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3.1 Chemikalien

Im folgenden Abschnitt werden die verwendeten Lipopolysaccharide, sowie das

Polymyxins B, bzw. das Polymyxin B-Nonapeptid genauer beschrieben.

3.1.1 ReLPS

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Experimente mit der kleinsten in der Natur vor-
kommenden  Strukturvariante der Lipopolysaccharide, dem ReLPS, durchgefiihrt. In
Abbildung 15 ist die Strukturformel von ReLPS mit den am hé&ufigsten auftretenden
Substitutionen dargestellt. Im strukturellen Aufbau unterscheiden sich das ReLPS von
Salmonella minnesota und das ReLLPS von Escherichia coli nicht grundsitzlich [32, 49, 50].
Der Fettsdurebereich das natiirlichen Isolat von E. coli ist wesentlich -einheitlicher
zusammengesetzt, als es bei S. minnesota der Fall ist [49, 50]. Salmonellen zeigen ebenfalls
hiufig Substitutionen der beiden Phosphatgruppen und der KDO-Zucker [50], wihrend fiir
E. coli nahezu keine Substitution der Phosphatgruppen und nur ein sehr geringer Anteil an

heptaacytiliertem Lipid A beobachtet wird.

3.1.1.1 Salmonella minnesota ReLPS Re595

Es wurden mehrere Chargen 4 50 mg RelLPS von Salmonella minnesota von der Firma
SIGMA bezogen (L 9764). Die Extraktion des Materials wurde von SIGMA nach dem Phenol-
Chloroform-Ether-Verfahren [92] vorgenommen. FEine chromatographische Trennung der
verschiedenen Komponenten wurde nicht durchgefiihrt [50]. Bei Berechnungen wurde fiir
dieses Material eine mittlere Molmasse von Ms.m. = 2500 g/mol zugrunde gelegt (personliche
Mitteilung Dr. K. Brandenburg, Forschungsinstitut Borstel) .

Das lyophylisierte Material wurde ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.
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Abbildung 15 Strukturformel eines vollstdindig protonierten RelLPS-Molekiils. E. coli
ReLPS ist sehr homogen zusammengesetzt mit R;-R, =H [49]. Bei
Salmonella minnesota ReLPS ist die Variabilitit grofer, hdufige Substitu-
tionen sind R, =Palmitoyl, R, = 2-Keto-3-deoxyoctulonsdure, R; = Amino-
arabinose und R, = Phosphorylethanolamin [50].
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3.1.1.2 Salmonella minnesota ReLPS HL57

Von K. Brandenburg, Forschungsinstitut Borstel, wurden freundlicherweise 25 mg
ReLPS von Salmonella minnesota HL57 zur Verfiigung gestellt. Die Extraktion erfolgte im
Forschungsinstitut Borstel nach dem Phenol-Chloroform-Ether-Verfahren. Im Anschluf3 daran
wurde das Rohmaterial chromatographisch getrennt. Fiir dieses Material wurde eine mittlere
Molmasse von Ms.m. = 2500 g/mol angegeben (personliche Mitteilung Dr. K. Brandenburg).

Das lyophylisierte Material wurde ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

3.1.1.3 Escherichia coli ReLPS D31m4

Von N. Qureshi, Madison, Wisconsin (USA) wurden freundlicherweise insgesamt
25 mg RelPS von Escherichia coli isoliert, gereinigt und zur Verfiigung gestellt. Die
Extraktion und die Reinigung des Material erfolgte analog zu dem von Qureshi et al.
publizierten Verfahren [49]. Das hoch gereinigte Material wurde {iber einen Ionenaustauscher
in die freie Sdureform iiberfithrt. Die grofte Teil der Substanz ist massenspektroskopisch
einheitlich mit einer Molmasse von Mg, =2232 g/mol. Die Substanz entspricht der in

Abbildung 15 gezeigten Strukturformel mit R;-R, = H.

3.1.2 Polymyxin B
Das verwendete Polymyxin B wurde freundlicherweise von der Firma Pfizer zur
Verfligung gestellt und ohne weitere Reinigungsschritte eingesetzt. Fir dieses Material

(Polymyxin B- Sulfat) ist vom Hersteller eine Molmasse von Mpyus = 1386 g/mol angegeben.

3.1.3 Polymyxin B-Nonapeptid (PmBN)

Beim Polymyxin B-Nonapeptid handelt es sich um ein durch enzymatische Spaltung
zwischen Dab (1) und Thr(2) erzeugtes Fragment des Polymyxin B. Es entspricht ansonsten
der in Abbildung 4 gezeigten Strukturformel [12]. Durch den fehlenden aliphatischen Rest ist
diese Substanz vorwiegend hydrophil und weist eine im Vergleich zu PmB reduzierte
Gesamtladung auf. Die verwendete Substanz wurde von Fluka bezogen. Die Molmasse

betréigt nach Angabe des Herstellers Mpysny = 1035 g/mol.
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3.1.4 Losungsmittel

Fiir die Monofilmpréparation wurden die Lipide in Chloroform (Merck, ultrapurum)
gelost. Als Losungszusitze wurden Ethanol (Merck, reinst) und Wasser eingesetzt. In allen
Experimenten dieser Arbeit wurde ausschlieflich tridestilliertes Wasser aus einer

Quarzapparatur verwendet.

3.2 Durchfiihrung der Experimente
Es folgt eine Beschreibung der verwendeten Apparaturen und experimenteller Details.
Fiir die theoretischen Berechnungen werden die verwendeten Parameter zur Steuerung der

Simulationsbedingungen angegeben.

3.2.1 Pulverdiffraktometer

Die Rontgenbeugungsexperimente wurden an einem selbstfokussierenden Pulver-
diffraktometer im © - 2@ Modus durchgefiihrt. Das Gerit besteht aus einem GroBwinkel-
goniometer vom Typ PW 1050 der Firma Philips, einem Graphitmonochromator vom Typ 3-
202 der Firma AMR, sowie einem Hochspannungsgenerator und einem Szintillationszdhler der
Firma EFG GmBH (Berlin, Deutschland).

Die aus der Rontgenrdhre (Kupfer-Anode, A=0,15405 nm, U =40 KV, =20 mA) aus-
tretende Strahlung gelangt durch einen Divergenzschlitz (0,25°) auf die im Diffraktometer-
mittelpunkt befindliche Probe. Die gebeugte Strahlung passiert einen Empfangerschlitz (0,2°),
eine Soller-Blende, den Monochromatorkristall sowie einen weiteren Schlitz (0,25 - 0,50°), an
den sich der Szintillationszdhler anschlieft. Abhéngig von der jeweiligen Probenbeschaffen-
heit wurde pro MeBpunkt 0,1 -60 sek. gemessen. Der Vorschub variierte zwischen
0,01 - 0,025° im Bereich von 1,0° <2 @ <7,0° und bis zu 0,1° (30° <2 @ < 50°). Der Primér-
strahl wurde im Bereich von 0.0°<2 © <1,0° durch einen Bleiblock ausgeblendet, um
Storungen der Messung durch Primér- und/oder Streustrahlung zu vermindern. Die Steuerung
der Apparatur und die Aufnahme der MeBwerte erfolgte durch einen PC. Alle Unter-

suchungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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3.2 Durchfiihrung der Experimente

Die Berechnung des Doppelschichtabstandes der untersuchten Proben erfolgte unter
Verwendung der in Kapitel 2.4. gezeigten Bragg'schen Gleichung. Mit 8 wird der halbe

Beugungswinkel bezeichnet, A bezieht sich auf die verwendete Wellenldnge und die Ordnung

des lamellaren Reflexes wird mit » ausgedriickt.

3.2.1.1 Probenpriparation fiir die Pulverdiffraktometrie

In Voruntersuchungen hat sich gezeigt, dafl eine Probenpraparation nach dem Langmuir-
Blodgett -Verfahren [93] nicht mdoglich ist, da nicht mehrere Schichten auf den Triger
tibertragen werden konnten. Daher erfolgte die Prdparation von multilamellaren Schicht-
systemen fiir die Pulverdiffraktometrie ausschlielich durch Antrocknen wéaBriger
Lipidlosungen [94, 95, 96].

Beim Antrocknen von Lipidldsungen bilden sich beim Verdunsten des Losungsmittels
multilamellare Schichtsysteme aus, die analog zu Langmuir-Blodgett(LB)-Proben aufgebaut
sind [94,95]. Widhrend man bei LB-Filmen die genaue Anzahl der iibertragenen Schichten
kennt, ist es bei einer Préparation durch Antrocknen einer Lipidlosung nicht moglich, direkt
die Anzahl der Multischichten zu bestimmen. Der grof3e Vorteil dieser Methode besteht darin,
daB man Lipid- oder auch Mischssysteme untersuchen kann, die sich durch die Langmuir-
Blodgett-Methode nicht auf ein Tragermaterial tibertragen lassen und deshalb experimentell
nicht zugénglich wéren. Die Praparation der Proben ist tiberdies wesentlich schneller moglich,
erfordert aber groBBere Materialmengen.

Fiir die Probenpréparation wurden 200-500 pg ReLLPS in 25-50 ul Wasser (dreifach
destilliert) suspendiert. AnschlieBend wurde die Probe fiir 5 min geschiittelt und fiir

ca. 10 min in einem Ultraschallbad (Branson, 30 W HF-Leistung) bei 50-60°C beschallt. Die

Probe ruhte fiir 30 min bei Raumtemperatur. Anschlieend wurden 15-25 pl auf die polierte
Seite eines ungefihr 20*20 mm groflen Stiickes eines Silizium-Wafers (Firma Wacker-
Chemie, Burghausen, Deutschland) aufgebracht. Das angetrocknete Material (1-4 h
Trocknungszeit) belegte typischerweise eine Flache von 5-10 mm Durchmesser.

Die Praparation von ReLPS/PmB(N)-Mischungen erfolgte nach dem gleichen
Verfahren. Die Mischlésung wurde aus ReLPS- und PmB-Stamml6sungen hergestellt und
nach dem oben beschriebenen Verfahren behandelt (schiitteln, beschallen, abkiihlen auf

Raumtemperatur) und auf einen ca. 1 x 1 cm gro3en Tréger aus Silizium aufgebracht.
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3.2.1.2 Behandlung von Rontgenproben

Da sich im Verlauf der Untersuchungen herausstellte, dall die praparierten Mischproben
in den Rontgenmessungen in nahezu allen Fillen ein Diffraktogram gezeigt haben, das keine
Auswertung ermoglichte, wurde ein Verfahren entwickelt, das die Aggregationsform
unbeeinflult 14Bt, aber sowohl die lamellare- als auch die Stapelordnung erheblich verbessert
und damit auch eine Auswertung der ReLPS /PmB(N)-Mischsysteme ermdoglichte. Eine
ausfithrliche Beschreibung des Verfahrens ist in einer Publikation dargestellt [96], so dal3 hier
nur das Prinzip des Verfahrens kurz skizziert wird.

Die Proben werden nach dem Antrocknen des Lipides, bzw. der Lipidmischung in einen
Exsikkator iiberfiihrt, der eine Kristallisierschale mit Wasser enthilt. Der Exsikkator wird so
verschlossen, da3 entstehender Dampf entweichen kann. AnschlieBend wird er in einen
Trockenschrank gestellt und fiir 24 - 48 h auf ca. 65°C erhitzt. Dann wird der Exsikkator aus
dem Trockenschrank entfernt und der Deckel abgenommen, um die Bildung von Kondens-

wasser zu vermeiden. Die Probe kiihlt innerhalb von 10 min auf Raumtemperatur ab.

3.2.2 Filmwaage

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Filmwaage (Hersteller Mayer Feintechnik,
Gottingen) basiert auf einer von Fromherz modifizierten Anordnung der Langmuir-
Apparatur [97]. Die Gesamtfliche der Filmwaage betrigt 362 cm?, aufgeteilt in
8 Kompartimente, wovon eines zur Prdparation von Langmuir-Blodgett Multischicht-
praparaten eine Vertiefung aufweist. Die Kompartimente sind vollstindig aus chemisch
inertem Teflon (Polytetrafluorethylen-PTFE) gearbeitet und in ein eloxiertes Aluminum-
chassis eingesetzt.

Zwei aus Teflon bestehende Barrieren sind an einem 2-Achssystem im Mittelpunkt der
Apparatur befestigt und konnen unabhéngig voneinander bewegt werden. An einer Barriere ist
zur Messung des Oberflachendrucks eines Monofilms ein Sensor nach dem Wilhelmy-Prinzip
angebracht [98]. Die maximale Auflésung im verwendeten Versuchsaufbau liegt bei

0,1 mN/m.

48



3.2 Durchfiihrung der Experimente

| Y
h .

X

R 0%
prosesssetete
SEKKRK,

%
5355
b,

x>

93
%
a%e

X
3
2eeS

KT
S8
%% %%

P
(>

<X
9

<0
RO

S

%%

Abbildung 16 Schematischer Aufbau der Filmwaage nach Fromherz. a) dufferer Rand,
b) Segmentunterteilung, c) innerer Rand, d) Uberlaufrinnen, e) Vertiefung zum
Anfertigen von Multifilmen nach der Langmuir-Blodgett-Methode, f) Barriere mit
Drucksensor, g) Drucksensor und h) Wilhelmy-Waage zur Messung des Ober-

fldchendrucks, i) zweite Barriere, j) zentrale Achse

Die von den Barrieren eingeschlossene Flache wird elektronisch mit Hilfe von zwei

Schleifpotentiometern ermittelt. Die Methode erlaubt eine Fldchenbestimmung mit einer

Genauigkeit von <0,5 cm? Alle Messdaten, wie Druck, Fldche, Temperatur und Luft-
feuchtigkeit werden iiber einen galvanisch getrennten AD-Wandler (12 bit Auflosung ) auf
einen PC iibertragen und parallel dazu auf einem XY-Schreiber aufgezeichnet.

Die Temperatur der Apparatur wird durch einen Thermostat vom Typ F3, Firma Haake,
gekoppelt tiber einem Wasserbad, geregelt. Messungen sind in einem Temperaturbereich von
10-35°C moglich. Bei hoheren Temperaturen kommt es zu Verfilschungen bei der
Bestimmung des Oberflichendrucks, da sich der Meniskus der Subphase durch das

beschleunigte Abdampfen der Fliissigkeit bei hoheren Temperaturen stetig verdndert, was
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wiederum einen direkten Einflu auf die Kalibrierung des Oberfldchendruckes hat. Die
gesamte Apparatur ist zur Entkopplung von Geb#dudeschwingungen auf einer Granitplatte
aufgestellt und wird von einer Plexiglashaube vollstdndig eingeschlossen, um den Einflufl von
Luftbewegungen auf die Messungen zu minimieren.

Die Apparatur wurde regelmiBig nach folgender Prozedur durchgefiihrt [99]: Um
organische Substanzen restlos zu entfernen, wurde 0,1 N wissrige HCI mit waBriger KMnO,
-Lsg. und katalytischen Mengen Fe**- oder Mn*'-Ionen versetzt. Diese Losung wurde iiber alle
Kompartimente verteilt und auf ca. 50 °C erwdarmt. Nach 30 min wurde das iiberschiissige
Permanganat mit H,O, reduziert, die Sdure mit NaOH neutralisiert und die wéssrige

Salzlosung abgezogen.

3.2.2.1 Isothermen-Messungen

Zur Messung des Phasenverhaltens und des Fldchenbedarfs von ReLPS wurden
Isothermen auf verschiedenen Subphasen gemessen. Zundchst wurde das Lipid in reinem
Chloroform bzw. in einem terndren Gemisch aus Chloroform/Methanol/Wasser in einem
Volumenverhiltnis von 47:14:1,5 in Lésung gebracht. Diese Losung wurde fiir 5 min in
einem Ultraschallbad (Branson, 30 W HF-Leistung) beschallt und dann fiir 15 min. bei
4 - 6°C gelagert. Diese Behandlung wurde mindestens zweimal wiederholt, bis die Losung
klar bzw. nur schwach getriibt war.

Wenn nichts anderes angegeben ist, wurden die Isothermen auf Aqua tridest. als
Subphase gemessen. Salz- oder Pufferlosungen wurden ebenfalls aus Aqua tridest. hergestellt.

Die Filmwaage wurde auf 21 °C temperiert und die Segmente mit der Subphase befiillt. Mit

einer Hamilton-Microliter-Spritze wurden 20-50 pul der Lipidlosung vorsichtig auf die
Subphase aufgegeben (gespreitet). Nach Verdunsten des Losungsmittels (ca. 2 min) wurde die
Apparatur mit einem Plexiglasdeckel verschlossen, um Luftbewegungen iiber dem Monofilm
zu minimieren. In den ersten 30 Sek. der Messung wurde fiir alle Parameter (Druck, Fléche,
Temperatur) eine Grundlinie vom MefBrechner aufgezeichnet. AnschlieBend wurde die
Monofilmfliche mit einer Geschwindigkeit von 20 - 30 cm? / min. reduziert, wihrend parallel
mit einem XY-Schreiber der Oberfldchendruck aufgezeichnet wurde. Nach jeder Messung ist

die Subphase vollstdndig ausgetauscht worden. Alle Messungen wurden mehrfach wiederholt,
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3.2 Durchfiihrung der Experimente

so daB} es sich bei den ermittelten Daten um Mittelwerte aus 3-10 Messungen handelt. Die

absolut gemessenen Fldchenwerte wurden zur besseren Vergleichbarkeit in Flache pro

Molekiil (A [nm?] ) umgerechnet nach:

AOI*M

1e

A:v * ¢ % 60,23

( Aw = Fldche in cm?, M= Molmasse des Lipides g/mol, v = aufgegebenes Volumen der
Lipidlosung in gl und ¢ = Konzentration der Lipidlosung ) in mg / ml).

3.2.2.2 Messungen zur Einlagerung aus der Subphase (Isobaren-Messungen)

Die Analyse der Wechselwirkungen von geldsten Substanzen in der Subphase mit
Monofilmen erfordert ein anderes Vorgehen. Die einzulagernde Substanz wurde in der
Subphase gelost, wobei die Konzentration mindestens im micromolaren Bereich liegen mulfte.

Dann wurden zwei Segmente mit dieser Losung und die restlichen Segmente mit reinem Aqua

tridest. aufgefiillt.
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Abbildung 17 Schema des Versuchsablaufes bei der Einlagerung von Substanzen aus der Subphase.
Der Monofilm wird zundchst auf Aqua tridest gespreitet (a) und dann auf eine PmB-

haltige Subphase transportiert (b).

30-60 pul der Lipidlosung wurden dann auf der reinen Subphase (Aqua tridest.)
gespreitet (s. Abbildung 17a). Nach dem Verdampfen des Losungsmittels folgte eine

Komprimierung des Monofilms bis zu einem Oberflichendruck von 11=30 mN / m. Nach
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einer kurzen Aquilibrierungsphase von 2 - 3 min. wurden die beiden Barrieren gekoppelt , so
daBl die eingeschlossene Flédche (Asw) konstant blieb. Es folgte ein ziigiger Transport des
Monofilms (ca. 2 min) iiber die Subphase, in der die zu untersuchende Substanz geldst war
(s. Abbildung 17b). Nach der Entkopplung der beiden Barrieren wurde der Oberfldchendruck
wieder durch die Steuerelektronik durch Verédnderung der Monofilmflache nachgeregelt.

Der MefBrechner zeichnete iiber den gesamten Zeitraum mit einer Frequenz von 1 Hz
alle Parameter (Druck, Fldche, Temperatur, Luftfeuchtigkeit) auf. Alle Messungen wurden
ebenfalls mindestens zweimal wiederholt. Die Fldchendnderung berechnet sich aus dem
Quotienten der Monofilmflédche des Monofilms am Ende des Experiments (Ague), zur Fldche

unmittelbar nach der Entkopplung der Barrieren (Asw) vor der Einlagerung.

y A4 < 100 Abnahme der Monofilmflich
AA=100 % — " AA = 100 keine Flichencinderung
Start AA > 100 Zunahme der Monofilmfldich

3.2.3 DSC-Messungen

DSC Messungen wurden am Fritz-Haber-Institut (Berlin) an einem Kaloriemeter vom
Typ MicroCal MC-2 (MicroCal Northampton, Mass., USA) von Dr. J. Frank durchgefiihrt.
Fir die Messungen wurde die Probenzelle (V =1,2249 ml) mit einer LOsung von
S. minnesota ReLPS in Aqua tridest. mit einer Konzentration von 1-2,5 mg/ml befillt
(pH=16.5). Bei allen DSC-Messungen wurde unter stdndigem Rithren dreimal der
Temperaturbereich von 5 - 55 °C mit einem Temperaturgradienten von 20 °C / h durchlaufen.

Mischsysteme definierter Stéchiometrie von ReLPS mit PmB wurden durch Mischen
von Polymyxin B-Losungen (cpms = 0,25 - 1,0 mg/ml in Aqua tridest.) mit ReLPS-Lsungen
hergestellt.

ReLPS von E. coli wurde sowohl in reinem Aqua tridest (resultierender pH = 3,2), als
auch in Tris-HCI-Puffer (50 mM, pH =7.5) mit einer Konzentration von cgcui= 1,0 -
2,5 mg/ml geldst. Mischungen von E. coli ReLPS mit PmB wurden nur in Tris-HCI-Puffer bei

einem pH von 7,5 untersucht.
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Die gemessene Warmekapazitit C, (J/°C) kann durch Einbeziehung des Zellvolumens
und der Konzentration in die molare Wérmekapazitiat C,” (kJ/mol/°C) umgerechnet werden.

Die Phasentibergangstemperatur 7T (°C) wurde am Maximum der Wérmekapazitit nach
Abzug der Grundlinie der jeweiligen Messung bestimmt. Die berechnete Fldche unter der

DSC-Kurve entspricht der Phasenumwandlungsenthalpie AH_ (kJ/mol).

3.2.4 ITC-Messungen

Die Messungen zur Isothermen-Titrations-Kaloriemetrie (ITC) wurden ebenfalls von
Dr. J. Frank am Fritz-Haber-Institut (Berlin) durchgefiithrt. Zu diesem Zweck wurde ein
hochempfindliches OMEGA-Mikrokalorimeter der Firma MicroCal Inc. (Northampton, MA,
U.S.A.) verwendet. Das Gerdt wurde durch ein elektrisches Testsignal kalibriert.

Zur Titration wurde ReLLPS von S. minnesota in Aqua tridest. mit einer Konzentration
von ¢s min. = 0,2 mM gel6st und in die Probenzelle (V = 1.3592 ml) gefiillt. In der Referenz-
zelle befand sich Aqua tridest., dem 0,05% Azid zugesetzt war. Eine 100 pl-Hamiltonspritze
wurde mit einer PmB-Losung (cpms =2.9 - 7,2 mM) gefiillt. Nach der thermischen

Aquilibrierung des gesamten Systems sind jeweils 5 pl der PmB-Losung in Abstinden von
5 min in die Probenzelle injiziert worden. Um eine vollstdndige Vermischung der Losung
sicherzustellen, wurde wihrend der ganzen Messung die Fliissigkeit in der Zelle mit
400 Umdrehungen pro Minute geriihrt. Aus der resultierenden Auftragung der Wirme-
freisetzung liber der Zeit (Injektionsnummer) ist die Stéchiometrie n, die Bindungskonstante
K und die Bindungsenthalpie AH der Wechselwirkung von ReLPS mit PmB bei der
jeweiligen Temperatur (25 °C und 37 °C) berechnet worden.

Analog wurden die Messungen fiir ReLPS von E. coli, gelost in 5 - 50 mM Tris-HCI-
Puffer (pH = 7.5), durchgefiihrt.

3.2.5 Cryo-Elektronenmikroskopie
Die Cryo-elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind von Dr. Jaeger am Fritz-Haber

Institut (Berlin) angefertigt worden. Bei dem verwendeten Gerét handelt es sich um eine

Eigenentwicklung des Instituts (DEEKO 250) [72].
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1 mg ReLPS von S. minnesota wurde in 200 pl Aqua tridest. gelost und fiir einige
Minuten auf 50 °C erhitzt. Eine Aquilibrierung der klaren Losung erfolgte fiir 30 min bei
einer Temperatur von 25°C bzw. 37 °C. Anschlieend wurde ein kleiner Tropfen auf ein
Kupfer-Grid gegeben und dieses sofort in fliissigem Propan eingefroren.

ReLPS / PmB-Mischungen wurden durch Zugabe von PmB-Losung zur RelLPS-Losung
und anschlieBendem Erwidrmen auf 50 °C hergestellt. Weder die reinen ReLPS-Losungen
noch die Mischungen mit Polymyxin wurden mit Ultraschall behandelt. Insgesamt wurden
vier verschiedene Proben hergestellt:

a) reines ReLPS bei 25 °C
b) reines ReLLPS bei 37 °C
¢) ReLPS/PmB(n=0.7) bei25°C
d) ReLPS/PmB (n=0.7) bei37°C.

3.2.6 Dynamische Lichtstreuung
Die Experimente zur dynamischen Lichtstreuung wurden von J. Schiiler am Institut fiir

Kristallographie, FU-Berlin, durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden Mischungen von

ReLPS und PmB unterschiedlicher Molaritét (¢ = 1 mmol) aus Aqua tridest. hergestellt und
vor der Messung durch einen sterilen Filter (Sartorius, Porengrofle 200 nm) gefiltert. Die
Messungen erfolgten unter Verwendung eines ALV SP-86 Spektrogoniometers und einem
Adlas DPY 315 IlI-Lasers (532 nm). Das MefBsignal wurde mit einem Thon EMID 191 A
Photomultiplier aufgenommen, verstédrkt und digitalisiert. Alle Messungen wurden bei einem
Streuwinkel von 20° durchgefiihrt. Fiir jeden MeBpunkt wurden jeweils 20 Spektren
(a 30 sek) aufgenommen. Die Spektren wurden tiber das Programm CONTIN [73,74] in
hydrodynamische Radien umgerechnet, gemittelt und gegen das molare Mischungsverhiltnis

aufgetragen.

3.2.7 Molekiil-Dynamik Simulation von LPS Membranen

3.2.7.1 Generierung der Membranen

In allen MD-Simulationen wurde ausschlielich mit einer einzigen Strukturvariante von
E. coli ReLPS gearbeitet. Die chemische Struktur entspricht dem in Abbildung 15 gezeigten
Aufbau mit R;-R,= H.
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3.2 Durchfiihrung der Experimente

Als Ausgangskonformation des ReLPS wurde ein von Kastowsky et al. publiziertes
Modell verwendet [21]. Zur Erzeugung einer Packung wurde auf ein von Kastowsky
entwickeltes Verfahren zuriickgegriffen [95]. Im folgenden wird nur das Prinzip dieser
Methode kurz erldutert.

Ein einzelnes Molekiil wird im Koordinatenursprung fixiert. Ein zweites Molekiil
desselben Typs wird nacheinander auf einer Reihe von Startpositionen rund um das erste
Molekiil plaziert. AnschlieBend wird die rdumliche Anordnung der beiden Molekiile
zueinander mit dem Programm »MOLECULE« nach dem »Rigid-Body«-Verfahren
minimiert [95], wobei die Konformation beider Molekiile unverdndert bleibt. Bei diesem
Schritt sind sowohl Translation als auch Rotation des zweiten Molekiils erlaubt. Die
minimierten Dimere werden in Bezug auf &hnliche Positionen des zweiten Molekiils in
Gruppen zusammengefal3t und entsprechend der Energie sortiert. Die energetisch giinstigsten
Anordnungen werden anschlieBend darauthin untersucht, ob der Aufbau einer geschlossenen

Membran moglich ist.

3.2.7.2 Randbedingungen der MD-Simulation

Die Simulationsrechnungen wurden unter Verwendung eines einheitlichen Kraftfeld-
Parametersatzes mit der kommerziellen Version des Programms CharmM 22 (MSI) und mit
der neueren Version CharmM 24gl (Karplus) durchgefiihrt. Testrechnungen mit kleinen
Systemen zeigten eine sehr gute Ubereinstimmung beider Programmversionen. Der
verwendete Parametersatz beruht auf dem Standardparametersatz von CharmM 22 und der
Erweiterung fiir Phospholipide von Schlenkrich [86, 87].

Fiir alle MD-Simulationen wurden identische Einstellungen der Programmparameter
gewdhlt. Die verwendeten Parameter der Steuerungsdatei der Simulation basieren auf
umfangreichen Vorrechnungen. Die Einstellungen sind in Tabelle 1 zusammengefalit. Dort
finden sich ebenfalls weitere technische Angaben der verschiedenen Simulationsrechnungen.

Die Simulationen wurden bei einer Temperatur von 350 K durchgefiihrt. Durch die
hohere Temperatur werden sowohl konformationelle Verédnderungen als auch Modifikationen
des Packungsmusters wihrend der Simulation beschleunigt. Somit kdnnen instabile, bzw.
auch potentiell metastabile Systeme frither erkannt werden, was bei dem extrem hohen

Rechenzeitbedarf von Membransystemen von sehr gro3er Bedeutung ist.
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Kapitel 3 Substanzen und Durchfiihrung der Experimente

Fiir die Durchfiihrung einer Membran-Simulation wurden die Koordinaten der Packung
und anschlieBend die Angaben zur Erzeugung der zweidimensionalen periodischen Randbe-
dingungen eingelesen. Das System wurde vor der eigentlichen Simulation nach dem
Verfahren des grofiten Gradienten (steepest descents) und nach einem modifizierten Newton-
Raphson-Verfahren in je 2500 Schritten minimiert [100], um ungiinstige Wechselwirkungen,
die durch den Aufbau der Packung entstanden sein konnten, zu beseitigen. Dann erfolgte die

Simulation entsprechend den Angaben in Tabelle 1.

Tabelle 1 CharmM-Parameter der MD-Simulationen.

Keyword Wert Erliuterung

TIME 0,001 Zeitschritt in ps

CDIE X Dlelektrlzltéits“iert .w1rd konstant gehalten (ansonsten
entfernungsabhéngig

in Wasser 1

EPS im Vakuum 80 } Wert der Dielektrizitdtskonstanten

IMGFRQ 25 Schrltte' b1§ zur Neube‘rechnung der Nichtbindenden-WW. mit
den periodischen Kopien
In der Aufheizphase wird alle IHTFRQ-Schritte die Temperatur

IHTFRQ 50 um TEMINC erhéht

INBFRQ 75 Schritte b1§ zur Neuberechnung der Liste nichtbindender
Wechselwirkungen

CUTNB 12 CutOff-Radius fiir nichtbindende Wechselwirkungen

FIRSTT 0 Temperatur zu Beginn der Simulation

FINALT 350 Simulationstemperatur

TEMINC 1,75 Temperatur Inkrement in K (s. auch IHTFRQ)

NSTEP (HEAT) 10.000 Schritte der Aufheizphase (10 ps)

NSTEP (EQUIL) 25.000 Schritte der Aquilibrierungsphase (25 ps)

NSTEP 100.000
Schritte der Simulation (100 ps, bzw. 200ps)

(SIMU) 200000

Die Dielektrizitdtskonstante wurde bei Simulationen im Vakuum auf einen Wert von
€ = 80 gesetzt. Bei explizieter Beriicksichtigung von Wasser im Simulationsensemble wurde
ein Wert von € =1 gewdhlt. Fiir die Auswertung wurde immer die gesamte Simulationsdauer

nach der Aquilibrierungsphase herangezogen (~ 100 ps). Die Aufheiz- und Aquilibrierungs-
phase wurde im allgemeinen nicht in der Auswertung berticksichtigt. Die Auswertung erfolgte

ausschlieflich mit selbst entwickelten Programmen.
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