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5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der LPS-Forschung ist es, einen Beitrag zur Entwicklung von Medikamenten fir die
Behandlung der Gram-negativen Sepsis zu leisten, die beim Menschen noch immer haufig einen
todlichen Verlauf nimmt. Die vorliegende Arbeit liefert ein molekulares Modell der auf3eren
Membran Gram-negativer Bakterien, anhand dessen Experimente interpretiert und neu ent-
worfen werden konnen. Gleichzeitig wird dadurch die Mdéglichkeit erdffnet, theoretische
Dockingstudien mit den vorliegenden LPS-Aggregaten durchzufiihren, um neue Therapeutika

zu entwickeln (Drug Design) oder deren Wirkungsmechanismen zu tberpriifen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Ma Modelle fur lamellare Aggregate ver-
schiedener LPS-Strukturen beziiglich der Exposition antigener Oberflachenstrukturen unter-

sucht.

Ausgehend vom Lipid A von E. coli wurden die drel verschiedenen Lipopolysaccharide von
E. coli Re, E. coli J5 und Chlamydia aufgebaut. Dabei fanden sowohl experimentelle, an Teil-
strukturen gewonnene Ergebnisse, als auch bereits publizierte Modellingstudien Eingang in die
Ausgangsstrukturen. Diese wurden zu einer geschlossenen Packung, einem aus vier LPS
Molekilen bestehenden Monolayer, zusammengefugt. Die Stabilitdt und die Packungsdichte
dieser Aggregate wurde durch Vakuum-Simulationen tberprift und optimiert. Um die Simula-
tionsergebnisse untereinander vergleichen zu kdnnen, wurde nach Analyse verschiedener mog-
licher Packungsdichten ein einheitlicher Flachenwert fur ale LPS-Monolayer vorgegeben. Den
L PS-Molekiilen wurde in den nachfolgenden MD-Simulationen, in guter Ubereinstimmung mit
experimentellen Untersuchungen (Schultz, 1993), eine Flache von ca. 134 A? in der Mono-
layer-Ebene zur Verfigung gestellt. Bei diesem Flachenwert betrug der mittlere Tiltwinkel der
Fettsaureketten 25° bis 30°.

Durch die Hinzunahme von Wasser und Kationen wurde das Modell weiter verfeinert und
stérker der Redlitét angendhert. Da die Vergrof3erung der Simulationssysteme von vier auf
neun bzw. 16 LPS-Molekile die Ergebnisse nicht wesentlich beeinfluf3te, wurden die weiteren

Rechnungen mit Aggregaten aus vier LPS-Molekilen durchgefihrt.

Im Vergleich mit den Vakuum-Simulationen zeigte sich, dai3 - in guter Ubereinstimmung mit
der einschldgigen Literatur (Brooks & Karplus, 1989) - die Berticksichtigung der Hydratisie-

rung durch explizite Einbeziehung von Wassermolekiilen einen deutlichen Effekt auf die Struk-
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tur und die Dynamik der modellierten LPS-Aggregate hatte. Die Bewegungen der LPS-Mole-
kile wurden durch das Wasser gedampft. Gleichzeitig wurden veranderte, ‘aufgerichtete’ Kon-

formationen im Kopfgruppenbereich beobachtet.

Wassermolekile drangen bis auf Hohe der Phosphatgruppen des GlcN-Backbones in die
Monolayer ein. Wie nach MD-Untersuchungen an Phospholipiden erwartet (Chiu et al., 1995),
hielten sich im hydrophoben Bereich keine Wassermolekiile auf; der Monolayer blieb imper-
meabel. In Ubereingtimmung mit anderen Studien (s. z.B. Schlenkrich et al.,1990) wurde eine
deutliche Anisotropie der Beweglichkeit von Wassermolekilen und eine Reduktion der Dif-
fusion um bis zu 90% in der N&he des L PS beobachtet.

Die Kationen waren bevorzugt mit den negativ geladenen Phosphat- und Carboxylat-Gruppen
des LPS assoziiert und bewirkten - wie auch experimentell beobachtet - eine Rigidifizierung
der LPS-Monolayer (Coughlin et al., 1985). Calcium-lonen waren haufig an intra- und inter-
molekularen Kationen-Bricken beteiligt, wéhrend die Natrium-lonen im gesamten Kopfgrup-

penbereich anzutreffen waren.
Der Tiltwinkel der Fettséureketten wurde durch die Hydratisierung nicht signifikant verandert.

Der bekannt hohe Ordnungsgrad des hydrophoben Bereichs der LPS-Molektile (Labischinski
et al., 1985) wurde durch den Verlauf des NMR-Ordnungsparameters Scp und den geringen
Anteil von gauche-Torsionen in den Alkylketten bestétigt.

Zwischen den untersuchten LPS-Varianten lief3en sich Unterschiede z.B. im gauche-Antell der
Fettsduren, d.h. in der Lipid A-Region, beobachten, obwohl alle drei auf identischen Lipid A-
Grundkorpern basierten. Die Unterschiede in der Struktur der Kopfgruppenregionen der LPS-

Varianten zeigten offensichtlich deutliche Wirkungen bis in den hydrophoben Bereich hinein.

Die Oberflachenexponierung einzelner Elemente eines Lipopolysaccharids bei den MD-Simula-
tionen hing von der in der Membranebene zur Verfiigung stehenden Flache, der Einbeziehung
von Wasser und der Anwesenheit von Kationen ab. Je weiter die Packung, desto besser waren
tiefer in der Membran liegende Epitope zuganglich. Bei expliziter Berlicksichtigung von
Wassermolekilen wurden grofRere Oberflachenwerte as im Vakuum gemessen, da dort eine

Tendenz zur Minimierung der Oberflache besteht (van Gunsteren & Berendsen, 1990).
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Kationen bewirkten eine Verklammerung der LPS-Kopfgruppen, die eine verringerte Expositi-

on von L PS-Oberflachenstrukturen zur Folge hatte.

Die Grof3e und Struktur des an das Lipid A gebundenen Core-Oligosaccharids beeinfluf}te die
Exposition von Lipid A-Epitopen deutlich: Je grof3er das angeknipfte Saccharid, desto kleiner
war die zugangliche Oberflache des Lipid A, d.h. die Exponierung nahm von E. coli ReLPS
Uber Chlamydia-LPS hin zum E. coli J5-LPS ab.

Die Untersuchung der LPS-Monolayer zeigte, dald aus der Sequenz der Zuckerreste des Oligo-
saccharidanteils des LPS die Exposition von antigenen Strukturen nicht vorhergesagt werden
kann, da vom LPS bevorzugt konformationelle Epitope exponiert werden. Bei Chlamydia
wurde Kdo-3, der letzte Zucker in der Sequenz, weniger stark exponiert als Kdo-1 und Kdo-2.
Bel E. coli 5 waren mit Glc und Hep-1 zwei Zucker am besten von der M onolayer-Oberflache
her zuganglich, die in der Reihenfolge der Saccharideinheiten keine terminale Position ein-

nehmen.

Mit Hilfe der modellierten Aggregate konnte die Kreuzreaktivitat von verschiedenen bekannten
Antikorpern gegen Rc-LPS-Strukturen auf molekularer Ebene erklart werden. Damit leisten
die hier erzeugten Strukturen einen wichtigen Beitrag bel der Interpretation der widerspriich-
lichen Ergebnisse klinischer Studien, bei denen die Wirkung von Antikérpern bei der Préven-

tion bzw. Therapie der Gram-negativen Sepsis untersucht wurde (Schwartzer et al., 1989).

Zusétzlich konnten mit Hilfe der modellierten LPS-Aggregate die in der aktuellen Diskussion
befindlichen Modelle der Wechselwirkung zwischen LPS und LPS-bindenden Proteinen wie
LBP und CD14 sowie Antikorpern tberprift werden (Mayeux, 1997). Dabel stellte sich
heraus, dal3 eine spezifische Erkennung der Lipid A-Bereiche bei intakten LPS-Aggregaten
nicht moglich ist. Folglich setzt die Erkennung von Lipid A-Epitopen entweder das Vorliegen
von freiem Lipid A in Membranen, eine Verdnderung der Membranstruktur im Sinne der
Protrusion einzelner Molekile oder die Reaktion mit LPS-Monomeren voraus. Auch ene Inte-
gration von Proteinen in die Membran konnte die Erkennung von Lipid A-Epitopen ermog-

lichen.
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Fur die Zukunft ertffnet die vorliegende Arbeit interessante Perspektiven: Vor kurzem wurde
die Kristallstruktur des LPS-bindenden Proteins BPI bestimmt (Beamer et al, 1997), so dai3
nun mit Hilfe der LPS-Aggregat-Modelle die Wechsalwirkung zwischen LPS und diesem

Protein auf molekularer Ebene studiert werden kann.

Dartiberhinaus stellt die Arbeit die Grundlage fir die weitere Verfeinerung des Modells der
Membran Gram-negativer Bakterien dar: Im néchsten Schritt kann der LPS-Monolayer zu
einem asymmetrischen Bilayer, bestehend aus LPS auf der einen und einfachen Phospholipiden
auf der anderen Seite, erweitert werden. Schliefdich ist die Einbeziehung von Membran-
Proteinen wie z.B. Porinen moglich und erforderlich, um zu einem méglichst realistischen Bild
der bakteriellen Membran zu gelangen. Mit solchen Membran-Modellen kdnnte dann der Wir-
kungsmechanismus von Antibiotika wie Polymyxin B, die sich in die bakterielle Membran ein-

lagern, untersucht werden.

Certainly we do not know all the answers,
and often those we answer simply provide
more questions. If nothing else, this report
provides more questions.

T. J. Beveridge, 1983



