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1.1 Bedeutung von Infektionserkankungen

In derMedizin wurdedurchPasteursEntdeckung,MikroorganismenseienUrsacheund

nicht ProduktderGärung(1863),sowiedurchRobertKochsZüchtungdesMilzbranderregers

(1876) als Nachweis,daß Milzbrand eine experimentellübertragbareKrankheit sei, eine

grundlegendeWende eingeleitet. Die Erkenntnis, daß Mikroorganismen, bzw. Aus-

scheidungenvon Mikroben ursächlichfür viele schwereund oft auchtödlicheErkrankungen

sind,verändertedie Medizin fundamental.DieseEntdeckungstellteerstmalseinenKausalzu-

sammenhangzwischeneinerErkrankungund ihrer Ursacheher und ermöglichteeinezielge-

richtete Therapie, anstelle einer rein symptomatischen Behandlung.

Obwohl durch die Entwicklung der Impfung erste große Erfolge gegen Wund-

starrkrampfund Diphtherie erzielt werdenkonnten,stellten bakterielleInfektionenbis zur

EntdeckungdesPenicillinsdurchFleming (1928)immer nocheinelebensbedrohendeGefahr

dar [7, 8]. Die Bedeutungvon Antibiotika in derheutigenZeit läßtsichkaumhochgenugein-

schätzen.Als unmittelbareFolgedesEinsatzesvon Antibiotika ist die durchschnittlicheLe-

benserwartung in den Industriestaaten um fast 10 Jahre gestiegen [9].
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Abbildung 1 Ursachenaller weltweit erfaßtenTodesfälle(insgesamt52 Mil. Tote) für das Jahr

1996[1]. Infektionskrankheitensindzusammenmit Herz-Kreislauf-Erkrankungenfür

2/3 aller Todesfälleweltweitverantwortlich.Berücksichtigtman,daßmöglicherweise

bakterielleInfektionenursächlichfür einigeHerz-Kreislauf-Erkrankungensind [2, 3,

4, 5, 6], wird deutlich,daßbakterielleInfektionskrankheitenmit großemAbstanddie

häufigste Todesursache darstellen.
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Die Suchenachneuenund verbessertenAntibiotika ist auchin der heutigenZeit nach

wie vor einesehrernstzu nehmendeAufgabe.VerschiedeneFaktorenbegünstigendie Resi-

stenzentwicklungder BakteriengegenunterschiedlicheAntibiotika [11]. Nebender pharma-

kologischfalschenEinnahmevon Antibiotika führt die viel zu häufige- meistensschonpro-

phylaktische - Verschreibungseitensder Ärzte zu einer Begünstigungder Resistenzent-

wicklung bei denBakterien.Die FähigkeitderBakterien,auchübervöllig verschiedeneSpe-

zies hinweg,erworbeneResistenzenuntereinanderauszutauschen,spielt ebenfallseine sehr

wichtige Rolle [9, 11].

Entgegender noch 1969 selbstbewußtenÄußerungseitensder US-Gesundheitsbehör-

de »dasBuch der Infektionskrankheitenzu schließen«,wurde Mitte der achtzigerJahreder

Begriff desPostantibiotischenZeitaltersgeprägt.Mit diesemBegriff soll einemöglicheEnt-

wicklung umschriebenwerden,in derenVerlauf aufgrundvon Resistenzentwicklungender

Bakterien, die uns zur Zeit bekannten Antibiotika völlig wirkungslos wären. Die Folgen wären

fastunabsehbar,dabei jederEntzündungLebensgefahrbestehenwürde,dakein medikamen-

töses Eingreifen mehr möglich wäre.

1.2 Zielsetzung dieser Arbeit

Die letzteEntwicklungeinesvom WirkungsmechanismusherneuenAntibiotikumsliegt

ca. 30 Jahrezurück [11]. Seitdemsind lediglich Derivate bekannterSubstanzenentwickelt

worden. Es bestehtdaher die Gefahr, daß aufgrund der hohen Anpassungsfähigkeitder

Bakteriendiesein den vergangenen30 Jahrenim Prinzip gegenalle bekanntenAntibiotika

Resistenzenentwickeln konnten und diese zwischen den Bakterien ausgetauschtwerden

können.

VaaraschlugMitte der achtzigerJahrevor, dasvon ihm durchenzymatischeSpaltung

entwickeltePolymyxin B-Nonapeptid(PmBN) als Hilfsstoff zu verwenden [12, 13], um die

Permeabilitätder äußerenZellmembrangramnegativerBakteriengegenüberAntibiotika zu

erhöhenund damit die Anwendung von hochpotentenAntibiotika zu ermöglichen,die

ansonstennicht in der Lage sind, die äußere Membran gramnegativerBakterien zu

überwinden. 

Die KlassederPolymyxinegehörtzu einerverhältnismäßigkleinenGruppevon amphi-

philenOligopeptiden [14], die in derNaturgefundenwerden.In derPharmaziefindennur das

Polymyxin B und das eng verwandte Polymyxin E (Colistin) eine sehr begrenzteVer-
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wendung,da der Einsatzals Antibiotikum aufgrundder hohenNeuro- und Nephrotoxizität

sehrschwierigist. ÜberdenmolekularenWirkungsmechanismusdieserSubstanzist nur sehr

wenig bekannt [14, 15, 16, 17, 18, 19, 20]. Man weiß allerdings, daß Polymyxin B unter

anderemeine sehr große Affinität gegenüberLPS, dem Hauptbestandteilder äußeren

Membran gramnegativer Bakterien, aufweist.

Der Ausgangspunktfür dieseArbeit stellendie von Barnickelet al. und Kastowskyet

al. entwickeltendreidimensionalenStrukturmodellefür LPSbzw.LPS-Aggregate[21, 22, 23]

und der Strukturvorschlagfür PmB [24] dar. Im RahmendieserArbeit wurdeuntersucht,ob

sowohldie hoheAffinität desPmB gegenüberEndotoxinen,als auchdie massiveBeeinflus-

sung der äußerenZellmembrangramnegativerBakterienmit der räumlichenStruktur des

Polymyxin B zu erklären ist. Ausgehendvon der molekularen Wechselwirkungwurde

versucht,den Aufbau der ZellmembrangramnegativerBakterienauf molekularerEbenezu

analysierenund zu klären, ob bestimmtebiologisch relevanteEigenschafteneiner Lipo-

polysaccharid-Membran,wie z.B. die Permeabilität,gezielt durch die Wechselwirkungmit

anderen Substanzen moduliert werden können.

Die Wechselwirkung zwischen Polymyxin B und LPS wurde mit verschiedenen

experimentellenund theoretischenVerfahrenanalysiert.Die Affinität von Polymyxin B zu

LPS-Monoschichtenist anhandvon Monofilmmessungenuntersuchtworden.Die Monofilm-

experimenteliefern auchErkenntnisseüberdenEinbaudesPolymyxinsin eineMonoschicht

und die darausresultierendeBeeinflussungdes Phasenverhaltens.Weitere Ergebnissezum

molekularen Aufbau von ReLPS / PmB-Mischsystemenlieferten Röntgendiffraktions-

messungenanreinenmultilamellarenLipopolysaccharid-ProbensowieanMischsystemenmit

Polymyxin B.

In Zusammenarbeitmit Dr. J. Jaeger(Cryo-Elektronenmikroskopie),Dr. J. Frank(DSC,

ITC) und J. Schüler (dynamische Lichtstreuung) wurden biophysikalische Methoden

eingesetzt,um strukturelleAspekteund physikalischeDatender Wechselwirkungzwischen

Polymyxin B und LPS zu ermitteln.Die ausdenunterschiedlichenErgebnissenabgeleiteten

Modellvorstellungen sind mit umfangreichenSimulationsrechnungenan verschiedenen

Modellmembranenverglichenworden.AnhanddieserSimulationsrechnungenkonntedie aus

den experimentellenDaten entwickelteallgemeineModellvorstellungauf atomarerEbene

überprüft werden. Darüber hinaus sind diese MD-Simulationen die ersten,die an LPS-
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Aggregatendurchgeführtwordensind.DieseRechnungenhabenwichtigeInformationenüber

den Aufbau und die Randbedingungender Simulation von komplexen Lipid- und

Lipidmischsystemen geliefert, die bereits in andere Arbeiten einfließen konnten [25].

Die Arbeit gliedertsichwie folgt: In Kapitel 2 wird zunächstderAufbaugramnegativer

Bakterienunter Berücksichtigungder ThemenstellungdieserArbeit erläutert.Es schließen

sich einige kurze Bemerkungenzum Phasenverhaltenvon Lipiden sowie die theoretischen

Grundlagen der verwendeten Methoden an.

In Kapitel 3 sind Informationenzu den verwendetenSubstanzenzusammengefaßt.

Anschließendwerdendie experimentellenVerfahrenbeschrieben.Es folgt in Kapitel 4 eine

DarstellungderErgebnissedereinzelnenMethoden,diedannin Kapitel 5 erstnachMethoden

getrennt und dann in Hinblick auf ein Struktur-Wirkungsmodell diskutiert werden.

Kapitel 6 faßt die ErgebnissedieserArbeit zusammen.Die Literaturangabensind in

Kapitel 7 aufgeführt.
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