zellbestandteilen zu isolieren, eignen sich die Methoden der
differenziellen und der Dichtegradienten-Zentrifugation. Durch differenzielle Zentrifu-
gation konnten groflere Mengen GSG erhalten werden. Es waren jedoch mehrere Auf-
reinigungsschritte notwendig, um homogene Proben zu erhalten. Die Dichtegradienten-
Zentrifugation resultierte in sehr geringen Ausbeuten an GSG. Dies konnte der Aggre-
gation der GSG sowie dem grof3en Materialverlust bei Trennung der Schichten und den
anschlieBend notwendigen Waschschritten geschuldet sein. Dichtegradienten-
Zentrifugation verspricht allerdings eine bessere Trennung der GSG von anderen Zell-

bestandteilen und somit weniger Kontaminationen der Proben.

Die besten Ausbeuten ergaben sich fiir GSG, die durch Zellaufschluss mit Ultraschall
und anschlieBende differenzielle Zentrifugation, gewonnen wurden. Es konnten jedoch
nur ca. 10 % des Gesamt-GS-Gehaltes der A. migulanus Zellkultur in Form von GSG
erhalten werden. Mikroskopische Aufnahmen Fluoreszenz-gefarbter GSG legen nahe,
dass die Zellen GS intrazelluldr in GSG speichern. Wahrscheinlich sind in den Zellen
mehr GSG vorhanden, als mit den hier vorgestellten Methoden isoliert werden konnen.
Dies zeigt die Notwendigkeit einer Verbesserung der Isolationsmethoden. Eine Mog-
lichkeit gute Ausbeuten an reinen GSG zu erhalten wire moglicherweise die Kombina-
tion verschiedener Techniken. So konnten durch differenzielle Zentrifugation zunéchst
groflere Bestandteile abgetrennt und die resultierenden Suspensionen durch anschlie-
Bende Dichtegradienten-Zentrifugation weiter aufgereinigt werden. Es bietet sich zudem
an, die Suspension vor der Dichtegradienten-Zentrifugation mit Ultraschall zu behan-
deln um Aggregate von GSG zu trennen. Auch die einzelnen Fraktionen nach Dichte-

gradienten-Zentrifugation sollten nochmals mit Ultraschall behandelt werden.

Die Ausbeuten unterschieden sich auch unabhingig von der Gewinnungsmethode er-
heblich. So konnten zum Teil auch durch Zellaufschluss mit Ultraschall und differenzi-
elle Zentrifugation lediglich Ausbeuten <3 % erhalten werden. Das legt nahe, dass
nicht nur die Gewinnungsmethode der GSG, sondern auch die Zellkultur, aus der die
GSG gewonnen werden, starken Einfluss auf die Ausbeute an GSG hat. So sollten auch
weitere Verbesserungen der Wachstumsbedingungen im mittleren Mallstab sowie die

Eignung anderer A. migulanus Phinotypen zur Gewinnung von GSG gepriift werden.
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Biologische Aktivitit von GSG

Die biologische Aktivitit von GSG im Vergleich zu GS wurde durch MHK-Tests gegen

S. aureus und Himolysetests an menschlichen Erythrozyten untersucht.

GSG haben eine mit GS vergleichbare antimikrobielle Aktivitit, sind aber gleichzeitig
weniger hamolytisch aktiv. Die Selektivitidt von GSG ist also hoher als die von GS. Der
therapeutische Index (HCso/MHK 218 ) von GSG liegt zwischen 10-5 und der fiir GS
zwischen 6-3. Diese Beobachtung iiberrascht. In GS- und GSG-Probeldsungen gleicher
GS-Konzentration sollte die Anzahl an GS-Molekiilen ungefihr gleich sein, allerdings
sind im Fall von GSG die Molekiile nicht frei sondern als grole Aggragate von GS mit
anderen Molekiillen wie z.B. (phosphorylierten) Fettsdauren oder Phospholipiden
vorhanden. Die GSG haben einen mittleren Durchmesser von ca. 200 nm und somit ein
Volumen von ca. 4,2*106 nm°’ im Vergleich dazu hat ein GS-Molekiil ein Volumen von
ca. 14 nm’ 2. Ein GSG-Teilchen kann also hunderttausende GS Molekiile enthalten,
die sich wahrscheinlich nicht nur an der Oberfldche des GSGs sondern auch im Inneren

befinden. Somit sind weitaus weniger GS-Molekiile zugédnglich als in gelostem GS.

Auch im Vergleich zu Aggregaten anderer AMP verhalten sich GSG unerwartet. Von
einigen AMP wie Dermaseptin, Melittin, LL37 und auch KIGAKI ist bekannt, dass sie
in hohen Konzentrationen bereits in Losung Aggregate ausbilden 92220222 Aych GS
selbst neigt in hohen Peptidkonzentrationen zur Aggregation. Diese Aggregate weisen
oft eine geringere antimikrobielle Aktivitit, insbesondere gegen gramnegative Bakterien
auf. Gleichzeitig verlieren sie ihre Selektivitit und zeigen hohere hamolytische Aktivitit
als die nicht-aggregierten Peptide. Die hohere himolytische Aktivitdt wird einer hohen
lokalen Konzentration des Peptides zugeschrieben ***. AuBerdem sind die Aggregate in
der Regel hydrophober als die freien Peptide und interagieren daher stirker mit Phos-
phatidycholin eukaryotischer Membranen, als mit den negativ geladenen Kopfgruppen
bakterieller Membranen “****. GSG zeigen ein gegenteiliges Verhalten, die antimikro-
bielle Aktivitdt bleibt erhalten wihrend die hdmolytische Aktivitit sinkt. Dabei wére
auch fiir GSG eine erhohte Hydrophobitzitit und damit groBere Affinitét fiir eukaryoti-

sche Membranen im Vergleich zu GS zu erwarten.

GSG bestehen im Gegensatz zu oben beschriebenen Peptidaggregaten jedoch nicht nur
aus Peptid, sondern auch aus anderen Komponenten. Es konnte in mehreren Experimen-
ten die Anwesenheit von Alkanen und/oder Alkanderivaten sowie Fettsduren bestitigt

werden. MALDI-TOF gab auflerdem Hinweise darauf, dass diese an GS gebunden sein
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konnten. Die Selektivitit von GSG unterscheidet sich jedoch von der acylierter AMPs.
Eine systematische Studie der Aktivitit von acylierten Dermaseptin-Derivaten zeigte
beispielweise, dass kurze Acylketten (z.B. C,, C3) die cytotoxische Aktivitit der Peptide
vermindern, ldngere Ketten sie aber drastisch erhéhen 225 Die antimikrobielle Aktivitiit
gegen S. aureus wurde von kurzen Ketten verringert, wihrend lidngere (bis Cg) sie er-
hohten. Ab einer Acylkettenlidnge von Cg nahm die Aktivitét ab und ging schlieBlich fiir
Ci4 und C;¢ komplett verloren (> 50 uM). Auch hier liegt eine mogliche Erkldrung in
der Bildung hydrophober Aggregate, die bevorzugt mit Phosphatidycholin interagieren
und aufgrund der hohen lokalen Peptidkonzentration zytotoxisch wirken. In GSG wur-
den sowohl kurze als auch lange Fettsduren (z.B. Myristinsdure, Palmitinsdure)
gefunden. So sollte auch hier die Hydrophobizitit und folglich die Affinitit fiir eukaryo-

tische Membranen verstirkt sein, was allerdings nicht beobachtet wurde.

GSG zeigen also ein vollig anderes Verhalten als vergleichbare Aggregate von (acylier-
ten) AMP. Eine Rolle konnte dabei eine hohere Affinitdt von GS fiir negativ geladene
Phospholipide im Vergleich zu phosphorylierten Fettsduren spielen. In Gegenwart die-
ser konnte die elektrostatische Wechselwirkung zwischen GS und phosphorylierten
Fettsdauren aufgehoben werden. Ohne genauere Kenntnis der molekularen Zusammen-
setzung und Struktur von GSG lésst sich der Grund fiir ihre einzigartige Wirkungsweise

sowie den ihr liegenden Wirkmechanismus jedoch nicht festlegen.

Molekulare Zusammensetzung von GSG

Massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Untersuchungen von GSG besti-
tigten, dass GSG sowohl GS als auch Phosphat enthalten. Auflerdem gab es Hinweise

auf die Anwesenheit von Fettsduren mit verschiedenen langen gesittigten Acylketten.

Mittels TOF-SIMS konnten die Fettsduren C14:0, C15:0 und C16:0, nachgewiesen
werden. Mit MALDI-TOF-MS wurden Addukte von GS und Fettsduren gefunden. Zum
Beispiel lieferte MADLI-TOF Hinweise auf eine mogliche Palmitoylierung von GS.
Zudem wurden sowohl in MALDI-TOF- als auch in FAB-MS Massen, die zu denen
kurzer phosphorylierter Fettsduren (z.B. Propionylphosphat, Butyrylphosphat etc.)

passen, gefunden.

Auch fliissig- und Festkorper-NMR-Spektren von GSG wiesen Signale von Fettsidure-
ketten auf. Ein breites *'P-NMR-Signal deutete auf die Anwesenheit verschiedener
phosphathaltiger Molekiile hin. Zusitzlich waren in den BC- und 1H—Spektren Signale
vorhanden, die zu Phospholipid-Kopfgruppen passen. GSG konnten also sowohl kurze
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phosphorylierte Fettsduren als auch Phospholipide enthalten. Es ist bekannt, dass GS
Phospholipde bindet. Durch die Komplexierung von GS mit Phospholipiden wird die
Konzentration an freiem GS in der Produzentenzelle gesenkt *°. Die Zellmembran von
A. migulanus besteht hauptsdchlich aus Phosphatidyethanolamin, Phosphatidylglycerol

und Cardiolipin %’

. Dabei bindet GS durch die elektrostatische Wechselwirkung bevor-
zugt an Phosphatidylglycerol und Cardiolipin 228 Zugabe von GS zu DMPG-Vesikeln
schiitzt das Lipid sogar vor Hydrolyse **°. Auf #hnliche Weisen konnte es auch phos-

phorylierte Fettsduren vor De-phosphorylierung schiitzen.

Das Loslichkeitsverhalten von GSG ist anders als es von den einzelnen Bestandteilen zu
erwarten wire. GS ist z.B. gut in EtOH und DMSO 16slich. Butyrylphosphat ist wasser-
16slich. Fettsduren sind z.B. in CHCI; I6slich. Die Bindung an GS konnte das Loslich-
keitsverhalten der anderen Bestandteile verdndern. Das Ausfallen eines Niederschlages
nach Behandlung mit z.B. CHCI3;/MeOH oder EtOH deutet auf eine Zerstorung dieser
Struktur hin. GSG verhalten sich anders, als eine einfache Summe der hier gefunden
Komponenten, sie konnten weitere, noch nicht identifizierte, schwerlosliche

Bestandteile enthalten.

Insbesondere Aufgrund ihrer Grofe ist ein mehrschichtiger Aufbau von GSG vorstell-
bar, in dem phosphorylierte Fettsduren und Phospholipide sowohl iiber hydrophobe als
auch ionische Wechselwirkungen an GS binden. Dies konnte die hohe Stabilitdt von
GSG erkldren. Durch die Aggregation von GS konnte die Konzentration von I6slichem
GS in der Produzentenzelle gesenkt werden, was eine schiitzende Funktion haben kénn-
te und den Bakterien erlaubt groBe Mengen eines antimikrobiellen Peptides zu produ-

zieren. Andererseits konnten GSG als Energiespeicher fungieren.

Es konnte nicht abschlieBend gekléart werden, ob Phospholipide bereits in den GSG in
intakten Bakterienzellen vorhanden sind oder ob es sich um Membranfragmente han-
delt, die beim Zellaufschluss entstanden und sich an die GSG anlagern. In B. subtilis-
Zellen konnten Cardiolipin oder Phosphatidyethanolamin durch selektive Fluorenzenz-
firbung sichtbar gemacht werden ***'. Dies konnte auch fiir A. migulanus getestet
werden. So konnte gezeigt werden, ob Cardiolipin und Phosphatidyethanolamin in GSG
akkumulieren. 2D-NMR-Spektroskopie konnte die Zuordnung der einzelnen Signale zu
Molekiilen erleichtern. Durch Abstandsmessungen zwischen 3P der Phosphatgruppen
und N des Ornithins in GS kénnte eine Bindung von Phospholipiden oder phosphory-

lierten Fettsduren an GS gezeigt werden. Aullerdem konnten die in GSG vorhandenen
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Fettsduren mittels Gas-Chromatographie-MS analysiert werden. Ein weiterer Schritt
wire der Versuch einer artifiziellen Rekonstitution der GSG und eine mogliche Anwen-

dung auf andere Peptide um deren biologische Aktivitidt zu verbessern.
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8  Materialien

Tabelle 9: Geriite

Autoklav

Brutschrank

Differential Scanning Calorimeter
French-Press

Gasbrenner

Heizblock

HPLC-Anlage

Diodenarraydetektor
Hochdruckmischer
Pumpen

Saulenthermostat

HPLC-Séulen
analytisch, C18

semipraparativ, C18

préapapartiv, C18

Inkubationsschiittler

Kiihlschrinke
4°C,-20°C
-80 °C
Lyophilisator:

Magnetriihrer

Massenspektrometer (MALDI -TOF)
Mikroskop

2540 EL, Systec
VX-95, Systec

Incucell, MMM Medcenter Einrichtungen
VP-DSC, MicroCal

SLM-Aminco, Spectronic Instruments
Schiitt flammy S, Schiitt Labortechnik

HB-2, Wealtec Corp

Jasco

MD-2010, Jasco
2080-DHD 4, Jasco
PU-2087, Jasco
TCC: 100, Dionex

218TP54, 10 um Partikelgrofe,
4,6 x 250 mm, Vydac

218TP1010, 10 um PartikelgroBe, 10,0 x 250 mm,
Vydac

218TP1022 10 pm PartikelgroBle
250 x 22 mm, Vydac

Biometra

G25, New Brunswick Scientific

Innova 44, New Brunswick Scientific
KS250 basic IKA Labortechnik

Minitron AI72, HAT Infors AG

Unimax 1010 + Inkubator 1000, Heidolph

Siemens

Harafreeze, Heraeus Instruments
Alpha 2-4, Christ

Alpha 2-4 LD, Christ

MR Hei-Mix S, Heidolph

MR 80, Heidolph

RCT, IKA Labortechnik

Autoflex III, Bruker Daltonics

Axioskop 40 Filtersatz 09 (Ex-A 450-490 nm,
Emm-A 515 nm), Zeiss
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Mikrowelle

NMR-Probenkopfe

NMR-Spektrometer

pH-Messgeriit

Photokamera PowerShot G5

Pipetten Einkanal

0,5-10 pl; 10-100 pl; 50-200 pl, 100-1000 pl,

1-5ml
1-5 ml, 2-10 ml

Pipetten Mehrkanal
Elektronisch 20-300 pl
Manuell 30-300 pl
Pipettierhilfen
Akku-betrieben
Manuell

Rasterelektronenmikroskop

Reinraumbank
Reinstwasseranlage

Spektrophotometer

Trockenschrank

Ultraschallgerite

Vortexer

Waagen

Ablesbarkeit 0,1 g
Ablesbarkeit 0,1 mg
Ablesbarkeit 0,001 mg

Wasserbad

M1712 N, Samsung

HXY Triple Resonance, statisch austauschbare
Spule, Bruker Biospin

HXY MAS 4mm, Bruker Biospin

HYX Flachspulenprobenkopf Eigenbau des IBG 2
"H/"F Goniometer Flachspulenprobenkopf Doty
Scientific

Avance, 500 MHz (Ultrashield) Wide Bore, Bruker
Biospin

Avance, 600 MHz (Ultrashield) Standard Bore,
Bruker Biospin

pH 315i, WTW
QpH 70 VWR International

Canon

Reference Eppendorf

Finnpipette, Thermo Scientific

RAININ®, Mettler-Toledo
Research® plus, Eppendorf

Pipetus®, Hirschmann Laborgerite

Pipetus® Junior, Hirschmann Laborgerite
Supra 55 VP, Zeiss

Herasafe, Heraeus Instruments

MilliQ®, Millipore

Cary 1E, Varian

Smart Spec Plus, Bio-Rad

600, Memmert

Branson Sonifier 250, G. Heinemann Ultraschall
und Labortechnik

UW2200, Bandelin Electronic

BioVortex V1, Lab 4 you
Genie K-550-GE, Bender und Hobein

PB 3001, Mettler Toledo
CP64, Sartorius
M2P, Sartorius

006T Lauda

1008 Gesellschaft fiir Labortechnik
SW22, Julabo Labortechnik
U3-7A, Julabo Labortechnik
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Zentrifugen

Zentrifugenrotoren:

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie
Autoklavierband
Cryorohrchen

Deckglédschen (20 mm)
Einmalspritzen (20 ml, 10ml, 1 ml)

Einmalsterilfilter (0,22 pm)

Glaskolben

Glasplittchen

(7,5x 12x0,08mm; 18 x 7,5 0,08 mm)
Glasrohrchen

Kiivetten
Mikrotiterplatten
NMR-Probenr6hrchen mit Kappe (5 mm)

Objekttrager

Objekttriager Roth

Parafilm®

Petrischalen

Pipettenspitzen (1 ml, 200 pl, 10 pl)
Pipettenspitzen (5 ml)
Reagenzrohrchen

Reaktionsgefille

(0,5ml, 1,5 ml, 2 ml)

Serologische Pipetten

3-18K, Sigma

Avanti J-25Centrifuge, Beckman
Biofuge Pico, Heraeus

LMS, Beckmann

RC 5B Plus, Sorvall

19776-H, Sigma

45 Ti, Beckmann

50 Ti, Beckman

JA-14, Beckman

J-Lite JLA-9.1000, Beckman
SLA 1500 Super-Lite, Sorvall
SLA-3000 Super-Lite, Sorvall
SW 28, Beckman

Rotilabo-Aluminiumfolie, Roth
Comply Indicator Tape, 3M
Roth

Roth
Injekt, B. Braun

Rotilabo-Spritzenfilter steril, Roth

Schott Duran®

Marienfeld Laboratory Glassware

Schott Duran®

Sarstedt
Nunclon Delta Surface, Thermo Scientific

Wilmad LabGlass
Roth

Laboratory Film, American National n

Sarstedt

Sarstedt
Finnpipette, Thermo Scientific
Sarstedt

Sarstedt

Roth
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Silizium-Plittchen fiir REM Plano

Ultrazentrifugenrohrchen Beckman

Wiigepapier MN 226,Macherez-Nagel

(MN 226)

Wigeschilchen Rotilabo-Einmal-Wégeschilchen, Roth
Zellophan Folie Rewe Handelsgruppe
Zentrifugengefile

13,5 ml PC Tube,, Beckman

500 ml PPCO, Herolab

15 ml, 50 ml Sarstedt

Tabelle 11:Chemikalien

5(6)-Carboxyfluorescein-N-Succinimidyl-Ester Sigma-Aldrich

Aceton 100 % EM Grade Polyscience
Acetonitril Fisher Scientific

Merck
Agar-Agar Fluka Biochemika
Agar-Agar, Kobe I Roth
Aktivkohle Sigma-Aldrich
Ammoniummolybdat-Tetrahydrat Sigma-Aldrich
Ammoniumsulfat Roth
Ammoniumsulfat isotopenmarkiert: °N Cambridge Isotope Laboratories
Ascorbinsdure Merck
Bacto Pepton (Trypton) Roth
Bactotrypton Beckton, Dickson and Company (BD)
Butyrylphosphat-Dilithiumsalz Toronto Research Chemicals Inc.
Calciumchlorid-Dihydrat Roth
Chloroform Merck
Dichlormethan Biosolve BV
Di-Kalium-Hydrogenphosphat AppliChem
Dimethylsulfoxid Roth
Di-Natriumhydrogenphosphat AppliChem
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Roth
Dithiothreitol (DTT) AppliChem
DLPC, Avanti Polar Lipids
DMPC Avanti Polar Lipids
DMPG-ds, Avanti Polar Lipids
DMPG Avanti Polar Lipids

EDTA Roth
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Eisen(3)chlorid-Hexahydrat
Eisessig
Essigsdure

Ethanol

Glukose

Glutaraldehyd 8 %, EM Grade
Glutathion (reduziert)

Glycerin

Glycerin (isotopenmarkiert: "*C)
Glycin

Hefeextrakt

Hepes
Hydroxylamin-Hydrochlorid

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumsulfat

L-Arginin

L-Glutathion

L-Histidin

L-Histidin

L-Leucin

L-Methionin

L-Methionin

L-Phenylalanin
L-Phenylalanin (isotopenmarkiert: N oder '*C)
Magnesiumchlorid -hexahydrat
Magnesiumnitrat
Magnesiumsulfat
Manganclorid-tetrahydrat
Methanol

milliQ H,O
Miiller-Hinton-Bouillon
Mykolséduren aus M.tuberculosis
Natriumazid

Natriumcarbonat

AppliChem

Roth

Roth

Merck

Roth

Fluka
Polysciences
Roth

Roth

Cambridge Isotope Laboratories
Roth

Fluka

Roth

Roth
Sigma-Aldrich Aldrich
Fischer Scientific
Merck

Fluka

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Cortecnet

Roth
Sigma-Aldrich
Roth

Fluka

Merck

Fisher Chemicals
Millipore
Beckton, Dickson and Company (BD)
Sigma-Aldrich
Roth

Riedel-de Haen
Roth



8 Materialien

120

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natronlauge

Perchlorsédure
Resazurin-Natriumsalz
Salzsdure

Schwefelsdure

Silica gel
Trifluoressigsdure (TFA)
Tris

Triton X-100

Zitronensiure

Roth
AppliChem
Roth

Riedel-de Haen
AppliChem
Merck

Roth

Aldrich Chemicals
Roth

Roth

Merck
Biosolve BV
Roth
AppliChem
Roth

Tabelle 12: Puffer und Losungen fiir die Mikrobiologie

Aminosiure-Losung (10x)

Ammoniumsulfat-Losung (5 %) (10x) *

Basalmedium *

G4/4FM-Medium

G4/4-Medium

10 g L-Arginin,

1,3 g L-Histidin

0,5 g L-Methionin

1 g L-Phenylalanin

mit MilliQ auf 0,1 1
5 g (NHy),SO, (ggf. 5N markiert)
mit MilliQ auf 0,1 1

10 g Bacto Pepton, 5 g NaCl mit MilliQ auf 11,
pH=7.5
Wie G4/4 mit Zusatz von 5 mM Fumarat und
25 mM Malat
Fiir 400 ml
280 ml steriles MilliQ
40 ml Glycerol-Losung
40 ml Aminosédure-Losung
400 pL SS1
400 pl SS2
40 ml K,HPO,/KH,PO,-Losung
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GATF-Medium

Glycerol-Losung (10 %) (10x) *

LB-Agar oder LBY-Agar *

LB-Medium *

LBY-Medium?*

MH-Medium (2x) *
NaCl-Losung (0,9%ig) *

Phenylalanin-Losung (0,25%ig) (10x)*

Phosphat-Losung (10x)*

SS1 (1000x) *

S$S2 (1000x) *

Tris-Losung (6%ig) (10x)
YP-Medium

Fiir 400 ml

200 ml steriles MilliQ,

40 ml 10 %ige Glycerol-Losung (10x) ,
40 ml 6 %ige Tris-Losung (10x),

40 ml 5 %ige NH,(S0O,),-Losung (10x),
40 ml 0,25 %ige Phenylalanin-Losung
400 pl SS1

400 ul SS2,

40 ml K,HPO,/KH,PO, -Losung (10x).
10 g Glycerol

mit MilliQ auf 0,1 1

LB oder LBY-Medium mit Zusatz von 30 g/l Agar-
Agar

10 g Bactotrypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

mit MilliQ auf 1 1, pH="7,4

10 g Bactotrypton

10 g Hefeextrakt

5 g NaCl

mit MilliQ auf 1 1, pH="7,4

44 ¢ MH-Bouillon mit MilliQ auf 11

9 g NaCl

mit MilliQ auf 11

0,25 g L-Phenylalanin (15N oder *C markiert), mit
MilliQ auf 0,11

6,5 g K,HPO,

1,7 g KH,PO,

mit MilliQ auf 0,11

200 mg MgCl,x6H,0

100 mg CaCl,x2H,0

10 mg MnCl,x4H,0

mit MilliQ auf 1 ml

0,20 mg FeCl;

mit 10 mM HCI auf 1 ml

6 g Tris, mit MilliQ auf 0,1 1

50 g Bactotrypton, 50 g Hefeextrakt, mit MilliQ
auf I LpH=74

Die mit * markierten Losungen wurden bei 121 °C bei 1 bar Wasserdampfiiberdruck 20 min autoklaviert.

Die mit * markierten Losungen wurden durch einen Spritzenfilteraufsatz der PorengroBe 0,2 um steril

filtriert. Wenn nicht anders angegeben, bezieht sich der pH Wert auf Raumtemperatur.
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Tabelle 13 : HPLC Laufmittel

Allgemeine HPLC Laufmittel

HPLC-Laufmittel Al

HPLC-Laufmittel B1

Laufmittel nur fiir GS Bestimmung aus GSG

HPLC-Laufmittel A2

HPLC-Laufmittel B2

Tabelle 14: Sonstige Puffer und Losungen

Ascorbat-Ammoniummolybdat Losung

Glycin-HCI Puffer

Héamolyse Reaktionspuffer

Héamolyse Waschpuffer

Natriumhydrogencarbonat-Puffer

Verdaupuffer

Zellaufschlusspuffer (Puffer A)

90 % H,0, 10 % ACN, 5 mM HCI, entgast

90 % ACN, 10 % H,0, 5 mM HCI, entgast

90 % H,0, 10 % ACN, 0,1 % TFA, entgast

90 % ACN, 10 % H,0, 0,1 % TFA, entgast

1 Teil 10 % Ascorbat, 6 Teile 0,42 % Ammoni-
ummolybdat in 1 N H,SO,

100 mM Glycin, 10 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA,
1 mM Gluthation, pH = 2,5

172 mM Tris in MilliQ, pH = 7,6

172 mM Tris in MilliQ, pH = 7,6 (37°C)

150 mM NaHCO;

in MilliQ, pH = 8,3

50mM Tris, 10 mM EDTA, 30 mM MgCl, in
MilliQ, pH=7,5

172mM Tris, 10 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA,
1 mM Gluthation in MilliQ, pH =7,4

Wenn nicht anders angegeben, bezieht sich der pH Wert auf Raumtemperatur.

Tabelle 15: Enzyme

Lysozym

DNasel

Sigma Aldrich

AppliChem
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RNaseA AppliChem

Benzonase® Sigma Aldrich

Tabelle 16: Mikroorganismen

Aneurinibacillus migulanus DSM 5759

Micrococcus luteus ATCC 4698

Staphylococcus aureus DSM 1104
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