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4 Ergebnisse

4.1 Rontgenuntersuchungen

Im folgenden werden die Resultate fiir reine ReLPS-Multischichtsysteme prdsentiert.
Anschliefiend werden die Ergebnisse der unterschiedlichen Mischsysteme RelLPS / PmB(N)
dargestellt. Alle Rontgenuntersuchungen sind, wenn es nicht anders angegeben ist, an ReLPS

R595 von Salmonella minnesota durchgefiihrt worden.

4.1.1 Beugungsbild reiner ReLPS-Multischichtpriparate von Salmonella minnesota
Im Abbildung 18 ist exemplarisch die Streukurve einer hoch gereinigten ReLLPS-Probe
(ReLPS HL 57, Salmonella minnesota, natiirliche Salzform) abgebildet. Die Probe zeigt

Reflexe bis zur 10. Ordnung, wobei die achte und die neunte Ordnung fehlen.
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Abbildung 18  Typische Streukurve einer ReLPS-Probe. Die Prdparation erfolgte durch antrok-
ken einer wdprigen Suspension.
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Nach 48 stiindigem Tempern zeigte diese Probe eine bemerkenswerte Verbesserung der
Streukurve. Es sind Reflexe bis zur 23. Ordnung zu erkennen. In der nachfolgenden Tabelle

sind alle Daten zu dieser Messung zusammengetalt.

Tabelle 2  Diffraktionsdaten einer hoch geordneten ReLPS-Multischichtprobe. Die
meisten Reflexe zeigen eine einheitliche Halbwertsbreite, lediglich bei den
hoheren Ordnungen ist eine allmdhliche Verbreiterung zu beobachten. Der

Doppelschichtabstand dieser Probe betrcigt d = 5,74 + 0,01 nm.

Ordnung rel. I’;,Z;“itdt 20 [deg] fl{alg;;’li;tzl;;zs
1 100,000 1,570 0,04
2 2,920 3,090 0,05
3 1,120 4,620 0,06
4 1,780 6,130 0,05
5 0,220 7,670 0,07
6 0,160 9,210 0,05
7 0,130 10,750 0,05
8 0,060 12,300 0,06
9 0,090 13,830 0,05

10 0,060 15,430 0,06
11 0,080 16,920 0,06
12 - - -
13 0,020 20,040 0,09
14 0,020 21,620 0,09
15 - - -
16 0,020 24,770 0,08
17 0,030 26,330 0,07
18 - - -
19 - - -
20 0,040 30,690 0,11
21 - - -
22 - - -
23 0,020 35,850 0,14
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Abbildung 19 Streukurve einer hoch geordneten RelPS-Multischichtprobe. Die zehnte und die
zwanzigste Ordnung setzen sich aus einer Uberlagerung zweier Reflexe zusammen.
Im vergroferten Ausschnitt ist die gute Ubereinstimmung der Mefwerte
(durchgezogene Linie) mit der Uberlagerung zweier Gauss-Funktionen (gestrichelte
Linien) zu erkennen.

4.1.2 Polymyxin B / ReLPS-Mischsysteme

Die Streukurven von PmB / ReLPS-Mischsystemen zeichnen sich im Vergleich zu
reinen ReLPS-Multischichtpridparaten in erster Linie durch eine deutlich reduzierte Intensitét
bei gleichzeitiger Verbreiterung der Reflexe aus. Mit zunehmendem Polymyxinanteil nimmt
bei den Mischsystemen die Halbwertsbreite der Reflexe weiter zu, wéihrend die Anzahl der

beobachteten Reflexe und die Streukraft der Proben deutlich abnimmt.
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Es finden sich ausschlieBlich Reflexe einer Periodizitdt. Fiir diese Periodizititen kann
von einer homogenen Mischung beider Substanzen ausgegangen werden. Auffillig ist die in
Tabelle 3 gezeigte stetige Abnahme des Doppelschichtabstandes mit zunehmendem Poly-
myxinanteil. Der d-Wert der dquimolaren Mischung ReLLPS /PmB (1:1) wurde nur aus der
ersten Ordnung berechnet und ist daher mit einem groB3en Fehler behaftet. Auch dieser Wert
liegt auf der linearen Extrapolation des Doppelschichtabstandes als Funktion des Mischungs-

verhiltnisses.

Tabelle 3 Doppelschichtabstand der PmB/RelPS Mischsysteme. Wiihrend die Anzahl der
beobachteten Reflexe bei allen Mischsystemen dhnlich ist, nimmt der Doppel-

schichtabstand kontinuierlich mit steigendem PmB-Gehalt ab.

Probe n [PmB] n [ReLPS] Reflex-  Doppelschicht-  mittlere Halb-

in [mol] in [mol] anzahl abstand [nm]  wertsbreite |deg]
I 0,0 1,0 22 5,74+0,01 0,05
I 1,0 16,0 7 5,45+0,03 0,05
11 1,0 8,0 4 5,34+0,09 0,04
v 1,0 4,0 3 5,23+0,06 0,08
v 1,0 2,0 3 4,88+0,06 0,08
VI 1,0 1,0 1 4,49+0,43 0,13

Die Mischprobe II zeigt Reflexe bis zur siebten Ordnung. Eine weitere Steigerung des
PmB-Anteils reduziert die Anzahl der Reflexe. Fiir Probe VI, bei einem Polymyxinanteil von

50%, ist nur noch die erste Ordnung zu beobachten.

60



4.1 Rontgenuntersuchungen

[PmB]/[ReLPS]=1:1

[PmB]/[ReLPS] =1 :

[PmB]/[ReLPS] =1 : 4

log. Intensitiit [a.u.]

[PmB]/[ReLPS] =1 :

[PmB]/ [ReLPS]=1":

OHHZ 4 6""8
2 O [deg]

Abbildung 20 Vergleich der Streukurven unterschiedlicher PmB / ReLPS-Mischungen. Man erkennt
eine deutliche Zunahme des Abstandes der einzelnen Reflexe mit steigendem Poly-
myxingehalt, d.h. eine Abnahme der Schichtdicke. Aufer bei der dquimolaren
Mischung sind immer die ersten drei lamellaren Ordnungen zu erkennen. Alle
Mischsysteme zeigen im Vergleich zu reinen ReLPS-Multischichtprdparaten nur
wenige und schwach ausgeprdgte Reflexe (vergl. Abbildung 18). Die dargesteliten
Kurven wurden zur besseren Ubersicht gegliittet.
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4.1.3 Polymyxin B-Nonapeptid / ReLPS-Mischsysteme

Bei den Mischsystemen PmBN / ReLLPS wird ein dhnliches Verhalten beobachtet wie
fiir PmB / ReLPS-Mischungen. Die Abnahme des Doppelschichtabstandes fillt allerdings bei
gleichem Molverhiltnis der Mischungen geringer aus als bei den vergleichbaren
PmB / ReLLPS-Proben. Ebenso ist die Halbwertsbreite der Reflexe in allen Fillen groBer. Die
beobachtete Reflexanzahl nimmt von fiinf auf drei ab. Auch bei der dquimolaren Mischung
sind noch drei Reflexe zu beobachten, die allerdings schwach ausgeprégt sind (s.Abbildung
21) gezeigt. Alle PmBN / ReLPS-Proben zeigen ein deutlich besseres Signal-Rauschverhéltnis

als die entsprechenden PmB-Mischproben.

Tabelle 4 Halbwertsbreite und Doppelschichtabstand der PmBN/RelPS-Mischungen.
Die Anzahl der beobachteten Reflexe der einzelnen Mischungen ist
vergleichbar mit den korrespondierenden PmB/ReLPS-Mischsystemen.
Allerdings verringert sich der Doppelschichtabstand, bezogen auf den PmBN-
Anteil  deutlich langsamer, als fiir die entsprechenden PmB/RelPS-

Mischungen.
Probe n [PmBN] n [ReLPS] Reflex-  Doppelschicht- mittlere Halb-
in [mol] in [mol] anzahl abstand [nm]  wertsbreite |deg]
I 0,0 1,0 22 5,74+0,01 0,05
I 1,0 16,0 5 5,75+0,03 0,06
11 1,0 8.0 5 5,63+0,03 0,08
v 1,0 4,0 4 5,46+0,03 0,09
v 1,0 2,0 4 5,16+0,04 0,09
VI 1,0 1,0 3 4,93+0,03 0,15
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Abbildung 21 Vergleich der Streukurven der verschiedenen PmBN / ReLPS-Mischproben.
Die dargestellten Kurven wurden zur besseren Ubersicht analog zu
Abbildung 20 gegliittet.
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4.2 Monofilmuntersuchungen an ReLPS

Es folgen zundichst die Mefergebnisse der beiden reinen RelPS-Systeme. Anschliefend
werden die Wechselwirkungen von RelPS-Monofilmen mit Polymyxin B und Polymyxin B-
Nonapetid dargestellt.

4.2.1 Charakteristika von Salmonella minnesota ReLPS
In Abbildung 22 ist eine typische Isotherme von Salmonella minnesota R595 Rel.PS auf
Aqua tridest. bei Raumtemperatur (21°C) dargestellt.
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Abbildung 22 Isotherme von ReLPS auf Aqua tridest. bei 21 °C. Die punktierte
Linie stellt die Tangente zur Bestimmung des Ay-Wertes dar. Der
Beginn des Phaseniibergangs (1T= 29mN/m) ist durch ein Pfeil
gekennzeichnet. Der gesamte Bereich des Phasentibergangs ist
schraffiert dargestellt.
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4.2 Monofilmuntersuchungen an ReLPS

Ein lateraler Druck wird ab einer Flichenbelegung von ~1,85 nm’ beobachtet. Die
Fliche pro ReLPS Molekiil betrdgt bei der in Abbildung 22 gezeigten Messung 4, = 1,54 nm?,
d.h. ~0,24 nm? pro Fettsdure. Der Verlauf der Isotherme ist zunichst von einem schnellen
Anstieg des lateralen Drucks geprégt.

Der Phasenzustand der Lipide kann bei Monofilmexperimenten nicht direkt ermittelt
werden. Da in der Regel alle Lipide einen zumindest dhnlichen Phasenverlauf zeigen, werden
im folgenden die einzelnen Bereiche der Isothermen von ReLPS in Analogie zu Phasen-
diagrammen von Phospholipiden (s. Abbildung 8) bezeichnet.

Der Beginn des Ubergangs von ReLPS-Monofilmen in den Koexistenzbereich der
flussig-/ fest-analogen Phase ist bei einem Druck von ~ 29 + 1 mN/m nur sehr schwach ausge-
pragt. Der Mittelwert des Phaseniibergangsbereichs aller Messungen liegt fiir reine
S. minnesota ReLPS-Monofilme bei Tp, = 31 £ 3 mN/m. Nach dem Phaseniibergang befindet
sich der Monofilm im fest-analogen Zustand. Die Steigung der Isotherme f#llt nur geringfligig
grofler aus als im fliissig-analogen Bereich. Der Monofilm kollabiert bei einem Druck von
ik = 50 mN/m.

Die Fldchenbelegung pro Molekiil betrdgt am Kollapspunkt im gezeigten Beispiel
Axg=1,14+ 0,01 mN/m. Die Kollapspunkte der Monofilme und der Beginn des Phasen-
tibergangs variieren fiir verschiedene Sigms-Chargen im Bereich von T, =27-32 mN/m.
Innerhalb einer Charge fallen die Variationen bei verschiedenen MeBserien deutlich geringer
aus und bewegen sich in einem Bereich von ATp, ==+1 mN/m und AA4,=+ 0,02 nm* Fiir
ReLLPS R595 von Salmonella minnesota wurde fiir die im folgenden verwendete Charge eine
mittlere Flichenbelegung von 4, = 1,59 £ 0,02 nm” gemessen.

Die Temperaturabhéngigkeit des Phaseniibergangs von ReLPS ist in Abbildung 23
zusammengefalit. Alle eingezeichneten Werte wurden auf Aqua tridest. bestimmt. Die

Temperaturabhéngigkeit des Phaseniibergangs wurde aus der Steigung ermittelt und ergibt

eine Geradengleichung der folgenden Form: T(T) = -2,734 + T [°C]*1,5442 [mN m™' °C].
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Abbildung 23 Temperaturabhdngigkeit des Phaseniibergangs von ReLPS von Salmonella
minnesota auf Aqua tridest.

Tabelle 5  Einfluf3 verschiedener Ilonen in unterschiedlichen Konzentrationen auf den
Phaseniibergang und den Kollapspunkt von ReLPS von Salmonella
minnesota R595 bei 22°C. Fiir alle Messungen wurde das Material einer

einzigen Charge verwendet.

Subphase ¢ [umol/l) Phaseniibergang Kollapspunkt

[mN/m] [mN/m]

aqua tridest. ; 311 67+5
NaCl 25 34+1 70+ 5
NaCl 250 38+1 68+5
NaCl 2500 40=+1 65+5
MgCl, 12,5 361 65+5
CaCl, 12,5 25+1 55+5
BaCl, 12,5 21+1 61+5
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4.2 Monofilmuntersuchungen an ReLPS

Der Phaseniibergang wird durch Ionen und auch durch Puffersubstanzen stark
beeinfluBit. Die Verwendung von TRIS zur pH-Einstellung hebt den Phasentibergang soweit
an, daf} ein ReLPS-Monofilm kollabiert, bevor der Phaseniibergang erreicht wird. Der Einfluf}
von lonen in der Subphase ist in der Tabelle 5 zusammengefal3t.

Wiahrend der Phaseniibergang mit zunehmender Ionenstdrke zu hoéherem Druck
verlagert wird, bleibt der Kollapspunkt nahezu unbeeinfluft. Eine Ausnahme bilden CaCl,
und BaCl,. Kalziumionen senken den Kollapspunkt um 12 mN/m, wéhrend Bariumionen
einen ReL.LPS-Monofilm weniger destabilisieren und den Kollapspunkt auf einen Druck von
61 mN/m reduzieren.

Der Phaseniibergang wird durch Magnesiumchlorid, wie durch die einwertigen
Kationen angehoben, wihrend CaCl, und BaCl, den Phaseniibergang zu deutlich kleineren

Driicken verschieben.

4.2.2 Charakteristika von ReLPS-Monofilmen von Escherichia coli

Da nur sehr wenig Material des hoch gereinigten Rel.PS von E. coli zur Verfligung
stand, wurden zur Charakterisierung dieses LPS nur Isothermen auf Aqua tridest. gemessen.

In Abbildung 24 ist eine fiir hoch reines E. coli ReLLPS typische Isotherme abgebildet.
Ein lateraler Druck baut sich ab einer Fldchenbelegung von A, = 2,20 nm? pro Molekiil auf.
Bis zum Beginn des Phaseniibergangsbereiches des Monofilms bei einem Druck von
Tipn = 23,5 £ 1 mN/m ist der Druckanstieg im fliissig-analogen Bereich bei der Kompression
des Monofilms gering. Der Koexistenzbereich der fliissig-analogen und der fest-analogen
Phase ist ausgeprédgt. Im anschlieBenden fest-analogen Gebiet steigt der Druck wihrend der
Kompression des Monofilms sehr schnell an. Die Fldche pro Molekiil betréagt
Ao(E. coli)=1,45+ 0,09 nm?, der Kollapspunkt wird bei K,= 60 + 5 mN/m beobachtet.
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Abbildung 24 Isotherme von reinem E.coli ReLPS auf Aqua tridest. bei 22° C.
Bis zum Beginn des sehr ausgeprdgten Phaseniibergangs bei
einem Druck von men = 23,5 + 1 mN/m ist ein langsamer Anstieg
des lateralen Drucks zu beobachten. Der Monofilm kollabiert bei
k~34 mN/m.

4.2.3 Wechselwirkung von PmB(N) mit ReLPS-Monofilmen

Die Wechselwirkung von Polymyxin B und von Polymyxin B-Nonapetid mit ReLLPS
wurde durch Einlagerung aus der Subphase bei einem lateralen Druck von 30 mN/m und einer
Temperatur von 21,0+ 0,5 °C untersucht. Die in Tabelle 6 angegebenen Werte stellen

Mittelwerte aus jeweils 8 bis 10 Messungen dar.
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Tabelle 6 Flichendnderung eines ReLPS-Monofilms durch Einlagerung von
PmB(N) aus der Subphase. Alle Messungen wurden bei einem lateralen
Druck von 30 mN/m durchgefiihrt.
Zu Vergleichszwecken wurden identische Experimente mit gereinigtem

ReLPS von Escherichia coli durchgefiihrt.

ReLPS (S. minnesota) ReLPS (E. coli)
Substanz AA[%] AA[%]
PmB 150,6 + 2,3 184,4 + 1,4
PmBN 1298 + 2,5 137,0+ 1,0

Die Einlagerung von Polymyxin B fiihrt zu einer erheblichen Flachenvergréferung des
ReLPS-Monofilms. Da es sich um relative Fldchendnderungen bezogen auf das jeweilige
Lipid handelt, muf3 die in den Abschnitten 4.2.1 und 4.2.2 ermittelte Fldchenbelegung pro
Molekiil des Lipides berticksichtigt werden, um den EinfluB des Polymyxins auf die
Monofilmfldche von S.minnesota und E.coli ReLLPS miteinander vergleichen zu konnen.

PmBN zeigt ebenfalls in beiden Féllen eine VergroBerung der Monofilmfldche. Die
Flachendnderung des Monofilms ist allerdings deutlich geringer, als die durch PmB

hervorgerufenen Fldchenzunahme. Die Einlagerung wird in beiden Féllen nicht durch die

Gegenwart von ein- oder zweiwertigen Kationen (1 pPmol< ckaion < 1 mmol ) beeinfluft.

4.2.4  Wechselwirkung von PmB mit Stearylamin / ReLPS - Mischfilmen

Der EinfluB der negativen Oberflichenladung eines ReLPS-Monofilms auf die
Penetration von PmB wurde durch Zugabe einer postiven Lipidkomponente ( Stearylamin )
untersucht. Diese Vorgehensweise hat den Vorteil das RelLPS chemisch nicht modifiziert
werden muf3 und die Oberfldchenladung durch das Mischungsverhiltnis frei gew#hlt werden
kann.

Ein- und zweiwertige Kationen, die durch Komplexierung der Phosphat- bzw. der
Carboxylatgruppen ebenfalls die Ladungsdichte reduzieren kénnten, haben keinen Einflu3 auf

die Penetration von PmB in einen ReLPS-Monofilm gezeigt (s. 4.2.3.).
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Abbildung 25 Fldichendnderung eines ReLPS / Stearylamin-Mischfilms durch Einlagerung
von PmB aus der Subphase (T = 22°C). Jeder Mefpunkt wurde aus zwei
Einzelmessungen  ermittelt.  Bei  einem  molaren  Verhdltnis  von

n [Stearylamin] / n[ReLPS] = 3 ist der Monofilm nicht mehr véllig stabil, so
daf es zu einer leichten Abnahme der Monofilmfldiche wdihrend der Messung
kommt.

In Abbildung 25 ist der Einflul des Stearylamin auf die Einlagerung des PmB aus der
Subphase in den Monofilm zusammengefal3t. Bei Abwesenheit des positiv geladenen Stearyl-
amins lagert sich PmB aus der Subphase ein und fiihrt zu einer VergréBerung der Fléche des
Monofilms (ReLPS von S. minnesota) um ~150 % (s. 4.2.3). Kleinere Mengen Stearylamin
( n [Searylamin] / n [ReLPS] < 1,0 ) reduzieren nicht die Penetration des Monofilms durch
Polymyxin B. Die Flidchendnderung fillt in diesem Konzentrationsbereich um ~ 5 % groBer
aus als fiir reine ReLPS-Monofilme (s. Tabelle 6).

Im Bereich von 1,0 <n <3,2 nimmt die durch Einlagerung von PmB hervorgerufene

Flachendnderung des Monofilms linear mit der zugesetzten Menge an Stearylamin ab. Ab

einem molaren Verhiltnis von n [Stearlyamin] / n [RelLPS] = 3,2 ist keine Finlagerung mehr

festzustellen. Demnach ist bei dieser Konzentration des positiv geladenen Stearylamins die
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Oberflachenladung des Monofilms soweit reduziert bzw. neutralisiert, dal keine Wechsel-
wirkung zwischen PmB und dem Monofilm mehr stattfindet. Eine weitere Steigerung des
Stearylamin-Anteils fiihrt zu einer leichten Abnahme der Monofilmfliche auf unter 100%
durch eine Destabilisierung des Monofilms .

Die Einlagerungsgeschwindigkeit des PmB aus der Subphase wird durch das
Stearylamin nicht beeinfluf3t.

4.2.5 Bestimmung der Flichenbelegung von Polymyxin B in ReLPS-Monofilmen

Die Flachenbelegung von Polymyxin B in einem ReLPS-Monofilm ist nicht bekannt.
Somit kann aus der gemessenen Flidchendnderung weder die Stochiometrie der Einlagerung
analysiert werden, noch kénnen Aussagen zur Anordnung des PmB-Molekiils in einem

ReLLPS-Monofilm gemacht werden.

Tabelle 7 Flichendnderung von ReLPS-Monofilmen in Abhdngigkeit vom Polymyxin B-
Anteil. 100% entsprechen einem reinen ReLPS-Monofilm. Alle Werte wurden bei
einem lateralen Druck von m = 30 mN/m gemessen und stellen Mittelwerte aus

wenigstens zwei Messungen dar.

Salmonella minnesota Escherichia coli
n [PmB] /n [ReLPS] AA [%] n [PmB]/n [ReLPS] AA [%]
0,00 100,0 £ 1,5 0,00 100,0 + 1,7
0,25 117,025 0,10 1144+ 3,0
0,40 126,0 + 1,0 0,20 116,8+2,5
0,50 1345+2)5 0,30 126,7 £ 3.4
0,60 1435+ 15 0,40 1345+ 1.4
0,70 150,0 £ 2,0 0,50 1449+ 1,5

Zur Bestimmung der Fldche pro Molekiil (4, -Pmb) von PmB wurden daher definierte
Mischungen von Polymyxin und ReLLPS auf Aqua tridest. als Subphase untersucht. Trégt man
die prozentuale Flichendnderung durch Zugabe von PmB als Funktion des Mischungs-
verhiltnisses auf, so ergibt sich die relative Flachenbelegung des Polymyxin aus der Steigung
der Ausgleichsgeraden, wie in Abbildung 26 gezeigt. Die Fldchenbelegung von PmB kann
tiber den 4,-Wert des jeweiligen ReLLPS (S. minnesota oder E. coli) in die absolute Fldche pro

Molekiil umgerechnet werden. Im Falle von Mischungen von PmB mit ReLPS von
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Salmonella minnesota erhdlt man eine Steigung von Ss,=72, wihrend fiir analoge
Mischungen mit ReLPS von Escherichia coli eine Steigung von Sg. = 84 ermittelt worden

ist (s. Abbildung 26). Die Fldchenbelegung von Polymyxin B errechnet sich damit zu:
Ag> "e(PmB) = S * Ay (S. minnesota) = 0,72 % 1,59 = 1,14 £ 0,05 nm?
A ““PmB) =Sk * Ay (E. coli) =0,84*1,49 = 1,19+0,09 nm?

Als Mittelwert ergibt sich daraus : 4o(PmB)=1,17 + 0,07 nm?.
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Abbildung 26 Fldchencnderung des Monofilms in Abhdngigkeit vom PmB-Anteil. Die
Mefswerte lassen sich durch eine einfache lineare Regression beschreiben.

Die Fldchenbelegung von Polymyxin B stimmt in den beiden untersuchten Rel.PS-
Monofilmen innerhalb des Fehlerbereiches gut iiberein. Die Flachenbelegung des PmB kann
nicht auf den Einbau des Fettsdurerestes zuriickgefiihrt werden, da fiir eine einzelne Fettsdure
eine Anderung der Gesamtfliche des Monofilms im Bereich von 2,0-3,0 nm? gefunden

wird [ 101].
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4.3 Kalorimetrische Untersuchungen

4.3.1 DSC-Messungen

In Abbildung 27 sind die kalorimetrischen Messungen fiir Salmonella minnesota ReLLPS
dargestellt. Fiir alle Salmonella minnesota ReLPS Systeme findet man bei den DSC-
Messungen einen komplexen Kurvenverlauf. Die experimentell gemessenen Kurven lassen
sich durch Uberlagerung von drei Gaussfunktionen annihern. Entsprechend sind in Tabelle 8

jeweils die Werte fiir alle drei Einzelkomponenten aufgefiihrt.
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Abbildung 27 DSC Messungen von Salmonella minnesota ReLPS wund unterschiedlichen
Mischungen von ReLPS mit Polymyxin B (links). Alle Daten zu diesen Messungen
sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Im rechten Teil der Abbildung ist die Auswertung der Mefskurven (durchgezogene
Linie) durch additive Uberlagerung dreier Gaussfunktionen (schraffierte Kurven)
skizziert. Die gepunktete Linie entspricht der Addition der drei Gaussfunktionen.

Das verwendete ReLLPS von S. minnesota setzt sich aus mehreren Einzelkomponenten
zusammen [50]. Da bei der DSC-Messung der Phaseniibergang des Fettsdurebereichs von der
Lq- in die Lg-Phase gemessen wird, ist davon auszugehen, dal die unterschiedliche Zu-
sammensetzung des Fettsdurebereiches der verschiedenen ReLLPS-Komponenten zu diesen
Melergebnissen fiihrt. Im Fettsdurebereich findet man bei S. minnesota drei unterschiedliche
acylierte (penta-, hexa-,heptaacyl) Lipid A-Grundkorper. Ob es sich bei jedem Einzelpeak um
jeweils eine dieser ReLPS-Komponente handelt, konnte nicht eindeutig geklédrt werden, da
kein RelLPS von S. minnesota mit homogener Fettsdurezusammensetzung zur Verfligung

stand.
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Bei der Zugabe von Polymyxin ist festzustellen, dal3 die drei einzelnen Komponenten

unterschiedlich stark beeinflullit werden. Am stédrksten werden die beiden Hauptpeaks bei
T =24°C und bei T =32,7°C durch PmB beeinflult. Eine einheitliche Tendenz der

einzelnen Komponenten ist nicht zu erkennen. Allerdings nimmt die Phasenumwandlungs-
enthaplie  kontinuierlich ab und ist bei einem molaren Verhiltnis von
n [PmB]/ n [ReLPS] =0,72 auf weniger als 15% des Ursprungswertes fiir reines ReLPS
reduziert. Durch die Gegenwart von Polymyxin wird die Phasenumwandlungsenthalpie
drastisch reduziert. Parallel dazu kommt es zu einer leichten Verschiebung der Phasenum-

wandlungstemperatur 7', zu héheren Werten.

Tabelle 8 DSC-Daten fiir reines ReLPS von S. minnesota und Mischungen von ReLPS und
PmB (pH = 6,5). Es sind jeweils die Phaseniibergangstemperatur T,, und die

Enthalpie des Phaseniibergangs (AH, ) der drei einzelnen Komponenten

(s. Abbildung 27) einer DSC-Kurven zusammengefafst. In der letzten Spalte ist

die Summe der Phaseniibergangsenthalpie fiir die verschieden Messungen

dargestellt.
_n [PmB T [°C] AH . [kJmol'] S AH . [kJmol']
n [ReLPS] m cal cal
32,7+0,1 18,40 £ 0,03
0 29,3+ 0,1 8,18+ 0,03 49,94 + 0,09
24.0+0,1 23,36 + 0,03
35,1+ 0,1 3,14 + 0,03
0,18 29,6 + 0,1 12,90 + 0,03 24,62 + 0,09
24.0+0,1 8,58 + 0,03
354402 2,16 + 0,03
0,36 252+0,2 13,76 + 0,03 17,15 + 0,09
23,4+0,2 1,23 0,03
0,72 40,4 +0,2 0,93 + 0,05
28,0+ 0,2 6,24 + 0,05 7170
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Fiir ReLPS von E. coli (s. Abbildung 28) findet sich im Gegensatz zu den gezeigten

DSC-Kurven von S. minnesota ReLLPS (s. Abbildung 27) sowohl fiir das reine System als

auch fiir Mischungen mit Polymyxin B jeweils nur ein einziger asymmetrischer Peak. Die

Beeinflussung der Phasenumwandlung durch Polymyxin ist vollig analog zu den fiir

S. minnesota beschriebenen Verdnderungen. Mit einem zunehmenden Polymyxin-Anteil geht

eine erhebliche Abnahme der Enthalpiednderung, sowie eine leichte Verschiebung der

Phaseniibergangstemperatur zu hoheren Werten (Maximum des Kurvenverlaufes) einher. In

Tabelle 9 sind alle Daten zusammengefal3t.
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Abbildung 28 Ergebnisse der DSC -Messungen von E. coli ReLPS. Links sind die Kurvenverldufe
fiir reines RelPS und fiir Mischsysteme ReLPS / PmB (pH = 7,5) dargestellt. Alle
Messungen zeigen nur einen einzigen Peak. Die Enthalpie der Phasenumwandlung

Tabelle 9

nimmt mit zunehmenden PmB-Anteil stark ab.
Im rechten Teil der Abbildung ist der Verlauf einer DSC-Messung von reinem ReLPS
bei pH = 3,2 aufgetragen. Der Phaseniibergang ist um mehr als 20°C zu hoheren

Temperaturen verschoben.

Ergebnisse der DSC-Messungen fiir hochreines ReLPS von E. coli

und Mischungen von ReLPS mit Polymyxin B.

_n [PmB] ° -1
7 [ReLPS] T [°C] AH  [kJmol”] pH
0 443+0,2 58,5+04 3,2
0 21,3+£0,1 25,1+04 7,5
0,2 21,9+0,2 20,9+0,8 7,5
0,6 23,9+0,2 9,2+0,8 7,5
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Um die pH-Abhéngigkeit der DSC-Messungen zu untersuchen, wurde ReLLPS von
E. coli, das in der freien Sdureform vorlag, in einem Experiment in Aqua tridest. geldst und

eine DSC-Messung bei dem resultierenden pH-Wert durchgefiihrt. Der Phaseniibergang
verschiebt sich von T7’ =21,3°C auf T3 =44,3°C. Die DSC-Kurve zeigt bei einem pH-

Wert von 3,2 nach einem Anstieg im Bereich von 15 bis 25 °C einen Plateaubereich, der sich
bis etwa 36,5 °C erstreckt. An diesen Vorphaseniibergang schlief3t sich der Hauptphasen-
tibergang an, der im Vergleich zu der DSC-Kurve des reinen ReLLPS bei pH=7,5 eine

geringere Halbwertsbreite aufweist.

4.3.2 Isotherme Differenztitrations-Kalorimetrie (ITC) von ReLPS
Die Titrations-Messungen wurde iiberwiegend mit ReLPS von Salmonella minnesota
durchgefiihrt, da von diesem Material ausreichende Substanzmengen zur Verfligung standen.

Das hochreine LPS von E. coli wurde ausschlieBlich mit PmB titriert.
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Abbildung 29 Links ist die Titrationskurve von E. coli ReLPS bei 37°C abgebildet. Rechts ist die
Aufiragung zur Bestimmung von n, k und AH dargestellt.

Auffillig ist die in Tabelle 10 gezeigte Temperaturabhéngigkeit des Vorzeichens der
Bindungsenthalpie (AH). Wihrend alle Messungen bei Temperaturen < 25 °C eine deutlich
endotherme Reaktion zeigen, sind alle Enthalpien bei Temperaturen = 25 °C stark exotherm.
Bei allen Messungen wurde eine Anzahl an Bindungsstellen fiir die Wechselwirkung von

PmB mit ReLLPS im Bereich von n [PmB]/ n [ReLLPS] =€),67 gemessen.
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Die Titrationsmessungen von E.coli ReLPS mit PmB liefern dhnliche Daten fiir die
Anzahl der Bindungsstellen und die Bindungsenthalpie. Allerdings ist bei 15°C der endo-
therme Enthalpiebetrag deutlich kleiner als der Wert von S. minnesota ReLLPS bei 25°C. Fiir
E. coli ReLPS wird schon bei 25°C eine stark exotherm Enthalpie gemessen, die bei 37°C bis
auf einen Wert von AHg. =-65,21 + 0,84 KJmol "' abfillt.

Das PmB-Nonapetid zeigt bei Raumtemperatur einen deutlich kleineren endothermen
Wert fiir die Bindungsenthalpie als Polymyxin B. Die Anzahl der Bindungsstellen ist im
Vergleich mit den PmB-Messungen ebenfalls deutlich reduziert. Bei einer Temperatur von

37°C liefert PmBN in den kalorimetrischen Messungen keine auswertbaren Signale.

Tabelle 10 Anzahl der Bindungsstellen (n), der Bindungskonstanten (K) sowie der Bindungs-

enthalpie (AH) fiir die Wechselwirkung von ReLPS von Salmonella minnesota (S.m.),
bzw. von Escherichia coli (E.c.), mit Polymyxin B, Polymyxin B-Nonapetid.

RelLPS  Substanz T [°C] n K [M'] AH [kJM™] PH
S.m. PmB 25 0,60 + 0,01 (5.2+4) 108 82,76 £ 2,51 6,5
S.m. PmB 37 0,61 +0,07 (9,0 +£5) 10° 22,15+ 4,18 6,5
S.m. PmBN 25 0,22 + 0,02 (3,9+0,5) 10* 22,21 +4,95 6,5
E.c PmB 15 0,55+ 0,06 (3.3+1,2)10° 15,47 £ 2,09 7,5
E.c PmB 25 0,68 + 0,02 (1,0+0,6) 10° -33,44 + 1,25 7,5
E.c PmB 37 0,90 £ 0,01 (1,6 £0,2) 10° -65,21 £ 0,84 7,5

4.4 Cryo-Elektronenmikroskopie an ReLPS-Aggregaten

Reines Rel.PS zeigt in Abhdngigkeit von der Temperatur verschiedene Aggregations-
formen. In der Auswertung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen finden sich sowohl
bei 25 °C, als auch bei 37 °C ausschlieSlich Aggregate, die aus unilamellaren Schichten
aufgebaut sind. Die Schichtdicke betrdgt 7-9 nm. Die unilamellaren Vesikel zeigen einen sehr
deutlichen Kontrast, wie in Abbildung 30 gezeigt. Der dulere und der innere Bereich der
Doppelschicht erscheint dunkel, wéhrend der eingeschlossene Fettsdurebereich diffus und
heller abgesetzt erscheint.

Die folgenden Aufnahmen sind représentativ fiir die gefundenen Aggregate von ReLPS

bei den jeweiligen Bedingungen.
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R AR e e SR T
Abbildung 30 RelPS-Aggregate bei 37 °C. Es fin
Vesikel. Es ist deutlich die Abstoffung der einzelnen Aggregate zu erkennen,

den sich ausschlieflich runde, unilamellare

die zu einer Deformation der kugelartigen Struktur fiihren. Die Doppelschicht
der Vesikel ist deutliche zu erkennen.
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Abbildung 31

4.4 Cryo-Elektronenmikroskopie an ReLPS-Aggregaten

Mischsysteme von PmB / ReLPS zeigen unabhdngig von der Prdparations-
temperatur eine identische Aggregationsform. Im Bild sind multilamellare
Strukturen uneinheitlicher Form und Groffe zu erkennen. Es ist weder eine klare
Abgrenzung einzelner Vesikel noch eine einheitliche Form der Aggregate zu

erkennen.
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Bei einer Temperatur von 37 °C, d.h. oberhalb des Phaseniiberganges, findet man nur
kugelformige Aggregate, die ebenfalls aus einer einzige Doppelschicht aufgebaut sind. Die
Aggregate zeigen einen Durchmesser im Bereich von 300-800 nm. Bemerkenswert ist die zu
beobachtende Deformation der Aggregate bei gegenseitiger Anndherung. Keine der unter-
suchten Aufnahmen zeigt eine Kontaktstelle zweier Aggregate. Im Gegensatz zu den Band-
strukturen bei 25 °C (nicht gezeigt) zeichnet sich die Kontour der Aggregatrdnder bei 37 °C
immer klar ab (s. Abbildung 30). Die mittlere Schichtdicke, gemessen vom &uBeren zum

inneren Rand der Aggregate, betrdgt ~8,5 nm bei einer Praparationstemperatur von 37 °C.

20
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Abbildung 32 Durch optisches Abtasten ciner  elektronenmikroskopischen — Auf-
nahme (T = 37°C) erhdlt man den Kontrastverlauf einer RelPS-Doppel-
schicht. Der Bereich der Fettsdureketten und des Losungsmittels zeichnet
sich durch einen sehr kleinen Kontrastwert ab. Die Doppelschichtstruktur
der Vesikel ist deutlich zu erkennen.

In der Gegenwart von Polymyxin B ergibt sich ein ginzlich anderes Bild. Unabhédngig
von den Temperaturen (25 °C oder 37 °C) tritt nur eine einzige Aggregationsform auf, bei der
keine einheitliche Form der Aggregate mehr zu erkennen ist. Es finden sich ausschlieBlich
Multischichtsysteme, d.h. aufeinander gestapelte Doppelschichtsysteme, die im Gegensatz zu

den reinen ReLPS Systemen keine AbstoBung mehr zeigen.
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4.5 Lichtstreuung an ReLPS / Polymyxin B-Mischungen

Neben der Cryo-Elektronenmikroskopie liefert die dynamische Lichtstreuung direkte
Aussagen iiber die Verdnderung von LPS-Aggregaten durch die Zugabe von PmB. Die
Untersuchung der AggregatgroBBe wurde ausschlieSlich an ReLPS von Salmonella minnesota
durchgefiihrt. In Abwesenheit von Polymyxin B ergibt sich sowohl bei 25 °C als auch bei
37 °C eine durchschnittliche Gré3e von 100-150 nm fiir die reinen ReLPS-Aggregate.
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Abbildung 33 LPS-Aggregatgrofe in Abhdngigkeit vom PmB-Anteil. Die Linien stellen den
aus den MefSwerten ermittelten interpolierten Kurvenverlauf dar.

Die Zugabe von PmB fiihrt bei 37 °C zu einem etwas schnelleren Anstieg des mittleren
hydrodynamischen Radius der Teilchen als bei 25 °C, aber insgesamt dhnelt sich der Verlauf
beider Kurven sehr. Der Grenzwert flir beide Kurven 14Bt sich durch Extrapolation des
Verlaufes auf ca. 1300 nm ermitteln, d.h. der hydrodynamische Radius steigt durch die Zu-
gabe von PmB auf mehr als das Zehnfache des urspriinglichen Wertes an.

Bemerkenswert ist der sehr schnelle Anstieg der Aggregatgrofe bei kleinen PmB-
Konzentrationen.  Offensichtlich  haben  schon sehr geringe Mengen (0,1<
n [PmB]/ n [ReLPS] <0,2) Polymyxin einen erheblichen Einflul auf das Aggregations-

verhalten und die Aggregationsform von LPS.
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4.6 Ergebnisse der Molekiil-Dynamik Simulation

Die FErgebnisse der theoretischen Rechnungen sind dem gewihlten Vorgehen
entsprechend gegliedert. Dabei wurden verschiedene Zielsetzungen mit den MD-Simulations-
rechnungen dieser Arbeit verfolgt. Zunéchst sollte iiberpriift werden, ob mit Hilfe der von
Kastowsky [95] entwickelten Methode zur Generierung von statischen Packungsmodellen
Packungen erzeugt werden konnen, die sich auch im Verlauf einer MD-Simulation als stabil
erweisen und somit als Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen geeignet sind. Dazu
wurde zundchst ein Parametersatz fiir eine aus E. coli ReL.PS aufgebaute Packung ermittelt.
Ausgehend von dieser Packung wurden anschlieBend durch Vergroflerung des Abstandes
zwischen den einzelnen Molekiilen, MD-Simulationen an kleinen Lipidsystemen (4 Molekiile,
2*2 Packung) bei verschiedenen Fldchenbelegungen pro Molekiil im Vakuum durchgefiihrt,
um die Stabilitdt der Anordnung zu {berpriifen. Zusitzlich wurde eine hydratisierte
Monoschicht simuliert, um den Einflul von Wasser auf die Stabilitit einer Lipidpackung zu
studieren.

Die Ergebnisse dieses ersten Teils bildeten die Grundlage fiir die im folgenden Schritt
untersuchten beiden groBBeren Lipidpackungen aus jeweils 16 Einzelmolekiilen. Diese beiden
Simulationen stellen den zentralen Punkt der theoretischen Rechnungen dar. Beim ersten
System handelte es sich wiederum um eine reine ReLPS-Monoschicht, aufgebaut aus 4x4
Molekiilen, die als Vergleich fiir das zweite Lipidsystem diente. In dem zweiten System, das
ebenfalls aus 4x4 Molekiilen aufgebaut wurde, wurden zwei RelPS-Molekiile durch
Polymyxin B substituiert, so da3 ein Mischsystem aus ReLLPS / PmB (7:1) vorlag. Anhand des
zweiten Systems wurde untersucht, ob eine gestérte Membran simuliert werden kann und
wenn ja, welchen Einflull die Fremdmolekiile, in diesem Fall das PmB, auf die Eigenschaften
der einzelnen Lipidmolekiile und auf die Membraneigenschaften haben. Die Ergebnisse dieser
Rechnungen dienen somit auch dazu, eine Verbindung zwischen den aus den experimentellen
Ergebnissen abgeleiteten Wechselwirkungsmodell des Polymyxins und der molekularen

Struktur dieses Molekiils herzustellen.

4.6.1 Packungsgeometrie

Das in Kapitel 3.2.3.1. beschriebenen Verfahren von Kastowsky liefert Fiir ReLPS von
E. coli die in Abbildung 34 gezeigte Molekiilanordnung.
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Abbildung 34 Ansicht des Zucker- und des Fettscdurebereichs der ermittelten Packung fiir
ReLPS von E. coli. Dargestellt ist eine aus vier Molekiilen aufgebaut Einheit. Die
Zuckerbereiche (linke Abbildung) der vier Molekiile ist zur besseren Ubersicht
umrandet. Die beiden Translationsvektoren sind im Fettscurebereich (rechts) ein-
gezeichnet.

Alle RelLPS-Aggregate in dieser Arbeit basieren auf dieser einen Molekiilanordnung.
Weitere Packungsvarianten wurden nicht untersucht. Eine systematische Untersuchung
verschiedener Packungsvarianten von RelLPS war im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht
moglich.

Zur Beschreibung des Aufbaus einer zweidimensionalen Monoschicht aus ReLPS-
Molekiilen werden lediglich die beiden folgenden Translationsvektoren bendtigt, um aus

einem einzelnen Molekiil beliebig grofle Monoschichten aufzubauen.

R 0,513 R 1,161
a=|—-0,779 | nm und b= 0,854 | nm
0,000 0,000

Diese Packungsvariante zeichnet sich durch eine sehr kompakte Anordnung der ReLPS-
Molekiile aus. Pro Molekiil wird eine Fliche von 1,34 nm? belegt, ein Wert, der auch in
Monofilmmessungen (s. Kapitel 4.2.1.) fiir ReLPS in der fest-analogen Phase gemessen wird.
Nach der Generierung einer Packung ist bei einer visuellen Kontrolle der Membran eine

nahezu vollstindig geschlossene, sehr kompakte Oberfldche zu erkennen, in der nur vereinzelt
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kleine Spalte gefunden werden. Die Fettsdureketten entsprechen der von Kastowsky be-
schriebenen Heptaacyl-Lipid A-Packung und liegen in einer hexagonalen Anordnung

vor [ 95].

4.6.2 MD-Simulation von ReLPS-Monoschichten unterschiedlicher Packungsdichte

Die ermittelten Packungsvektoren wurden zum Aufbau unterschiedlich dicht gepackter
Monoschichten verwendet. Durch Multiplikation der Packungsvektoren mit einem
Skalierungsfaktor wurde die Packung der Molekiile gleichmifBig aufgeweitet, so dal3 den
Molekiilen eine groBere Fldache pro Molekiil zur Verfiigung steht. Auf diese Weise kdnnen
auch aus den zugrunde liegenden Translationsvektoren Packungen mit einer gréBeren
Flachenbelegung pro Molekiil erzeugt werden. Anhand dieser Rechnungen wurde sowohl die
Stabilitdt der Packungen bei den gegebenen Simulationsbedingungen als auch das Verhalten
der Einzelmolekiile bei verschiedenen Fldchenbelegungen pro Molekiil untersucht. Es sollte
damit sichergestellt werden, dal die ermittelten Packungsvektoren nicht nur eine
befriedigende statische Anordnung der Molekiile liefern, sondern auch Monoschichten
ergeben, die bei einer MD-Simulation stabil sind.

ReLPS Monoschichten unterschiedlicher Packungsdichte wurden bei einer Temperatur

von 350 °K im Vakuum (& = 80) unter Verwendung periodischer Randbedingung simuliert.
Fir die elektrostatischen wund nichtbindenden Wechselwirkungen wurde ein
Cut Offysame)= 1,2 nm verwendet. Die Simulationsdauer betrug fiir alle Systeme 100 ps. In
Tabelle 11 sind die verschiedenen Parameter der Simulationsrechnungen zusammengefalt.
Die unterschiedliche Fldchenbelegung der einzelnen Packungen entspricht verschiedenen
Phasenzustidnden der Lipide. Die in Tabelle 11 angegebenen Phasenzustinde wurden aus der
Flachenbelegung pro Molekiil der jeweiligen Packung ermittelt, wobei die Isotherme von

E. coli ReLPS (s. Abbildung 24) zugrunde gelegt wurde.
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Tabelle 11 Skalierungsfaktor und Fldchenbelegung pro Molekiil der ReLPS Monoschichten.
Der angegebene Phasenzustand bezieht sich auf die Fldchenbelegung pro

Molekiil, die fir die jeweilige Phase in den Monofilmmessungen ermittelt

worden ist.

PackungNr. Skafl;;:;z:gs- FIdChelfl :101 i!]lolekiil Fe tf;’g;f: [p I:fn 2] Phasenzustand
| 1,00 1,34 0,2236 fest
1I 1,10 1,62 0,2706 fliissig/fest
11} 1,20 1,93 0,3220 fliissig
v 1,30 2,27 0,3779 fliissig/gasformig
v 1,40 2,63 0,4383 gasformig
VI 1,50 3,02 0,5025 gasformig

Die Unterschiede der einzelnen Packungen wéhrend der MD-Simulation lassen sich mit
den in Tabelle 11 angegebenem Phasenzustand korrelieren. In Abbildung 35 ist der zeitliche
Verlauf der Abstandsverteilung eines Phosphatatoms (Phosphatatom 4', s. Abbildung 15) dar-
gestellt. Die Packungen I, IT und III zeigen insgesamt einen dhnlichen Verlauf der Abstands-
verteilung. Im Bereich zwischen 1 und 2 nm sind drei, teilweise deutlich abgegrenzte,
bandartige Strukturen bei definierten Abstédnden zu erkennen. Bei Packung I sind die ersten
drei Bénder bei ~ 1,0 nm, ~1,5 nm und bei ~1,8 nm zu finden. Die Breite eines Bandes ist ein
Mal3 fiir die Verdnderungen der intermolekularen Abstinde zwischen den einzelnen
Molekiilen und dem Molekiilverband. Da die Abstdnde zwischen allen identischen Atomen
(Phosphatatom 4' in diesem Fall) einer Packung bei der Auswertung ermittelt werden, fiihren
schon sehr kleine Postionsverdnderungen der Atome zu einer Verbreiterung dieser Béander, da
die Bewegungen der Atome in der Regel in verschiedene Richtungen erfolgen, so daf} die

Verdnderung des Abstandes zwischen den Atomen entsprechend groBer ausfillt.
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= Pack.-Nr 1
EI 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11
20 40 60 80 100 120
t [ps]
= Pack.-Nr 11
EI 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11 l L1 11
20 40 60 80 100 120
t [ps]

- Pack.-Nr V
EI 1 1 l 1.1 11 l 1.1 11 l 1.1 11 l 1.1 .11 l 11 11 l 1.1 11
20 40 60 80 100 120
t [ps]
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Abbildung 35 (vorherige Seite) Zeitlicher Verlauf der Abstandsverteilung des Phosphatatoms 4' des
ReLPS der Packungen I, II und V (s. Abbildung 15). Es wurden die Abstinde
zwischen dem ausgewdhiten Atom an allen Molekiilen unter Einbeziehung der
periodischen Kopien ermittelt (s. Kapitel 2.7.4.). Je hdufiger ein Abstand aufiritt,
desto dunkler ist der Bereich in den Diagrammen dargestellt. In dieser Auswertung
wurde die Aufheiz- und Aquilibrierungsphase explizit mit einbezogen, da die
Verdnderung der Molekiilpackung iiberwiegend in diesem Zeitraum stattfindet.

Die Packung IV zeigt noch im Ansatz eine den Packungen I-III dhnliche Bandstruktur,
wihrend die folgenden Packungen (V und VI) ein deutlich veréndertes Profil aufweisen, wie
es am Beispiel von Packung V in Abbildung 35 gezeigt ist. Es findet sich {iber dem Simulati-
onszeitraum ein breiteres Band im Bereich von 1,0 nm sowie ein deutlich schwicher ab-
gezeichnetes Band bei ~1,6 nm. Besondere Beachtung ist in diesem Fall dem Zeitraum ¢ = 0-
20 ps zu widmen. Man erkennt bei #= 0 ps drei schmale Bénder bei 1,38 nm, 2,0 nm und bei
2,4 nm, die sich innerhalb von 20 ps in die beiden Bénder bei 1,0 nm bzw. 1,6 nm umgrup-
pieren. Diese Verdnderung ist auf eine drastische Umorientierung der Molekiile in der

Packung zurtickzufiihren.
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Abbildung 36 Anordnung der Molekiile unter Einbeziehung der periodischen Randbedingungen
in Packung I zu Beginn (A) und nach der MD-Simulation (B). Jedes Trapez
symbolisiert ein einzelnes Molekiil. Zur Orientierung sind die vier ReLPS-
Molekiile der Orginalpackung mit einer grauen Schraffur hinterlegt worden. Der
zeitliche Verlauf der Positionsverdnderung kann Abbildung 35 entnommen

werden.
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Abbildung 37 Anordnung der Molekiile unter Einbeziehung der periodischen Randbedingungen in
Packung V zu Beginn (A) und nach der MD-Simulation (B).

Die Verdnderung der Abstandsverteilung wird durch eine Modifikation der jeweiligen
Molekiilpackungen hervorgerufen. Wéhrend die Position der Molekiile in den Packungen I, 1T
und III nahezu unverdndert bleibt, ist in allen anderen Fillen (IV bis VI) eine sehr schnelle
Verdnderung der Molekiillage zu beobachten. In Abbildung 36 und Abbildung 37 sind exem-
plarisch die Positionen des Phosphatatoms 4' zu Beginn und nach der MD-Simulation in ei-
nem Koordinatensystem eingezeichnet. Wahrend Packung I keine signifikanten Unterschiede
in der Lage der Atome bzw. der Molekiile aufweist, zeigt Packung V nach 100 ps eine im
Vergleich zur Ausgangsposition vollig verdnderte Molekiilanordnung, die durch eine Aggre-
gation von vier Einzelmolekiilen hervorgerufen wird (s. Abbildung 37). Dieses Verhalten wird
vollig analog auch fiir die Packung VI beobachtet. Die vier einzelnen Molekiile lagern sich
zusammen und bilden einen Cluster, wdhrend der restliche zur Verfiigung stehende Raum
nicht genutzt wird. Diese Umlagerung der Molekiile erfolgt schon in den ersten 20 ps, d.h.

noch withrend der Aufheiz bzw. Aquilibrierungsphase des Systems (s. Abbildung 36).
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Die Ergebnisse der MD-Simulation von ReLPS-Packungen bei unterschiedlicher

Flachenbelegung kénnen wie folgt zusammengefalt werden:

e Sowohl die urspriingliche Packung I, als auch die leicht aufgeweiteten Packungen II und
IIT sind tiber den gesamten Simulationszeitraum stabil und zeigen keine signifikante
Verdnderung der Lage und Orientierung der einzelnen Molekiile.

e Bei einer weiteren VergroBerung der Flidchenbelegung pro Molekiil (IV-VI) kommt es zu
einer verdnderten Orientierung und einer verdnderten Anordnung der Molekiile innerhalb

der Packung.

4.6.3 MD-Simulation einer hydratisierten ReLPS-Monoschicht

Der EinfluB von Wasser auf die Stabilitdit der Packungsanordnung und die Be-
weglichkeit der einzelnen Lipidmolekiile wurde im ndchsten Schritt untersucht. Die zentrale
Fragestellung lautete, ob bei der Simulation von Lipidmonoschichten Wassermolekiile
explizit einbezogen werden miissen, was zu einer erheblichen Verldngerung der einzelnen
Rechnungen fithren wiirde, oder ob die Beurteilung der Packungsstabilitdt auch durch
Simulationsrechnungen im Vakuum erfolgen kann.

Dazu wurde eine mit Packung I des vorherigen Kapitels identische Molekiilanordnung
zusétzlich mit einer 1,5 nm hohen, frei beweglichen Wasserschicht {iber dem hydrophilen
ReLPS-Teil tiberschichtet und mit 8 Calciumionen im Bereich der Phosphatgruppen zur
Ladungskompensation erweitert. Dieses System wurde unter nahezu identischen Simulations-
bedingungen (Ausnahme €=1) zu Vergleichszwecken untersucht, um den EinfluB der
Solvensmolekiile auf die Lipidpackung abzuschétzen. Dementsprechend werden nachfolgend
nur die Ergebnisse dargestellt, die einen Vergleich der Vakuumsimulation mit der Simulation
der hydratisierten Monoschicht gestatten. Die Ergebnisse der Vakuumrechnung beziehen sich

auf Packung I des vorherigen Kapitels.
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Abbildung 38 Abstandsverteilung des Phosphatatoms 4' des hydratisierten Systems bei 350 K.
Dargestellt ist lediglich der eigentliche Simulationszeitraum von 100 ps ohne
Aufheiz- und Aquilibrierungsphase. Andere Atome des Zuckerbereichs liefern
nahezu identische Abstandsverteilungen.

Das wasserhaltige System zeichnet sich durch eine sehr geringe Beweglichkeit der
Lipidmolekiile aus, wie es in Abbildung 38 am Beispiel der Abstandsverteilung fiir das
Phosphatatom I gezeigt ist. Die ersten drei Bander (~0,6 nm, ~1,1 nm und ~1,5 nm) sind
deutlicher voneinander separiert und schmaler als es in Abbildung 35 fiir Packungl
(identische Packungsanordnung im Vakuum) der Fall ist.

Die durch die Wassermolekiile geddmpfte Beweglichkeit der Atome findet sich
ebenfalls im Fettsdurebereich wieder. Die Beweglichkeit der Fettsdureketten ist anhand des
Ordnungsparameters in Abbildung 39 dargestellt. In beiden Systemen &hnelt sich der Verlauf
der Ordnungsparameter, gemittelt tiber alle Fettsdureketten, sehr. Der Ordnungsparameter fiir
das erste C-Atom unterscheidet sich in beiden Simulationen von denen der restlichen
Fettsdureketten, da durch die Ankniipfung der Fettsdureketten die Orientierung des ersten

Kohlenstoffatoms beeinfluflt wird.
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Wihrend sich der Ordnungsparameter entlang der Fettsdureketten nahezu nicht
unterscheidet, zeigen die Kettenenden (C-Atom 11 u. 12) eine erhdhte Beweglichkeit. In
beiden Systemen ist der Ordnungsgrad der Fettsdureketten mit einem Wert von Sc¢p < -0,3 sehr

hoch.
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Abbildung 39 Mittelwert des Ordnungsparameters Scp iiber alle Fettsdureketten der beiden
simulierten Systeme. Atom 1 bezeichnet das erste Kohlenstoffatom nach der An-
kniipfung der Fettsdure an das Zuckergeriist und entsprechend bezeichnet Atom 12
das letzte Atom der Fettscurekette.

Bezogen auf die Packung der Lipidmolekiile unterscheiden sich die beiden untersuchten
Systeme nicht. Die hydratisierte Monoschicht zeigt unter ansonsten identischen Bedingungen
eine etwas geringere Beweglichkeit sowohl im Zucker- als auch im Fettsdurebereich, so daf3
es fiir die Untersuchung von Packungseffekten nicht notwendig ist, Wassermolekiile explizit

mit einzubeziechen.

4.6.4 MD-Simulation an grofien ReLPS-Monoschichten
Die Ergebnisse der vorangegangenen Kapitel dienten einerseits zur Uberpriifung, ob
MD-Simulationen an ReLPS-Packungen prinzipiell moglich sind und wenn ja, welche

Randbedingungen bei der Simulation besonders zu beachten bzw. auf jeden Fall einbezogen
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werden miissen. Das zentrale Ziel der Simulationsrechnungen bestand darin, ein Mischsystem
aus ReLLPS und PmB mittels MD-Simulation zu untersuchen, um so Ansitze fiir die Inter-

aktion des Polymyxin B mit ReLLPS auf molekularer Ebene zu ermitteln.

reine ReLPS Mischsystem
Monoschicht ReLPS /PmB

10
9  pmB*

Abbildung 40 Anordnung und Schema der Numerierung der beiden Monoschichten. Im Falle des
Mischsystems wurden zwei der sechzehn ReLPS Molekiile durch jeweils ein PmB-
Molekiil substituiert. Alle anderen Parameter der MD-Simulation waren identisch.

Aufbauend auf den Ergebnissen der kleineren RelPS-Packungen (s. 4.6.2., 4.6.3.)
wurden zu diesem Zweck zwei Systeme aus jeweils 16 Einzelmolekiilen aufgebaut. Das erste
System wurde aus 16 ReLPS-Molekiilen unter Verwendung der bekannten Packungsvektoren
(s. Kapitel 4.6.1.) aufgebaut. Die Fldchenbelegung entspricht Packung I (Kapitel 4.6.2.),
allerdings ist dieses System aus 16 Einzelmolekiilen aufgebaut und damit erheblich grof3er als
die aus vier Molekiilen gebildete Packung I. Dieses reine ReLLPS-System diente als Referenz
fiir das zweite Ensemble. Das zweite System wurde aus einer Kopie des ersten Systems
erzeugt, wobei jedoch zwei ReLPS-Molekiile durch Polymyxin B ersetzt wurden. In
Abbildung 40 ist das Numerierungsschema der beiden Monoschichten dargestellt.

Beide Systeme wurden bei einer Temperatur von 350 K unter den gleichen Bedingungen
wie in Kapitel 4.6.2. einer MD-Simulation im Vakuum unterzogen. Da sich beziiglich der

Lipidanordnung keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den MD-Simulationen im
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Vakuum und im hydratisierten Zustand ergeben haben und anhand der experimentellen
Befunde primér eine Beeinflussung der Lipidpackung durch PmB zu erwarten war, wurde
bewullt auf die Einbeziehung von Wasser verzichtet. Dadurch konnte der Zeitaufwand pro

Rechnung auf 100 CPU-Tage (auf einer SGI-Indigo R4000) reduziert werden.
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Abbildung 41 Energieverlauf der reinen ReLPS-Monoschicht (links) und des ReLPS/PmB-
Mischsystems (rechts). Weder im Verlauf der Temperatur noch im Verlauf der
Energie (kinetische wund potentielle Energie) sind starke Schwankungen

festzustellen.

Beide Systeme zeigten tiber den gesamten Simulationszeitraum keine Tendenzen, die
Molekiilanordnung aufzulésen oder eine verdnderte Molekiillage einzunehmen. Der in
Abbildung 41 gezeigten Verlauf der Energie und der Temperatur beider Monoschichtsysteme
zeigt eine leichte Fluktuation um einen mittleren Wert. Spriinge oder systematische Ver-
dnderungen der Werte sind nicht zu erkennen. Packungsverdnderungen, wie z.B. durch den
Verlust eines einzelnen Molekiils aus der Packung, wiirde sich in einem deutlichen Sprung im
Energieverlauf abzeichnen.

Um zu tiberpriifen, ob es aufgrund der dichten Packung der Molekiile zu gekoppelten
Bewegungen im Fettsdurebereich kommt, wurde der Ordnungsparameter fiir jeweils eine
einzelne Fettsdure an allen ReLPS-Molekiilen ausgewertet. Ein #hnlicher Verlauf des
Ordnungsparameters ist ein Hinweis flir eine gekoppelte Bewegung der LPS-Molekiile.
Unterschiede im Verlauf der Ordnungsparameter lassen auf eine entkoppelte Bewegung der
Molekiile schliefen. Eine eindeutige Aussage anhand des Ordnungsparameters, ob es sich um
eine gekoppelte Bewegung handelt, wire nur unter Einbeziehung der Simulationszeit und der
absoluten Orientierung der Fettsdureketten in der Auswertung méoglich. Eine Auswertung des

Ordnungsparameters, die diese Randbedingungen bertiicksichtigt, ist bis jetzt noch nicht
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publiziert worden. In Abbildung 42 ist der Verlauf des Ordnungsparameters der Fettsdurekette
Nr. 3 (vergl. Abbildung 15 der ReLPS-Molekiile 1 bis 4 gezeigt. Die Numerierung entspricht
dem in Abbildung 40 gezeigtem Schema.
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Abbildung 42 In der Abbildung ist fiir die ersten vier LPS-Molekiile des reinen ReLPS
Systems jeweils der Verlauf des Ordnungsparameters einer einzelnen
Fettsdure (Fettscure Nr. 3) dargestellt.
Die Standardabweichung wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht
eingezeichnet. Der Wert fiir die Standardabweichung variiert von 0,05 im
mittleren Teil der Kette bis zu einem Wert von 0,2 am Kettenende.

Zwischen den vier dargestellten Ordnungsparametern der Fettsdureketten besteht keine
Ubereinstimmung. Jede Fettsdure zeigt in den einzelnen Werten aber auch im Verlauf des
Ordnungsparameters eine von den anderen Ketten abweichende Charakteristik. Identische
Auswertungen wurden fiir andere ReLLPS-Gruppen sowohl fiir das reine ReLPS-System als
auch fiir das ReLLPS / PmB-Mischsystem durchgefiihrt. In keiner der untersuchten Gruppen
kommt es zu gréBeren Ubereinstimmungen im Verlauf des Ordnungsparameters.

Neben direkt benachbarten Molekiilen wurden auch solche ReL.LPS-Molekiile in beiden
Systemen miteinander verglichen, die nicht unmittelbar benachbart sind. In Abbildung 43 ist
dieses am Beispiel des tiber alle Fettsduren eines Molekiils gemittelten Ordnungsparameters
der ReLLPS-Molekiile Nr. 1, 5, 9 und 15 der reinen RelLPS-Monoschicht dargestellt. Bei diesen

vier Molekiilen handelt es sich um die »Eckmolekiile« einer kleineren 2x2-Untereinheit, wie
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in Abbildung 40 gezeigt. Auch in diesem Fall ist kein {ibereinstimmender Verlauf des
Ordnungsparameters festzustellen. Die visuelle Auswertung der Trajektorie des Gesamt-
systems und unterschiedlicher Teilbereiche der Monoschichen mit dem Programmpaket
Quanta 4.1.1. von MSI (Waltham, MA, USA) hat ebenfalls keine Anzeichen fiir eine ge-
koppelte Bewegung geliefert, so dall von einer vollig entkoppelten Bewegung der einzelnen
ReLPS-Molekiile in beiden Packungen, sowohl fiir das Reine- als auch fiir das Mischsystem,

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 43 Mittlerer Ordnungsparameter fiir vier Molekiile der reinen ReLPS
Monoschicht. Es finden sich in Analogie zu Abbildung 42 zwei Molekiile mit
einem recht dhnlichen Verlauf des Ordnungsparameters (Nr. 1 und 9) und
zwei, bei denen der Verlauf des Ordnungsparameters keinerlei Ahnlichkeit
zu den anderen Molekiilen aufweist.

Eine besondere Rolle nehmen die beiden Polymyxin B-Molekiile in der Auswertung des
Mischsystems ein, da diese beiden Molekiile als Stérung in die ReLPS-Monoschicht eingefiigt
worden sind. Da es nicht moglich ist die Lage und die Beweglichkeit des PmB in der
Monoschicht im Verlauf der Simulation direkt zu zeigen, wurde zum einen der RMS-Wert
(root mean square displacement) der 23 Ringatome als Funktion der Simulationszeit in

Abbildung 44 aufgetragen. Bei der Berechnung des RMS-Wertes wurde die Ausgangs-
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Abbildung 44 Aufiragung des RMS-Wertes der 23 Ringatome des Polymyxins als Funktion der
Simulationszeit. Das Mischsystem wurde in 10 ps von 0K auf 350K aufgeheizt und
anschlieflend fiir weitere 25 ps dquilibriert.

konformation des PmB-Molekiils zu Beginn der Simulation zugrunde gelegt. Man erkennt am
starken Anstieg des RMS-Wertes deutlich, dal beide PmB-Molekiile nach der Aufheizphase
sehr schnell, im Zeitraum von = 10 bis #= 15 ps, ihre Position in der Monoschicht verdndern.

Starkere Schwankungen des RMS-Wertes sind bis # ~ 75ps zu erkennen. AnschlieSend
bleibt der RMS-Wert im Bereich von 6 fiir das erste PmB-(PmB-1) und 8 fiir das zweite PmB-
Molekiil (PmB-2). Die Fluktuation der RMS-Werte ist auf die Beweglichkeit des Ringsystems
zuriickzufiihren. Hervorzuheben ist, da3 beide PmB-Molekiile nicht in gleicher Art und Weise
in den Monofilm integriert werden, wie an den beiden unterschiedlichen Verldufen des RMS-
Werte zu erkennen ist. Zu Beginn der Simulation liegen beide Molekiile in identischer
Konformation vor. Bei einer &hnlichen Anordnung beider Ringe in der Monoschicht wihrend

der Simulation miifiten beide Verldufe auf demselben Niveau liegen, was nicht der Fall ist.
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Abbildung 45 Im linken Teil der Abbildung ist die mittlere Schichtdicke des reinen ReLPS-Systems
der Schichtdicke des ReLPS / PmB-Mischsystems wdhrend des Simulationszeitraums
von 100 ps einander gegeniibergestellt.

Im rechten Teil ist die mittlere Elektronendichte (jeweils erweitert zu einer
Doppelschicht) beider Monoschichtsysteme dargestellt. Das Mischsystem (durch-
gezogene Linie) zeigt einen um ~ 0,4 nm reduzierten Doppelschichtabstand.

Die Beweglichkeit des Ringsystems wird auch in Abbildung 46 anhand des Winkels
zwischen einer Ebene, die aus den 23 Ringatomen des PmB errechnet wurde, und der
Membranoberfldche deutlich. Wéahrend wiederum in den ersten 80 ps (einschlieBlich Heiz-
und Aquilibrierungsphase) ein schneller Anstieg des Winkelwertes und eine starke
Fluktuation zu beobachten ist, sind die Verdnderungen des Winkels nach diesem Zeitpunkt
erheblich kleiner. Das Ringsystem von PmB-2 liegt nahezu unverkippt in der Membran,
wihrend das Ringsystem von PmB-1 leicht geneigt ist, was wiederum eine unterschiedliche
Anordnung der beiden Polymyxinmolekiile im Monofilm belegt. Die Auswirkungen des
Einbaus von PmB in eine ReLPS-Membran sind in Abbildung 45, Abbildung 47 und in
Abbildung 50 zusammengefalit. In Abbildung 50 ist ist die Anordnung zum Beginn (I) der
Simulation dargestellt, wihrend in Teil IT und III der Abbildung zwei typische Anordnung
wihrend des Simulationszeitraums abgebildet sind. Man erkennt, dall das PmB-Molekiil tief
in die Membran integriert wird und keinerlei Liicken in der Membranoberfldche zu erkennen

sind.
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Abbildung 46 Zeitlicher Verlauf des Winkels zwischen dem Ringsystem des PmB und der
Membranebene.
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Abbildung 47 Vergleich des mittleren Ordnungsparameters fiir jeweils zwei Molekiile beider
Systeme (* Mischsystem). Der Verlauf der Ordnungsparameter ist fiir das
Mischsystem zu deutlich niedrigeren Werten verschoben.
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Abbildung 48 Verschiedene Ansichten der reinen ReLPS-Monoschicht nach 148 ps MD-Simulation
bei 350 K. Zur besseren Ubersicht ist die eigentliche Packung erweitert um eine
Kopie abgebildet (insgesamt 32 Molekiile). Beide Ansichten zeigen die sehr dichte

Packung sowohl im Fettsdure- als auch im Zuckerbereich.
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Abbildung 49 Die Ansicht des Mischsystems PmB / RelLPS wurde ebenfalls um eine Kopie
erweitert. In keiner der beiden Ansichten treten die Polymyxinmolekiile aus der

Packung hervor. Auch in diesem System ist eine sehr dichte und geordnete Packung
der Molekiile zu beobachten.
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Abbildung 50 Abgebildet sind Ausschnitte des Mischsystems zu drei unterschiedlichen
Simulationszeitpunkten. Das  Polymyxin B-Molekiil ist farblich von den
Lipidmolekiilen abgesetzt dargestellt.
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In Abbildung 45 ist zu erkennen, dal im Unterschied zum reinen ReLPS-System,
welches keinerlei Schwankungen der Schichtdicke zeigt, das ReLPS/PmB-Mischsystem
deutlichen Verdnderungen unterworfen ist. Im rechten Teil der Abbildung 45 ist anhand der
Elektronendichteverteilungen beider Systeme die Abnahme der Schichtdicke dargestellt. Die
Projektion der Elektronendichte wurde mit dem Programm MemBRANE [127] aus einer iiber
den gesamten Simulationszeitraum gemittelten Konformationen beider Monoschichten
berechnet. Die Abnahme der Schichtdicke des Mischsystems betrdgt bezogen auf den
gesamten Simulationszeitraum ~ 0,2 nm. Ebenso ist im direkten Vergleich der beiden Ensem-
bles ein sehr unterschiedlicher Verlauf des Ordnungsparameters zu erkennen, wie in
Abbildung 47 gezeigt. Die Fettsdureketten im Mischsystem weisen einen deutlich niedrigeren
Ordnungsgrad auf als die entsprechenden Ketten im reinen ReLPS-Monoschichtsystem.

In der Abbildung 48 und in Abbildung 49 sind die beiden Monoschichtsysteme in
zwei Ansichten abgebildet. In beiden Systemen sind weder in der Aufsicht noch in der
Seitenansicht Liicken zu erkennen. Der Fettsdurebereich ist ebenfalls in beiden Fillen sehr
kompakt. Das Polymyxin B (in Abbildung 49 umrandet) ist vollstindig in die Membran
eingebaut. Die Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefalit werden:

e Es ist mit dem Verfahren von Kastowsky moglich [95], statische Monoschichtsysteme zu
generieren, die auch in MD-Simulationen stabil sind.

e Die Einbeziehung von Wasser verringert nur die Beweglichkeit der Atome, hat aber keinen
EinfluB} auf die Packung der Molekiile.

e RelLPS-Molekiile zeigen unter den gegebenen Bedingungen entkoppelte Bewegungen im
Fettsdurebereich.

e Der Einbau von PmB in die Monoschicht fiihrt nicht zur Zersetzung der Monoschicht.

e Der Einbau von PmB fiihrt a) zu einer Abnahme der Schichtdicke der Monoschicht, b) zu
einem geringeren Ordnungsgrad im Fettsdurebereich und c) zu einer allgemein gesteigerten

Molekiilbeweglichkeit.
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