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1.1 Bedeutung von | nfektionserkankungen

In der Medizin wurdedurch Pasteur&ntdeckungMikroorganismerseienUrsacheund
nicht Produktder Garung(1863),sowiedurchRobertKochsZichtungdesMilzbranderregers
(1876) als Nachweis,dal’ Milzbrand eine experimentellibertragbareKrankheit sei, eine
grundlegendeWende eingeleitet. Die Erkenntnis, dal3 Mikroorganismen, bzw. Aus
scheidungemwon Mikroben ursachlichfur viele schwereund oft auchtddliche Erkrankungen
sind, verandertalie Medizin fundamentalDieseEntdeckunggstellte erstmalseinenKausaku-
sammenhangwischeneiner Erkrankungund ihrer Ursacheher und erméglichteeine zielge

richtete Therapie, anstelle einer rein symptomatischen Behandlung.

Infektions-
krankheiten
Herz- Kreidauf
Erkrankung
andere
Ursachen

Abbildung1l Ursachenaller weltweit erfa3tenTodesféalle(insgesam2 Mil. Tote) fur das Jahr
1996 1]. Infektionskrankheitesind zusammemit Herz-Kreislauf-Erkrankungefur
2/3 aller Todesfalleweltweitverantwortlich.Bertcksichtigiman,dal3mdéglicherweise
bakterielleInfektionenursachlichfur einige Herz-Kreislauf-Erkrankungesind [ 2, 3,
4, 5, 6], wird deutlich,dal3bakterielleInfektionskrankheitemit groliemAbstanddie
haufigste Todesursache darstellen.

Obwohl durch die Entwicklung der Impfung erste grof3e Erfolge gegen Wund
starrkrampfund Diphtherie erzielt werdenkonnten, stellten bakterielle Infektionenbis zur
EntdeckungdesPenicillinsdurchFleming(1928)immer nocheine lebensbedrohendéefahr
dar[7, 8]. Die Bedeuungvon Antibiotika in derheutigenZeit la3tsichkaumhochgenugein-
schatzenAls unmittelbareFolge desEinsatzesson Antibiotika ist die durchschnittlichelLe-

benserwartung in den Industiaaten um fast 10 Jahre gestied®n [
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Die Suchenachneuenund verbessertentibiotika ist auchin der heutigenZeit nach
wie vor einesehrernstzu nehmendeéufgabe.Verschiedend-aktorenbeginstigerdie Rest
stenzntwicklungder Bakteriengegenunterschiedliché\ntibiotika [11]. Nebender pharma
kologischfalschenEinnahmevon Antibiotika fiihrt die viel zu haufige- meistensschonpro-
phylaktische Verschreibungseitensder Arzte zu einer Beglinstigungder Resistenant
wicklung bei denBakterien.Die Fahigkeitder Bakterien,auchibervdllig verschiedené&pe
zies hinweg, erworbeneResistenzemntereinanderauszutauscherspielt ebenfallseine sehr
wichtige Rolle p, 11].

Entgegender noch 1969 selbstbewuRteduRerungseitensder US-Gesundheitsbehor
de »dasBuch der Infektionskrankheiterzu schlieBen«wurde Mitte der achtzigerJahreder
Begriff desPostantibiotischerZeitaltersgepragtMit diesemBegriff soll einemdglicheEnt-
wicklung umschriebenwerden,in derenVerlauf aufgrundvon Resistenzentwicklungeder
Bakterien, die uns zur Zeit bekannten Antibiotika vollig wirkungslos wéren. Die Folgen waren
fastunabsehbarabei jederEntziindund_ebensgefahbestehemwiirde,da kein medikamen

toses Eingreifen mehr moglich ware.

1.2 Zielsetzung dieser Arbeit

Die letzte Entwicklungeinesvom Wirkungsmechanismuser neuenAntibiotikumsliegt
ca.30Jahrezurick[11]. Seitdemsind lediglich Derivate bekannterSubstanzerentwickelt
worden. Es bestehtdaher die Gefahr, dal3 aufgrund der hohen Anpassungsfahigkeiter
Bakteriendiesein denvergangener30 Jahrenim Prinzip gegenalle bekanntenAntibiotika
Resistenzerentwickeln konnten und diese zwischen den Bakterien ausgetauschiverden
konnen.

VaaraschlugMitte der achtzigerJahrevor, dasvon ihm durchenzymatisch&paltung
entwickeltePolymyxin B-Nonapeptid(PmBN) als Hilfsstoff zu verwenderj12, 13], um die
Permeabilitdtder aul3erenZellmembrangramnegativeBakteriengegentbetAntibiotika zu
erhohenund damit die Anwendungvon hochpotentenAntibiotika zu ermdglichen,die
ansonstennicht in der Lage sind, die auf3ere Membran gramnegativerBakterien zu
uberwinden.

Die Klasseder Polymyxinegehortzu einerverhaltnismaRidleinenGruppevon ampht
philenOligopeptider{14], diein derNaturgefundenwverden.In derPharmazidindennur das

PolymyxinB und das eng verwandte PolymyxinE (Colistin) eine sehr begrenzteVer-

12



1.2 Zielsetzung dieser Arbeit

wendung,da der Einsatzals Antibiotikum aufgrundder hohenNeuro- und Nephrotoxizitat
sehrschwierigist. Uber denmolekularenwirkungsmechanismugieserSubstanist nur sehr
wenig bekannt[14, 15, 16, 17, 18, 19, 20]. Man weil3 allerdings, daf3 Polymyxin B unter
anderemeine sehr gro3e Affinitdit gegenuberLPS, dem Hauptbestandteilder auf3eren
Membran gramnegativer Bakterien, aufweist.

Der Ausgangspunktir dieseArbeit stellendie von Barnickelet al. und Kastowskyet
al. entwickeltendreidimensionalestruktumodellefir LPSbzw. LPS-Aggregat¢21, 22, 23]
und der Strukturvorschladir PmB [24] dar.Im RahmendieserArbeit wurde untersuchtpb
sowohldie hoheAffinitdt desPmB gegentbeEndotoxinenals auchdie massiveBeeinflus-
sung der auRerenZellmembrangramnegativeiBakterien mit der rdumlichen Struktur des
PolymyxinB zu erklaren ist. Ausgehendvon der molekularen Wechselwirkungwurde
versucht,den Aufbau der ZellmembrangramnegativeBakterienauf molekularerEbenezu
analysierenund zu klaren, ob bestimmte biologisch relevante Eigenschaftereiner Lipo-
polysaccharid-Membrarwie z.B. die Permeabilitatgezielt durch die Wechselwirkungmit
anderen Substanzen moduliert werden konnen.

Die Wechselwirkung zwischen PolymyxinB und LPS wurde mit verschiedenen
experimentellerund theoretischerVerfahrenanalysiert.Die Affinitat von PolymyxinB zu
LPS-Monaschichtenist anhandvon Monofilmmessungemintersuchivorden.Die Mondfilm -
experimentdiefern auchErkenntnisseiberdenEinbaudesPolymyxinsin eine Monoschicht
und die darausresultierendeBeeinflussungdes Phasenverhalten$Veitere Ergebnissezum
molekularen Aufbau von ReLPS/ PmB-Mischsystemenlieferten Roéntgenliffraktions
messungean reinenmultilamellarenLipopolysaccharid-Probesowie an Mischsystememnit
PolymyxinB.

In Zusammearbeitmit Dr. J. Jaege(Cryo-Elektronemikroskopie),Dr. J. Frank(DSC,
ITC) und J.Schuler (dynamische Lichtstreuung) wurden biophysikalische Methoden
eingesetztum strukturelle Aspekteund physikalischeDatender Wechselwirkungzwischen
PolymyxinB und LPS zu ermitteln. Die ausden unterschiedlichericrgebnisserabgeleiteten
Modellvorstellungen sind mit umfangreichen Simulationsechnungenan verschiedenen
Modellmembranerverglichenworden.AnhanddieserSimulationsechnungerkonntedie aus
den experimentellenDaten entwickelte allgemeineModellvorstellungauf atomarerEbene
Uberprift werden. Dartber hinaus sind diese MD-Simulationen die ersten,die an LPS-
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Aggregaterdurchgefuhrivordensind. DieseRechnungemabenwichtige Informationeniber
den Aufbau und die Randbedingungender Simulation von komplexen Lipid- und
Lipidmischsystemen geliefert, die bereits in andere Arbeiten einflie3en k¢abken

Die Arbeit gliedertsichwie folgt: In Kapitel 2 wird zunachster Aufbaugramnegativer
Bakterienunter Berticksichtigungder Themenstellunglieser Arbeit erlautert.Es schlie3en
sich einige kurze Bemerkungerzum Phasenverhaltemon Lipiden sowie die theoretischen
Grundlagen der verwendeten Methoden an.

In Kapitel 3 sind Informationenzu den verwendetenSubstanzereusammengefalt.
Anschliel3endverdendie experimentellerVerfahrenbeschriebenks folgt in Kapitel 4 eine
Darstellungder ErgebnisselereinzelnenMiethodendie dannin Kapitel 5 erstnachMethoden
getrennt und dann in Hinblick auf ein Struktur-Wirkungsmodell diskutiert werden.

Kapitel 6 faldt die ErgebnissedieserArbeit zusammenDie Literaturangabersind in
Kapitel 7 aufgefuhrt.
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