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1. Einleitung

Antibiotika bilden nach Analgetika und Blutdrucksenkern die dritte Gruppe der
meistverordneten Arzneimittel in der Bundesrepublik Deutschland [1]. Laut dem
Arzneiverordnungreport 2008 ist das Penicillin-Derivat Amoxicillin mit 73 Millionen
DDD (engl. ,Defined Daily Doses“) Spitzenreiter bei der Behandlung bakterieller
Infektionen [2]. Amoxicillin blockiert die Zellwandbiosynthese durch Hemmung der
Transpeptidase und wirkt damit bakterizid. Die Zellwand ist ein wichtiges
Kompartiment des Bakteriums und dient dem Schutz gegeniiber dufieren Einfliissen
und der Aufrechterhaltung des intrazelluldren, osmotischen Drucks. Daher stellt die
Zellwand und auch die Zellmembran einen geeigneten Angriffspunkt flir Antibiotika
dar.

Flemings Zufallsentdeckung des Penicilllins vor knapp 80 Jahren hatte die Medizin
revolutioniert, da die Heilung schwerer bakterieller Infektionen erstmals moglich
war. In der Folgezeit wurde die Antibiotikaforschung voreilig flir beendet erklart,
weil der antibakterielle Effekt der Wirkstoffe tiberschatzt worden war. Durch eine
unverantwortliche Verschreibungspraxis der Arzte einerseits und der mangelnden
Compliance durch die Patienten andererseits wurde die Entstehung resistenter
Bakterienstimme gefordert, gegen die nur noch wenige Reserveantibiotika
Wirksamkeit zeigen.

Nach einer Hochrechnung des Robert-Koch-Institutes aus dem Jahre 2008 infizierten
sich ca. 34000 Patienten mit Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) in
deutschen Krankenhdusern. Betrachtet man die Anzahl von ca. 3 Millionen
Krankenhauspatienten, so lag der Anteil an MRSA Fallen bei 132000 Erkrankten [3].
Durch die Resistenzproblematik wurde die Notwendigkeit zur Entwicklung neuer
Antibiotika und Wirkprinzipien evident. Aufgrund der Spezifitit erweist sich eine
Inhibierung der Zellwandbiosynthese als besonders erfolgsversprechend. In diesem
Zusammenhang wurden Vertreter der Wirkstoftklasse der Lantibiotika intensiv
erforscht. Diese Peptidantibiotika, die einen hohen Anteil an ungewodhnlichen
Aminosaduren in ihrer Struktur tragen, wie Lanthionin oder Methyllanthionin, eignen
sich herausragend als Modellsubstanzen, um den Eingriff in die Zellwandbiosynthese
durch Bindung der Zellwandvorstufe (Lipid II) zu untersuchen. Durch Wirkvergleiche

mit anderen LipidII-Bindern, wie dem Glykopeptid Vancomycin, zeigte sich



12 Einleitung

allerdings, dass weitere unspezifische Mechanismen an der Wirksamkeit beteiligt
sein mussen.

Zur Erforschung des Wirkmechanismus kénnen moderne Biosensortechniken, wie
z.B. die Quarzmikrowaage (QCM) oder die Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)
einen wichtigen Beitrag leisten. Diese sind in der Lage, Auskunft tiber die Bindungs-
affinitdit und Membraninteraktion der Antibiotika zu geben. Der Einsatz von
Biosensoren und Modellmembranen zur Simulation der antimikrobiellen Wirkung
kann als analytische Methode verwendet werden, um die Wechselwirkung von
potentiellen Antibiotika an Zielstrukturen zu testen und Aussagen zu treffen, welchen
Einfluss Modifikationen an der Struktur auf die Bindung haben.

Daher ist vor allem die Grundlagenforschung im Bereich der Wirkmechanismen
essenziell, um neue Arzneimittel zu entwickeln oder bestehende Strukturen zu

verbessern mit dem Ziel, die bestmoglichen therapeutischen Ergebnisse zu erreichen.

Im Fokus dieser Dissertation stehen Peptidantibiotika, deren Zielstruktur die
Zellwand oder Zellmembran darstellen.

Am Beispiel des Lantibiotikums Gallidermin soll aufgezeigt werden, welchen Einfluss
die Membranwechselwirkung, als zusatzliche Komponente des molekularen
Mechanismus, auf die Gesamtwirksamkeit ausiibt. Der direkte Vergleich unter den
Glykopeptidantibiotika Vancomycin und Telavancin soll verdeutlichen, wie eine
strukturelle Verdnderung einen zusatzlichen antimikrobiellen Effekt verursacht. Die
Lipopeptide Friulimicin und Daptomycin dienen als Beispiel fiir die Calcium-
Abhangigkeit der Bindung dieser Antibiotika.

Mit Hilfe der Biosensortechniken sollen unspezifische Membranwechselwirkungen

quantifiziert und von targetabhiangigen Mechanismen abgegrenzt werden.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Biosensoren

Biosensoren sind nach IUPAC Vorrichtungen, die chemische Verbindungen iiber
spezifische biochemische Prozesse erkennen und die dabei erzeugten Messgréfden in
ein elektrochemisches, thermisches oder optisches Signal umwandeln [4]. Im Prinzip
bestehen Biosensoren aus einem Biorezeptor, welcher ein biologisches
Erkennungselement darstellt und einem Wandler (engl. ,transducer). Der
Biorezeptor erkennt den zu untersuchenden Analyten anhand der ablaufenden
biochemischen Reaktion. Die erhaltene Information wird durch den Wandler in ein

physikalisch messbares Signal umgewandelt:

A N

D=2 () =
AN

Abbildung 1: Funktionsweise eines Biosensors: 1.) Spezifische molekulare Erkennung des
Analyten durch den Biorezeptor. 2.) Messung und Ausgabe der Information durch den Wandler.

,i%

Beide Bestandteile eines Biosensors bilden dabei eine bauliche Einheit.
Der Biorezeptor muss spezifisch auf die zu messende biochemische Reaktion
reagieren. Somit ist auch in Gegenwart von Begleitsubstanzen eine storungsfreie
Erkennung gewahrleistet.

Die Detektion durch den Wandler kann durch unterschiedlichste physikalische
Verfahren erreicht werden. Eine Ubersicht giangiger Biosensorkombinationen liefert

die folgende Abbildung:

| Biosensoren

Biorezeptor Wandler
Antikérper optisch
Enzyme elektrochemisch
DNA thermometrisch
Biomimetika massesensitiv

Abbildung 2: Einteilung der Biosensoren nach Biorezeptor und Wandler.
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Als Biorezeptoren werden zumeist Antikorper oder Antigene aufgrund ihrer sehr
hohen Spezifitiat eingesetzt. So haben Campbell et al. Antikérper verwendet, um ganze
Blutzellen zu erfassen [5]. Polster et al. haben das Enzym Penicillinase zusammen mit
dem pH-Indikator Phenolrot auf Glasfasern immobilisiert und damit Penicillin und
Ampicillin durch pH-Wert Anderungen wihrend der Hydrolyse simultan bestimmt
[6]. Selbst DNA-Fragmente wurden irreversibel auf einer Sensoroberflache
immobilisiert und die Echtzeitbindung von Liganden mit der Surface-Plasmon-
Resonanz-Methode verfolgt [7]. Des Weiteren finden auch Rezeptoren und sogar
ganze Zellen Verwendung [5]. In der vorliegenden Arbeit erfiillen Phospholipid-
Modellmembranen, die zur Simulierung bakterieller Zellmembranen eingesetzt
werden und auf Quarzsensoroberflichen immobilisiert vorliegen, die Rolle der
Biorezeptoren.

Als Wandler fungieren diverse physikalische Messmethoden. Zu den optischen
Wandlern gehoéren Gerite, die die Absorption von Lichtstrahlung, die Fluoreszenz
oder wie bei der Surface Plasmon Resonanz-Methode den Brechungsindex messen.
Neben den optischen Detektionsmethoden sind elektrochemische Wandler sehr
haufig im Gebrauch. Meist handelt es sich dabei um Metallelektroden in Kombination
mit Bezugselektroden. Gemessen werden die Potentialdifferenz zwischen einer
Arbeits- und einer Referenzelektrode (Potentiometrie), der entstehende Stromfluss
bei konstanter Spannung (Amperometrie) und die elektrische Leitfahigkeit zwischen
zwei Platinelektroden (Konduktometrie) [8].

Biosensoren finden heutzutage Einsatz in der Medizin, der Toxikologie und der
chemischen Industrie. Ein grofder Vorteil der Biosensoren liegt in den geringen
Materialkosten und der Miniaturisierung des Versuchsansatzes. Somit wird der
Substanzbedarf verringert und die Messzeit verkiirzt [9]. Einer der ersten
verwendeten Biosensoren ist der Glucose-Sensor zur Bestimmung des Glucose-
gehaltes im Blut, der 1962 von Clark und Lyons entwickelt wurde. Der Biosensor
besteht aus dem Enzym Glucose-Oxidase als Biorezeptor, welches zwischen zwei
Membranen aufgebracht ist, und einer Sauerstoffelektrode als amperometrischer
Wandler. Die Glucosekonzentration wird als Anderung der Sauerstoffkonzentration
infolge der Oxidation der Glucose unter katalytischer Wirkung des Enzyms Glucose-
Oxidase bestimmt [10]. Mittlerweile sind kommerzielle Blutzuckermessgerate auf
dem Markt, die sehr geringe Probenvolumina (0.5 pL) und kurze Messzeiten (5 sec)

bendtigen.
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Zunehmende Bedeutung haben in letzter Zeit massesensitive Biosensoren gewonnen,
deren bekannteste Vertreter, die Quarzmikrowaage (QCM) und der akustische
Oberflachenwellensensor (SAW) im Folgenden naher vorgestellt werden sollen. Die
[sotherme Titrationskalorimetrie (ITC) zahlt nach der gangigen IUPAC-Definition
nicht zu den Biosensoren im engeren Sinn, eignet sich aber aufgrund der thermischen

Detektion hervorragend als Wandlerelement.

2.1.1. Quarzmikrowaage

Die Quarzmikrowaage (engl. ,Quartz Crystal Microbalance”) ist der prominenteste
Vertreter der massesensitiven Biosensoren, deren Messtechnik auf dem inversen
piezoelektrischen Effekt von Quarzkristallen beruht. Der Piezoeffekt, der erstmals
1880 von den Gebriidern Curie bei Untersuchungen an Turmalinkristallen entdeckt
wurde [11], basiert auf dem Phianomen des Auftretens elektrischer Ladungen bei der
mechanischen Verformung bestimmter Materialien. Die entstehende elektrische
Spannung, die durch Anderungen der Dipolmomente einzelner Elementarzellen
hervorgerufen wird, ist messbar. Umgekehrt kann auch durch Anlegen einer
elektrischen Spannung das Material verformt werden. In diesem Fall handelt es sich
um den inversen piezoelektrischen Effekt. Dieser wurde 1881 von Gabriel Lippmann
beobachtet und gemeinsam mit den Curie-Briidern experimentell bestatigt [12]. Der
Piezoeffekt tritt bei Materialien auf, deren Kristalle kein Inversionszentren aufweisen
[13]. Dazu gehoren z.B. Quarzkristalle, die aus Siliziumdioxid bestehen. Weitere
piezoelektrische Materialien sind z.B. Bariumtitanat oder Lithiumtantalat.

Wird mit Hilfe einer Wechselspannung eine Frequenz an die Elektroden eines AT-Cut-
Quarzkristalls (Schnittwinkel 35° 10’ zur optischen Achse) angelegt, die seiner
Eigenfrequenz entspricht, so kommt es zu einer mechanischen Oszillation im Quarz,
die als Dickenschersschwingung (engl. ,Thickness Shear Mode*) bezeichnet wird [13-
15]. Dabei bewegt sich die erzeugte Welle lateral zur Oberflache des Quarzes bei einer
senkrechten Eindringtiefe von ca. 250 nm [14]. Jede gebundene Masse auf der
Oberflache des Quarzes wird daher mit der gleichen lateralen Verschiebung und

Frequenz des Quarzes mitschwingen.



16 Theoretische Grundlagen

< b

N
Z L 7F 7 7 7 7Z F 7 7 7F 7 7 7Z 7 7
L 72 7 £ F 7 7 7 7 7Z 7 7 7 7 7
IRARRRRRRRRRRRN)
LI TP T TTITTTT D

Abbildung 3: AT-Schnittwinkel eines Quarzes (links) und Dickenscherschwingung eines AT-
Quarzes nach Anlegen einer Wechselspannung (rechts).

Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der oszillierenden Welle hdangt vom Schnittwinkel
der Quarzplatte ab. Die Eigenfrequenz ist auch von der Dicke des Quarzkristalls
abhangig. Je diinner das Material ist, desto héher werden die Eigenfrequenz und
damit auch die Empfindlichkeit der Messung. Die Eigenfrequenz des Quarzkristalls

ergibt sich aus folgender Gleichung:

-

Eigenfrequenz
Ausbreitungsgeschwindigkeit

1) m der Transversalwelle

Plattendicke (1)
Masse

Flache

Dichte

<

©T T3 &

Im Jahre 1959 erkannte der deutsche Physiker Giinter Sauerbrey als Erster den
linearen Zusammenhang zwischen der Anderung der Resonanzfrequenz f und der
Auflagerung von Massen auf einer Quarzoberfliche [16]. Mit Hilfe der

Frequenzianderung der Quarzschwingung kann die Masse somit indirekt ,gewogen”

werden:
f Eigenfrequenz des Quarzes
d Dicke des Quarzes
Af Ad AmQ Am pQ Dichte des Quarzes
=T = =- F Fliche (2)
f d pQ-F-d pQ-F-d AmQ  Masse einer Schicht der Dicke Ad
Am Masse einer homogenen Schicht

Aus (2) ergibt sich die Eigenfrequenzinderung A f/f, wenn die Dicke d eines
Quarzes um Ad vergrofdert wird. Die Quarzdicke, der Schermodus und die Quarz-

dichte werden als Konstanten zur Schichtwageempfindlichkeit C. zusammengefasst.
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Die Massenauflagerung wird demnach formal als Zunahme der Schichtdicke
betrachtet:
Af=-C.-Am (3)

Aus der vereinfachten Form der Sauerbrey-Gleichung (3) ist der lineare Zusammen-
hang zwischen der Frequenzdnderung und der Massenauflagerung auf dem
schwingenden Quarz eindeutig erkennbar. Bindungen an Modellmembranen, die auf
einer Quarzoberfliche immobilisiert sind, fithren aufgrund der Zunahme der
Schichtdicke zwangslaufig zu einer Frequenzabnahme. Streng genommen gilt die
Sauerbrey Gleichung nur fiir kleine elastisch gebundene Massen, deren Eigengewicht
maximal 2% des Quarzgewichts haben diirfen [14].

Da die Umgebungstemperatur ebenfalls einen Einfluss auf die Frequenzmessung hat,
sollte die Messung unter konstanten Temperaturbedingungen durchgefiihrt werden.
Die Empfindlichkeit der QCM reicht in den ng-Bereich: Bei einem Quarz mit einer
Resonanzfrequenz von 9 MHz entspricht eine Frequenzdnderung von einem Hertz
einer Masse von 1.11 ng [14]. Da anhand der Frequenzidnderung auf die Masse
zuriickgeschlossen werden kann, ist die QCM somit theoretisch zur Wagung von
Substanzen im Nanogramm-Bereich geeignet.

Die Gleichungen (2) und (3) gelten streng genommen nur fiir Messungen an der Luft.
Daher wurden basierend auf der Sauerbrey-Gleichung durch Kanazawa und Gordon
Modifizierungen vorgenommen, um die Bedingungen bei Messungen in Newton-
schen Fliissigkeiten genauer zu beschreiben [17]. Bertiicksichtigt werden dabei
Faktoren wie Dichte und Viskositat. Die viskoelastischen Eigenschaften der immobili-
sierten Schichten und der gebundenen Substanzen werden durch Messung der
Dampfung erfasst. Diese zusatzlich aufgezeichneten Werte geben Hinweise auf die Art
der Bindung und Konformationsanderungen der Molekiile auf der Quarz-oberflache.
Bestimmt wird der Energieverlust, den der schwingende Quarz durch die
aufgelagerte Masse erfahrt. Hierbei ist die Schwingungsanderung bei Vesikeln grofier
als bei starren Strukturen. Grund hierfiir ist die Aufnahme der Schwingungsenergie
durch die dufdere Gestalt der volumindsen Stoffe.

Neben der Messung der Frequenz- und Dampfungsinderung kann aus dem
Frequenzverlauf auch die Bindungskinetik berechnet werden. Dabei geht man von
einem Kinetikmodell zweiter Ordnung aus [18]. Das Peptid [A] bindet dabei an die

immobilisierte Membran [B] und bildet einen reversiblen Komplex [AB]:
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A+l [l Sk AT Bl ko x[AB] @)

kDiss
Da die Konzentration des zugesetzten Peptids [A] wahrend der Zugabe unter
Flussbedingungen nahezu konstant ist und damit von der Konzentration der
Membran abhédngt, kann die Reaktion mit einer Kinetik pseudo-erster Ordnung

beschrieben werden.

x[AB] [B]=[B0]-[AB] (5)

Diss

d[AB
M =k'x[B]—k
dt
Die Konzentration des Peptid-Membrankomplexes wird durch die Anderung der
Frequenz detektiert. Somit entspricht die Frequenzinderung A f der Konzentration

des Komplexes [AB]. Die Dissoziation ist unabhingig von der Konzentration und kann

durch die Frequenz bestimmt werden.

%:kASSx[A]x(fmax—f)—k « t ATk

Diss Diss
At

Die Grofse f, ., aus (7) gibt die maximale Frequenzabnahme wieder.

Mit Hilfe nichtlinearer Regressionsrechnung kann aus dem aufsteigenden Kurvenast
die Dissoziation und aus dem vorherigen Frequenzabfall die Assoziation ermittelt
werden (Abb. 4). Durch Integration der Gleichungen (6) erhdlt man die

Assoziationskonstante Kk, (7) und die Dissoziationskonstante Kk, (8):

kAs Af — kAssx[A]>< fmax

X (1 _ e_(kAssx[A]+kDissx(t_to)) ) (7)
) kASS X [A] + kDiss

k. “Af=A fo x @~ (kois(t-10)) (8)

Diss
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Abbildung 4: Frequenzverlauf einer QCM-Messung. Die Assoziation (blaue Linie) und die
Dissoziation (rote Linie) werden durch nicht-lineare Kurvenanpassung berechnet und liefern
den Kp-Wert. Die jeweiligen Zeitpunkte t und t0 sowie fmax werden in die Berechnung
einbezogen.

Der Kp-Wert wird aus dem Quotienten K, /K, berechnet und gibt Auskunft iiber

die Affinitat der Peptidbindung an die Modellmembran.

Heutzutage hat die QCM ein breites Anwendungsgebiet. Bis in die 70er Jahre wurde
fast ausschliefRlich in der Gasphase gemessen. Mit der Entwicklung geeigneter
Oszillatorschaltungen konnten neben den reinen Frequenzianderungen auch die
Dampfung erfasst werden [13]. So war es dann mdoglich relevante biologische
Fragestellungen zu untersuchen, die unter fliissiger Umgebung durchgefiihrt werden
mussten. Beispielsweise konnten spezifische und unspezifische Adsorptionen von
Molekiilen an simulierten Membranen analysiert werden. Vaughan et al. haben eine
Methode entwickelt, Antikorper kovalent auf der Oberflache von Quarzkristallen zu
immobilisieren und die Bindung mit Antigenen in Echtzeit zu verfolgen [19].
Aufierdem koénnen Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen, wie z.B. die Bindung von
Heparinen an Selektinen untersucht werden [20]. DNA-Hybridisierungen sind dabei

ebenso moglich wie die Immobilisierung und Betrachtung ganzer Zellen [14]. Auf
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dem Gebiet der Peptid-Membran-Wechselwirkungen wurden von Christ et al
Untersuchungen zur Bindung des Peptidantibiotikums Nisin durchgefiihrt [21]. Da
keine zusatzlichen Marker benotigt werden, eignet sich die QCM fiir eine breite
Palette von Bindungsstudien. Weil zusatzlich kinetische Parameter wie Kk, und Ky,

aus dem Frequenz-Zeit-Verlauf berechnet werden konnen, liefert die QCM im

Gegensatz zu ELISA-Methoden weitere wichtige Aussagen tiber den Bindungsprozess.

2.1.2. Akustischer Oberflaichenwellensensor

Eine akustische Oberflachenwelle (engl. ,Surface Acoustic Wave"“) ist eine akustische,
mechanische Welle, deren Verbreitung auf die Oberflaiche von geschnittenen
piezoelektrischen Kristallen begrenzt ist [22]. Der Piezoeffekt wurde durch die
Eigenschaften der akustischen Oberflachenpropagation von John William Strutt, dem
spateren Lord Rayleigh, weiter ausgefiihrt [23]. In SAW-Geraten werden mit Hilfe von
IDTs (engl. ,Interdigital Transducer”) akustische Wellen als polarisierbare
Transversalwellen durch ein elektrisches Signal generiert [24]. Die erzeugten Wellen
wandern tiber die sensitive Flache und werden dabei durch biochemische Reaktionen
an der Sensoroberfliache in ihrer Charakteristik verandert. Nachher wird die Welle
iiber ein weiteres IDT zuriick in ein elektrisches Signal umgewandelt und die
Frequenz bzw. Phasenverschiebung kann dann detektiert [24] und mit der
korrespondierenden Masse korreliert werden [22]. In diesem Fall ist die akustische
Energie stark begrenzt auf der Oberflache im Bereich der akustischen Wellenldange
und ist unabhangig von der Dicke des gesamten Substrats [24]. Typischerweise ist die
Verbreitung der Welle auf eine Fiihrungsschicht unterhalb der Oberflache des
Sensors limitiert. Aus diesem Grund ist die Welle potentiell sehr sensitiv gegeniiber
jeglicher Verdnderung auf der Oberfliche, wie z.B. Massenbeladung und
Viskositatsanderungen [22,24]. Das SAW ist somit ein weiterer massesensitiver
Biosensor. Im Unterschied zur QCM, die im TSM-Modus operiert und Resonanz-
frequenzen zwischen 10 und 50 MHz erreicht, arbeiten SAW-Sensoren in einem
Frequenzbereich zwischen 25 und 500 MHz. Die SAW-Sensoren werden tblicher-
weise durch Lithographie und gezielte Metallabsonderung auf einem gewiinschten
Substrat hergestellt [24]. Bei der SAW werden Quarzkristalle im ST-Cut verwendet.
Die Wahl dieses Schnittwinkels (42.75°) hat Auswirkungen auf die Ausbreitung der

erzeugten Welle.
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Es werden drei Arten von SAW-Wellen unterschieden. Dabei handelt es sich um

Rayleigh-, Lamb- und Love-Wellen [22].

> X

Abbildung 5: Rayleigh Wellenausbreitung in Richtung der y-Achse.

Rayleigh- und Lamb-Wellen breiten sich in Richtung des Mediums aus. Durch hohe

Energieverluste konnen Rayleigh Wellen nur in der Gasphase angewendet werden.

Lamb-Wellen erleiden keine Energieverluste und kénnen neben der Gasphase auch in

flissigen Medien eingesetzt werden. Jedoch ist die Geschwindigkeit der Welle

abhangig von der Dicke des Sensors und erfordert sehr diinne Scheiben mit wenigen

um, die schwer handhabbar sind und nicht die erforderliche Stabilitat fiir mehrere

Messungen aufweisen [25]. Durch die Entwicklung neuer horizontal polarisierbarer

Scherwellen, die auf der Love-Welle basieren, konnte der Verlust der akustischen

Wellenpropagation in die Bulk- oder Liquidphase verringert werden. Die akustische

Oberflachenwelle breitet sich nur in einer diinnen Fiihrungsschicht aus [24]. Damit

zahlen die Love-Wellen zu den derzeit empfindlichsten akustischen Sensoren.
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Abbildung 6: Love-Wellenpropagation entlang der z-Achse.
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Diese Form der Wellencharakteristik wurde 1913 von dem britischen Mathematiker
Love erstmals in Bezug auf seismologische Phdnomene bei Erdbeben beschrieben
[26]. Durch Love-Wellensensoren wurde es nun moglich gewesen sensitive
Messungen in fliissiger Umgebung durchzufiihren. Problematisch war allerdings der
Umstand, dass bis dahin Aluminium als gangiges IDT-Material eingesetzt wurde und
korrosive Schiaden an den IDTs schon nach wenigen Stunden sichtbar waren. Man
entschied sich dann fiir ein edles, leitendes Metall wie Gold als IDT und konnte somit
einerseits die Korrosion verhindern, andererseits hatte man die Option die
Goldoberflache mit thiolhaltigen Strukturen zu funktionalisieren. Aber auch an
Siliziumdioxid als Oberflache sind Kopplungen durch Silanisierung méglich. Die Wahl
der Oberflaichenmodifikation erdffnet der SAW als Biosensor viele unterschiedliche
Fragestellungen zu untersuchen ohne dabei die Detektion zu beeintrachtigen.
SAW-Messgerdte sind aufgrund der akustischen Verzogerungsstrecke des Mess-
signals nicht in der Lage die Frequenz zu detektieren. Im Love-Modus weist die SAW
zur Ausfiihrung der typischen Wellencharakteristik eine Fithrungsschicht definierter
Dicke auf. Um den Verlust des Frequenzsignals zu minimieren, wird die Phasen-
verschiebung der Love-Welle infolge der Massenauflagerung registriert.

Da auch der Verlauf der Massenanlagerung betrachtet werden kann, ist es dhnlich wie
bei der QCM auch mit der SAW mdoglich Bindungskinetiken zu messen. Zur Verfiigung
stehen folgende drei Modelle, die im Einzelnen ndher vorgestellt werden. Dabei hangt
die Auswahl der Kinetikberechnung von dem Messergebnis und der eingestellten
Messparameter ab.

Die Einpunktmessung erlaubt die Berechnung des Kp-Wertes aus einem einzigen
Messsignal (9). Dementsprechend ist das Ergebnis sehr fehleranfillig gegeniiber
Ausreifdern. Daher ist eine mehrfache Wiederholung der Messung unter gleichen

Bedingungen anzustreben.

kon _ (kobs - koff) (9)
t C

Genauer ist die Kinetikberechnung mit dem Scatchard-Plot, wofiir mehrere

Einpunktmessungen bei unterschiedlichen Konzentrationen herangezogen werden.
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In diesem Fall geht man direkt von der maximalen Phasenverschiebung aus und
erstellt ein Diagramm Ag/C gegen A . Man erhilt eine Gerade, deren reziproke

Steigung direkt den Kp-Wert angibt (Abb. 7).

‘\ y=-0,286x+ 3,946
3
\. KD = 3,49 |J.M

1 \#
=

0 2 4 6 8 10 12 14

Ag/c
N

Ag
Abbildung 7: Scatchard-Plot einer Messung bei unterschiedlichen Konzentrationen. Der

reziproke Wert der Steigung ergibt den Kp-Wert.

Eine weitere Methode kann durch nichtlineare Regressionsrechnung bewerkstelligt
werden. Man geht dhnlich wie bei der Kinetikberechnung der QCM von einem

Bindungsmodell pseudo-erster Ordnung aus.

T non-fit

Kaiss

T non-fit

..................................................................................................

Abbildung 8: Kinetik-Modell nach nichtlinearer Regression durch den Fitmaster in Origin. Kobs
ist die Assoziation, die fiir die eingesetzte Konzentration gilt. Kgiss ist unabhingig von der
Konzentration. Acq beschreibt die Assoziation bei vollstindiger Bindung.
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Vermessen wird in der Regel eine steigende Konzentrationsreihe des Analyten. Dieser

Schritt ist notwendig, um Kk, in k,, zu transformieren und die Assoziation und

S
Dissoziation aus einer Geradengleichung zu ermitteln, bei der die erhaltenen Werte

fir Kk, gegen die entsprechenden Konzentrationen des Analyten aufgetragen

obs

werden (10).

k
KD = = kobs = kon ><[A] + koff (10)

Aus dem y-Achsenabschnitt kann k_, abgelesen werden. Die Steigung der Geraden

liefert k,,. Der Wert fiir k entspricht k., und wird nur der Ubersichtlichkeit

Diss
halber und zur Abgrenzung von den QCM-Kinetiken hier anders benannt.

Der erste Love-Wellen Biosensorversuch wurde 1992 von Gizeli et al. vorgestellt. IgG
wurde auf einer Polymethylmethacrylat Filmschicht immobilisiert und anti-IgG und
Protein A wurden als Analyten zugegeben [27]. Harding et al. untersuchten die
gleiche Reaktion. Allerdings auf einer reinen SiO; Oberflache [28]. Schlensog et al.
arbeiteten an einem SAW mit SiO; und einem diinnen Goldfilm, auf dem ein
Alkanthiol als SAM immobilisiert wurde. Thrombin-DNA-Aptamere konnten so auf
der Sensoroberfliche gekoppelt werden, um Thrombin zu detektieren [29].
Unspezifische Anlagerungen an die Sensoroberfliche konnten durch intermedidre
Hydrogelschichten verhindert werden. Ein weiterer Vorteil dieser Schichten bestand
darin, dass z.B. Antikérper in diesen Schichten ihre Funktionalitdat behalten [30]. Bei
einem weiteren Versuch von Gizeli und Mitarbeitern wurde eine Alkanthiolschicht
auf der Goldoberflaiche eines SiO;-Quarzes ausgerichtet und biotinylierte
Phospholipidvesikel inkubiert. Dabei formte sich ein Lipidbilayer. Durch die Zugabe
von IgG-verkniipftem Streptavidin wurden die Antikérper ebenfalls auf der
Oberflache immobilisiert und die Bindung von Antigenen gemessen [31]. Gronewold
et al. haben iiber einen Dextranlayer Oligonucleotide immobilisiert und Mutationen
tiber Dissoziationskonstanten der Mutanten an diesen Komplexen identifiziert [32].
Auch die Immobilisation von Enzymen, wie der Glucose-Oxidase wurden
durchgefiihrt [33].

Der Nutzen von SAW-Biosensoren auf dem Gebiet der Peptid-Membran-

Wechselwirkungen wurde von Andra et al. eindrucksvoll demonstriert [34].
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Verwendet wurde ein mit 11-Mercaptoundecanol behandelter SAW-Quarz, der
zusatzlich mit einer kovalenten Carboxymethyldextranschicht versehen wurde. Die
Sensoroberflache wurde durch Poly-L-Lysin Injektionen positiv geladen. Unilamellare
Vesikel aus Phosphatidylserin wurden an dieser Sensoroberfliche immobilisiert und
die Bindung des antibiotischen Peptids LL-32 vermessen. Die Peptid-Membran
Interaktion fiihrte zu einem positivem Phasen-Shift und einer Zunahme in der
Amplitude, womit ein Massenzuwachs mit einem Verlust an Viskoelastizitit gezeigt
werden konnte.

Der grofde Vorteil der SAW-Technik liegt zweifellos in der Kombination giinstiger
Elektronik verbunden mit einem Maximum an Sensitivitit ohne zusatzliche
Markierung der eingesetzten Analyten [24]. Anderen Messmethoden wie der SPR
(engl. Surface Plasmon Resonance) ist die SAW durch zusitzliche Erfassung der
Dichte und Viskositat tiberlegen, da die SPR durch Messung des Brechungsindex nur
die Massenauflagerung erfasst. Die Oberfliche der Sensoren ist bei SPR auf edle
Metalle beschrankt (meist Gold). Auflerdem wird der Brechungsindex leicht durch
physikalische Nebeneffekte, wie Pufferveranderungen beeinflusst [22].

Der SAW-Biosensor ist ein universelles Messgerat, das sensitiv Wechselwirkungen
zwischen immobilisierten Modellmembranen und Peptidantibiotika detektieren und

wertvolle Hinweise iber molekulare Wirkmechanismen liefern kann.
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2.1.3. Zyklische Voltammetrie

Die Voltammetrie umfasst eine Anzahl elektroanalytischer Methoden, bei denen die
Information iiber den Analyten aus der Messung der Stromstarke in Abhdngigkeit von
der angelegten Spannung erhalten wird [35].

In der Voltammetrie wird in der Regel mit einem Drei-Elektroden-System gearbeitet.
Alle drei Elektroden stehen dabei in Kontakt mit dem Analyten bzw. der Elektrolyt-
losung. Eine der drei Elektroden ist die Arbeitselektrode, deren Potential linear mit
der Zeit verandert werden kann. Die zweite Elektrode ist eine Bezugselektrode, deren
Potential wahrend der gesamten Messung konstant gehalten wird. Die Aufgabe der
dritten Elektrode besteht darin, den Strom von der Spannungsquelle durch die
Losung zur Arbeitselektrode zu leiten und damit den Stromkreis zu schliefien. Sie
wird als Gegen- oder Zahlelektrode bezeichnet [35,36].

Bei der zyklischen Voltammetrie (engl. ,Cyclic Voltammetry“) wird der Strom einer
kleinen stationdren Elektrode in einer ungeriihrten Losung durch eine
dreieckformige Steuerspannung erzeugt. Das Potential wird linear von einem
Ausgangspotential zu einem Umkehrpotential gefahren. Dann wird die Abtast-
richtung umgekehrt und das Potential wieder zum Ausgangswert zuriickgefahren.
Dieser Zyklus kann beliebig oft wiederholt werden, da vollstindig reversible
Redoxpaare eingesetzt werden. Der Potentialbereich wird dabei so gewahlt, dass
Diffusions-kontrollierte Oxidationen und Reduktionen eines redoxaktiven Paares
stattfinden konnen. Der entstehende Faraday’sche Strom kann mit einem

Amperemeter gemessen werden [37].
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Abbildung 9: Zyklus einer CV-Messung: Darstellung der angelegten dreieckformigen
Steuerspannung. und Verlauf des gemessenen Faraday’'schen Stroms in einem Strom-Zeit-
Diagramm. Das Potential wird linear bis zu einem festgelegten Wert gefahren (a). Der
entstehende kathodische Strom wird gemessen. Nach Umkehr des Potentials (b) werden
anodische Strome registriert (c).

Der Massetransport der lonen an der Grenzflache der Elektrode zur Lésung wird
durch Konzentrationsunterschiede innerhalb der Ionenlésung verursacht. Die
treibende Kraft fiir den Konzentrationsausgleich ist die Diffusion der Ionen. Bei
Anlegen einer Spannung wird ein elektrisches Feld aufgebaut und aufgrund der
Polarisierung der Elektroden erfolgt ein gerichteter Transport der Ionen. Dieser als
Migration bezeichnete Effekt stort die Diffusion. Man verhindert dies durch Zugabe
eines Leitsalzes in hoher Konzentration. Dabei kommt es zum Aufbau einer
definierten Doppelschicht und zum Ausgleich von Potentialunterschieden. In einer
geriihrten Losung wird der Diffusionsprozess mit dem 1.Fick’schen Gesetz

beschrieben:

J:_D.A.(ﬁj (11)
O X
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Der Stofffluss J ist abhangig vom Diffusionskoeffizienten D, der Elektrodenflache A

und direkt proportional zum Konzentrationsgradienten.

¢ Co—Ce (12)
O X d

Dieser setzt sich aus der Konzentration der Ionen in Losung C,, der Konzentration

der lonen an der Elektrodenoberfliche C. und der Dicke der Diffusionsschicht d

zusammen.
Werden (11) und (12) auf die Voltammetrie angewendet, so kann die Stromstarke |
unter Zusatz der Ladungszahl z und der Faradaykonstante F wie folgt berechnet

werden [38]:

I:—z-F-A-D-C(’;CE (13)

Da CV-Messungen in ungeriihrten Losungen durchgefiihrt werden, gilt in diesem Fall

das 2.Fick’sche Gesetz:

oc o%c
E:D'[sz (14)

Gleichung (14) beschreibt, wie sich die Konzentration C an einer Stelle X im Lauf der
Zeit t andert. Bei stationdren Elektroden ist die Dicke der Diffusionsschicht d
naherungsweise eine Funktion der Zeit t. Daraus ergibt sich fiir die Berechnung des

Diffusionsgrenzstroms |, folgende Gleichung:

_F.AD S0 (15)
7-D-t

Iy
Da die Dicke der Diffusionsschicht mit der Zeit zunimmt, verringert sich der
Diffusionsgrenzstrom trotz zunehmenden Potentials, was zur typischen Form eines
Zyklovoltammogramms fiihrt. In dieser Diagrammform wird die gemessene

Stromstarke gegen die angelegte Spannung aufgetragen. In Abb. 10 ist ein solches
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Diagramm einer redoxaktiven Substanz am Beispiel des Redoxpaares Fe2*/Fe3* zu

sehen:
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Abbildung 10: Zyklovoltammogramm des Eisen Redoxpaares; modifiziert nach [37].
A: Kapazitiver Stromfluss und Reststrome. B: Reduktion von Fe3+ zu Fe2+. B-D: Anstieg der
Stromstirke, da die Oberflichenkonzentration an Fe3+* immer mehr absinkt. D: Kathodisches
Spitzenpotential (E,]) und kathodischer Spitzenstrom (I,J). F: Potentialumkehr. E-G:
Grenzstrome sinken mit Ausbreitung der Nernstschen Diffusionsschicht rasch ab. Der Strom
bleibt jedoch kathodisch, weil das Potential ausreichend negativ ist, um Fe3+ weiterhin zu
reduzieren. H: Wenn die Reduktion bei weiterem Spannungsanstieg nicht mehr langer erfolgen
kann, sinkt der Strom auf Null ab. I: Es folgt ein anodischer Strom, der auf Riickoxidation des
Fe2* zuriickzufiihren ist. Dieses hat sich wahrend des Spannungsabfalls an der Elektrodenflache
angereichert. J: Anodisches Spitzenpotential (Ep.) und anodischer Spitzenstrom (I,.). K: Strom
sinkt ab, wenn das angereicherte Fe?* aufoxidiert wurde [36].

Wichtige Parameter in einem Zyklovoltammogramm sind die kathodischen und
anodischen Spitzenpotentiale Epc und Ep; sowie die kathodischen und anodischen
Spitzenstrome I, und I,. Sie erlauben Aussagen uber die Reversibilitit von
Redoxreaktionen. So sind bei reversiblen Reaktionen die kathodischen und
anodischen Spitzenstrome annahernd gleich, und die Differenz der Spitzenpotentiale
betragt demnach 59 mV [36]. Bei nicht-reversiblen Reaktionen andert sich
demzufolge die Lage der Spitzenpotentiale. Aus den Anstiegen der
konzentrationsabhdngigen Spitzenstrome kann auf den Beschichtungsgrad der
Arbeitselektrode geschlossen werden. Dabei sinken die Spitzenstrome mit

zunehmenden Filmschichten infolge der Isolierung der Elektrode ab.
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Die zyklische Voltammetrie hat eine grofle Bedeutung bei der Untersuchung von
Reaktionsmechanismen bei Redoxprozessen. Es kann die Gegenwart von Zwischen-
produkten in Redoxreaktionen aufgeklart werden. So wurde bei Untersuchungen des
Acetylcholinesterase-Inhibitors Physostigmin die Anwesenheit von Zwischen-
verbindungen bestatigt [39].

Als Arbeitselektrode kann ein beschichteter CV-Quarzsensor verwendet werden.
Durch die Beschichtung wird die Elektrode isoliert und fiir die redoxaktiven Teilchen
wird eine zusatzliche Diffusionsbarriere geschaffen, die entstehenden Faraday’schen
Strome abschwacht. Wird diese Schicht durch Peptidzugabe zerstort, so kommt es zu
einem deutlichen Stromanstieg, da eine hohere Anzahl von Ionen die
Arbeitselektrode erreichen kann und dort entsprechend umgesetzt wird.

Die CV kann daher als Biosensor eingesetzt werden, um Permeabilitats-
veranderungen von Modellmembranen zu detektieren. Eine Porenbildung ist somit
als Anderung der Stromstirke nachweisbar.

So haben Christ et al. die Porenbildungsfahigkeit der Peptidantibiotika Nisin und
Gallidermin an Modellmembranen untersucht [40]. Nicht nur die Porenbildung an
sich, sondern auch der Grad der Membranpermeabilisierung konnte anhand des
Stromstarken- bzw. Ladungsanstiegs nachvollzogen werden.

Ein transformierter CV-Lauf eines Porenbildners ist in Abbildung 11 zu sehen.
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Abbildung 11: Integration eines CV-Laufs. Die Strecke d2-3 gibt den Anstieg der Stromstirke
infolge von Porenbildung an der Modellmembran wieder.
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Zur vereinfachten Auswertung wird das Integral eines CV-Zyklus herangezogen, da
aufgrund der bereits erwdhnten Elektrodenisolierung eine genaue Ermittlung der

Spitzenstrome nicht gewahrleistet ist.
Q= j |-t dt (16)
Als Maf} fiir die Stromstéarke wird die Ladung Q als Messgrofde herangezogen.

2.1.4. Isotherme Titrationskalorimetrie

Die Thermodynamik, auch als Warmelehre bezeichnet, ist ein Teilgebiet der
klassischen Physik und befasst sich mit der Erforschung der Umwandlung von
Energie in Warme oder andere mechanische Formen, wie Arbeit. Entstanden ist die
Thermodynamik im Verlauf des 19. Jahrhunderts durch Arbeiten mehrerer
Wissenschaftler wie Joule, Carnot und Helmholtz [41-43]. Dabei lag die Intention der
Forschung vornehmlich darin, die physikalischen Eigenschaften eines Systems durch
makroskopische Zustandsgroflen, wie Temperatur, Druck und Volumen zu
beschreiben. Durch die Betrachtung eines technischen Problems gelang es Nicolas
Leonard Sadi Carnot im Jahre 1824 erstmals die damals schon bekannten Phinomene
der Energieerzeugung durch Dampfmaschinen wissenschaftlich zu deuten. Dabei
erkannte Carnot fundamentale Zusammenhange, die er im Kreisprozess beschrieb,
und die schlief3lich in den Zweiten Hauptsatz der Thermodynamik miindeten. Damit
kann Carnot als Begriinder der Thermodynamik angesehen werden. Aufbauend auf
den Ergebnissen von Carnot und Joule formulierte Clausius 1850 die beiden
Hauptsatze der Thermodynamik. Aufderdem wurde der Begriff Entropie als neue
Grofde eingefiihrt. Poincare und Planck bauten ihre Neubegriindung der
Thermodynamik 1888 auf makroskopisch messbare Grofien unter Aufgabe der
mechanischen Warmetheorie auf. Im Laufe der Zeit wurde die Thermodynamik von
einer reinen Warmelehre zu einer allgemeinen Energielehre weiterentwickelt, die
sich mit Energiebilanzen und Aussagen iiber unterschiedliche Formen der
Energieumwandlung bei technischen Prozessen auseinander setzt [43]. Die Basis der

Thermodynamik bilden nach wie vor vier Hauptsatze [41]:



32 Theoretische Grundlagen

Tabelle 1: Die Hauptsitze der Thermodynamik und ihre Aussagen.

Hauptsatz  Generelle Aussage

0 Rechtfertigt Konzept der Temperatur und damit Funktionsweise eines Thermometers
1 Energieerhaltungssatz

2 Freiwilliger Ablauf von Zustandsanderungen

3 Der absolute Nullpunkt der Temperatur wird nie erreicht

Die Kalorimetrie ist ein Bereich der Warmelehre, dessen Grundlage der erste
Hauptsatz der Thermodynamik darstellt. Der 1. Hauptsatz besagt, dass Energien
ineinander umwandelbar sind und die Energie erhalten bleibt. Jedes System besitzt
eine innere Energie U .

Diese ist definiert als die Summe von Warme ¢ und Arbeit w.

dU = 5q+Sw (17)

Die Arbeit kann auch als verrichtete Volumenarbeit p-dV beschrieben werden.

du=q-p-dv (18)

Als Maf} fiir die Energie des Systems wird die Enthalpie H herangezogen (19). Die
Anderung der Enthalpie dH entspricht somit (20):

H=U+-p-V (19)
dH =dU + p-dV +V -dp (20)

Fligt man die Gleichung (18) in (20) ein, so erhalt man folgenden Ausdruck fiir die

Enthalpiednderung:

dH =q+V -dp (21)

Befindet sich das System in einem Zustand konstanten Drucks (dp =0), so gilt:

dH =q (22)
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Damit erhalt man die Enthalpie des Systems unter isobaren Bedingungen aus der
Messung der Warme.

Nahezu jede chemische Reaktion oder physikalische Vorgang ist durch eine
Veranderung der Warme oder der Enthalpie gekennzeichnet. Es werden abhédngig
vom Vorgang unterschiedliche Enthalpien definiert, wie z.B. Bindungsenthalpien und
Verdampfungsenthalpien. Die Freiwilligkeit von ablaufenden Reaktionen wird im
zweiten Hauptsatz der Thermodynamik wiedergegeben. Es existieren also auch
Reaktionen, die nicht freiwillig ablaufen werden, da sie eine unglinstige Energiebilanz
aufweisen. Bei einer freiwilligen Zustandsdnderung nimmt die Entropie eines
abgeschlossenen Systems zu.

Die Entropie ist eine Grofde, die nicht direkt gemessen werden kann. Die
thermodynamische Definition der Entropie S ist der Quotient aus Warmeanderung

dq und absoluter lemperatur [ .

Popularwissenschaftlich wird die Entropie haufig als Maf3 fiir die Unordnung eines
Systems bezeichnet. 1880 definierte Ludwig Boltzmann die Entropie als
Wahrscheinlichkeit fiir die Anzahl der mikroskopisch erreichbaren Zustinde W, die
unabhdngig von einem festgelegten Ordnungsgrad sind. Diese Form der
Interpretation beruht auf einer statistischen Betrachtung eines Systems als

Verteilung von Energiezustanden [41].
S=k-Inw (24)

Helmholtz und Gibbs haben darauthin die freie Energie A und die freie Enthalpie G
beschrieben, um die energetischen Aspekte (innere Energie bzw. Enthalpie) mit der
Freiwilligkeit von Reaktionen (Entropie) in einen gemeinsamen Kontext zu bringen.
Hergeleitet wurde die freie Enthalpie G (26), die im Zusammenhang mit dem

chemischen Potential x steht (25), aus der Entropiednderung eines Systems a:
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Mi=p, +R-T-Infai} (25)
G=G,+R-T-Ina (26)

Im thermischen Gleichgewicht ist dG =0 und damit wird:

AG=-R-T-InK (27)

Die Gesamt-Entropie eines Systems AS  entspricht der Summe aus innerer AS und

aufderer Entropie AS,_ ., [42]:

AS y = AS + AS 5 (28)
AQaurSen
ASauf&en = T Aqaufien = _Aq (29)
AS . _as-2d T (30)
T
T-AS, =T -AS—-Aq AG =-T-AS (31)
Der Zusammenhang zwischen Bindung und Warme ergibt sich aus (27) und (31):
AG=AH-T-AS=-R-T-InK (32)

Somit erhdlt man aus kalorimetrischen Messungen neben der Wiarme auch
Information Ttber die Gleichgewichtskonstante und damit auch iiber die
Bindungsstarke.

Lavoisier und Laplace haben das erste relevante kalorimetrische Experiment im Jahre
1780 durchgefiihrt. Sie hatten ein Eiskalorimeter gebaut und die metabolische
Warme eines Meerschweinchens tiber das geschmolzene Wasser ermittelt [44].

Die Titrationskalorimetrie wurde erstmals als eine Methode fiir die simultane

Erfassung von K und AH beschrieben [45]; zundchst nur fiir Sdure-Base-

Reaktionen. Die erste biologisch relevante Messung von Beaudette und Langerman

erfolgte 1978 [46].
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Erst 1989 war das erste kommerzielle Titrationskalorimeter fiir biologische
Fragestellungen erhaltlich [47].

In der heutigen Zeit gehort die isotherme Titrationskalorimetrie (engl. ,Isothermal
Titration Calorimetry“) zu den Routine-Methoden bei der Charakterisierung von
Bindungsparametern.

Kalorimetrische Messungen konnen auf drei unterschiedliche Arten durchgefiihrt

werden [48]:

Tabelle 2: Kalorimetrische Messmethoden.

Art Messgrofie

Temperatur Anderung der Temperatur
Energiekompensation Anderung der Heizleistung
Wirmeleitfahigkeit Spannungsanderung

Das einfachste Kalorimeter ist ein Bombenkalorimeter. Die Temperaturanderung
eines temperierten Gefafdes wird vor und nach Reaktandzugabe gemessen. Daraus
kann dann der Brennwert bestimmt werden.

Das VP-ITC-Messgerat funktioniert nach dem Prinzip der Energiekompensation. Der
Aufbau eines VP-ITC wird in Kapitel 3.2.9 genau beschrieben. Das Kalorimeter ist
adiabatisch abgeschirmt und besteht aus zwei Zellen, die separat tiiber ein
Heizelement verfiigen. Die Temperaturdifferenz zwischen den Zellen wird konstant
gehalten. Durch Zugabe eines Reaktanden in eine der Zellen kommt es aufgrund von
chemischen oder physikalischen Prozessen zu einer Warmednderung in der
Messzelle. Erhoht sich die Temperatur, so handelt es sich um eine exotherme
Reaktion. Die Leistung des Heizelementes der Messzelle wird heruntergefahren, um
die Temperaturdifferenz zwischen den Zellen wieder auf den Wert Null zu bringen.
Bei einer Temperaturabkiihlung in der Messzelle infolge eines endothermen
Vorgangs ist eine Erhohung der Heizung erforderlich.

Die Messgrofe in der ITC ist die Anderung der Heizleistung, die erforderlich ist, um
die Temperatur zwischen Mess- und Referenzzelle nach Reagenzzugabe konstant zu

halten. Ein typisches sigmoides ITC-Thermogramm ist in Abb. 12 zu sehen:
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Abbildung 12: ITC-Thermogramm einer exothermen Bindungsreaktion mit 50 Injektionen
(oben). Die Integration des ITC-Laufs fithrt zu einer Bindungsisotherme (unten).

Bei einem ITC-Lauf wird in der Regel die Anderung der Heizleistung in der Einheit
ucal/sec gegen die Zeit in min aufgetragen. Jeder Ausschlag der Heizleistung steht fiir
eine Injektion gleichen Volumens in die Messzelle. Die Summe der integrierten

Peakflachen gegen die Zeit liefert die totale Warmemenge q.

Diese Form der Auswertung erlaubt die Ermittlung der Enthalpie AH wund der
Bindungskonstante K, aus der Bindungsisotherme, sowie die Berechnung der freien
Enthalpie AG und der Entropie AS aus Gleichung (32). Mit diesen Parametern ist

eine umfassende thermodynamische Charakterisierung einer Bindungsreaktion
moglich.

Die ITC eignet sich fir jede Form von Wechselwirkung zwischen zwei
Bindungspartnern, bei denen Warme entweder aufgenommen oder abgegeben wird.
Eine Vielzahl von Applikationen ist so realisierbar, wie z.B. Proteininteraktionen mit
anderen Proteinen [49], Nukleinsduren [50], Rezeptoren, Zuckern [51], Antikorpern
[52] oder sogenannten small molecules. Aber auch nicht-biologische Fragestellungen,
wie die Untersuchung von ionischen, metallischen oder Polymerwechselwirkungen
sind ohne weiteres durchfiihrbar. Moderne ITC-Gerate messen Warmeeffekte, die
kleiner als 0.1 pcal sind und Bindungskonstanten im Bereich von 10-8 bis 10-° mol/L.

Im Gegensatz zu optischen Verfahren, konnen kalorimetrische Messungen auch mit
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Reaktanden durchgefiihrt werden, die kein Chromophor oder gekoppelte Farbstoffe
tragen. Selbst tribe Losungen konnen in einem weiten pH-Bereich mit
unterschiedlicher Pufferzusammensetzung titriert werden [48]. Auch ist eine
Immobilisierung eines Messpartners nicht notwendig.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die ITC auf dem Gebiet der Peptid-Lipid-
Wechselwirkungen eingesetzt. Dabei wurden Peptide in die Messzellen eingebracht
und Lipide als Vesikel iiber eine Titrationsspritze in Aliquots zugefiihrt. Auf diese Art
und Weise wurden beispielsweise auch die Wechselwirkungen des Peptids Magainin
mit Modellmembranen aus POPC/POPG untersucht [53], oder die spezifische Bindung
von Cinnamycin mit Phosphatidylethanolaminen [54]. Bringezu et. al haben die
Insertion des antimikrobiellen Peptids Dicynthaurin in Modellmembranen verfolgt
[55]. Die Bindung von Cathelicidin an Modellmembranen haben Andruschenko und
Mitarbeiter gemessen [56]. Binder und Lindblom zeigten mit der ITC die ladungs-
abhangige Translokation des Peptids Penetratin durch Lipidmembranen [57]. Auch
das Lantibiotikum Nisin [58], das Glykopeptidantibiotikum Vancomycin [59] und das
kationische Polypeptid Melittin [60] waren schon Gegenstand von ITC-Messungen.
Bei Peptid-Lipid Wechselwirkungen geht man von folgenden Ablaufen im wassrigen
Milieu aus [61,62]:

Das Peptid besitzt nur eine begrenzte Loslichkeit in Wasser. Die Bindung an die
Lipidmembran erfolgt aus dem wassrigen Medium. Der erste Kontakt des Peptids mit
dem Lipid ist eine Oberflichenanlagerung, die durch Hydrophobizitit, elektro-
statische Anziehungskrafte und Wasserstoffbriickenbindungen begiinstigt sind. Eine
Membraninsertion geht oft mit einer Konformationsanderung des Peptids einher. Je
nach Eigenschaft des Peptids kann die Membranordnung disturbiert oder gar zerstort
werden. Eine spezifische Bindung an eine definierte Zielstruktur in der Membran
kann ebenfalls erfolgen. Jeder einzelne dieser Vorgange leistet einen Beitrag zur
Warmeanderung im System, die von der Messsensorik erfasst werden kann.
Abhingig von der Anderung der einzelnen thermodynamischen Parameter werden
unterschiedliche Interpretationen tiber die Wechselwirkung erortert. Die Enthalpie
wird als Maf$ fiir die Intensitit der Bindung angesehen, wahrend die Entropie
Auskunft tiber mogliche konformationelle Veranderungen gibt. Allerdings sind diese
Aussagen stets in Relation zu anderen Wechselwirkungen zu betrachten, so dass die
Gesamtheit aus Enthalpie, Entropie und Bindungskonstante eine Ubersicht iiber die

thermische Interaktion eines Peptids mit einer Phospholipidmembran gestattet.
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Da einige Wechselwirkungen keine sigmoiden Kurvenverlaufe zeigen, und die
gangige Auswertung iiber Bindungsisothermen nicht ohne weiteres moglich ist,
wurden mathematische Ansatze entwickelt, um diese Problematik zu losen.

Die Gesamtenthalpie AH kann aus der Summe der einzelnen Peakflichen Ah, und

der eingesetzten Peptidstoffmenge n, ermittelt werden [61]:
AH =>"Ah /n, (33)
1

Die gebundene Fraktion des Peptids X | am Lipid wird folgendermafSen definiert:

k n
-, S (S -
1 1

Die freie Peptidkonzentration c, fiir die jeweilige Injektion k unterscheidet sich von
der Anfangskonzentration ¢, und wird aus der jeweiligen Peptidfraktion X,

bezogen:
e =c,1-X ) (35)

Der molare Anteil des Lipids n_ wird tber das Injektionsvolumen V,; und die freie

Lipidkonzentration ¢ berechnet:
nd =k-Vv,,-c? (36)
Damit gilt fiir den Grad der Bindung des Peptids am Lipid:

X = [0 @)

Zu beachten ist hier, dass mit dem Parameter y der Anteil an Lipid bestimmt wird,

der in einem Vesikel fiir die Bindung eines Peptids auch tatsachlich zuganglich ist.
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Man geht von einem Anteil von 50% aus, wenn das Peptid kein Porenbildner ist und
nur eine Oberflachenanlagerung bzw. Einlagerung in die Vesikel stattfindet.

Wird der Bindungsgrad X, gegen die Peptidkonzentration C, aufgetragen, so erhalt

man eine Gerade, die als scheinbare Bindungskonstante K, bezeichnet wird:

X, =K, C, (38)

In diesem Fall ist die Interaktion des Peptids rein durch hydrophobe
Wechselwirkungen zustande gekommen. Liefert die Auftragung eine exponentielle
Form, so ist das ein Hinweis auf zusatzliche elektrostatische Krafte, die an der
Bindung beteiligt sind. Damit ist die Konzentration des Peptids in der Nahe der
Membran infolge ladungsinduzierter Vorgange hoher als in der Umgebung.

Die Oberflachenkonzentration des Peptids C,, an der Membran kann mit Hilfe der

Gouy-Chapman Theorie berechnet werden [63-68]. Dabei gibt es einen

Zusammenhang zwischen der Oberflaichendichte & und dem Membranpotential y

bzw. der Flache, die polare Lipidbestandteile einer Membran aufweisen. Die

Auftragung des Bindungsgrads X, gegen die Konzentration C,, fiihrt zur linearen

apparenten Bindungskonstante K, [62]:

X, =K, -C,

ap

(39)
Die ITC bietet somit mit einer einzigen Messung ein komplettes thermodynamisches
Profil einer Peptid-Lipid Interaktion und ist daher ein geeignetes Verfahren zur
Untersuchung der Rolle von Membranwechselwirkungen fiir die Wirksamkeit von

Peptidantibiotika.

2.2. Antibiotika

Antibiotika sind nach einer Definition von Waksman (1956): ,Niedermolekulare
Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen, die in niedrigen Konzentrationen das
Wachstum anderer Mikroorganismen inhibieren [69]. Lancini und Parenti fassten
den Begriff des Antibiotikums knapp 30 Jahre spater (1982) folgendermafien

zusammen: ,Antibiotika sind strukturell verschiedene chemische Verbindungen, die
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inhibitorische Aktivitit gegen Mikroorganismen, Viren und eukaryotische Zellen
aufweisen und mit einigen Ausnahmen dem Sekundarstoffwechsel lebender
Organismen entstammen” [70]. Die Entdeckung der Antibiotika kann als bedeutende
Errungenschaft in der Geschichte der Wissenschaft des 20. Jahrhunderts angesehen
werden. Damit war man erstmals in der Lage schwere Infektionskrankheiten, die
sonst ein sicheres Todesurteil darstellten, zu heilen.

Wichtige Antibiotikaklassen neben den Penicillinen und den verwandten
Cephalosporinen bilden auflerdem Gyrasehemmer, Aminoglykoside, Glykopeptide,
Makrolide und Tetrazykline. Viele Antibiotika leiten sich von Naturstoffen ab und
haben abhiangig von ihrer zugehorigen Substanzklasse vielfdltige Angriffspunkte in
Bakterien. Fiir weitergehende Literatur zu Antibiotika im Allgemeinen sei auf

folgende Quellen verwiesen [71,72].

B-Laktamantibiotika
Glykopeptide
Lantibiotika

\F‘;® )

Nukleotide ——— DNA —— > Protein

@ Zellwand \@ \@ \@

@ Zellmembran

Sulfonamide Chinolone Aminoglykoside
@ Folsauresynthese Trimethoprim Nitrofurane Lincosamide
(@) DNA Funktion Makrolide

(®) Proteinbiosynthese \\ Tetrazykline //

Abbildung 13: Angriffspunkte von Antibiotika an Bakterienzellen.

Folgende strukturelle Grundeinteilung von Antibiotika und deren Zielstrukturen sind

in der Literatur beschrieben:

Tabelle 3: Wichtige Antibiotikaklassen [71].

Klasse Antibiotikum Zielstruktur Resistenz

B-Laktame Amoxicillin Zellwandenzyme Modifizierende Enzyme
Glykopeptide Vancomycin D-Ala-D-Ala Targetmutation
Lantibiotika Nisin Lipid II Kationische Membran
Sulfonamide Sulfamethoxazol DHF Targetmutation
Chinolone Ciproflocaxin DNA Gyrase Targetmutation, Efflux
Aminoglykoside Gentamicin Ribosom 30S Modifizierende Enzyme
Lincosamide Clindamycin Ribosom 50S Targetmutation, Efflux
Makrolide Erythromycin Ribosom 50S Targetmutation, Efflux

Tetrazykline Doxycyclin Ribosom 30S Efflux
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Im Ndheren wird der Fokus auf die zellwandaktiven Antibiotika gelegt. Im Vergleich
zu den anderen Antibiotikaklassen fallt auf, dass es sich um Peptide handelt. In einer
Datenbank fiir antimikrobielle Peptide sind ca. 950 Peptide aufgelistet [73,74]. In
Abb. 14 ist die Biosynthese der Zellwand grampositiver Bakterien am Beispiel von

Staphylococcus aureus beschrieben:
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Abbildung 14: Zellwandbiosynthese in Staphylococcus aureus; enthommen aus [75].

Die Biosynthese der Zellwand beginnt im Zytoplasma der Bakterienzelle. UDP-GIcNAc
wird mittels der Enzyme MurA und MurB zu UDP-MurNAc umgewandelt. Die Enzyme
MurCDE fiigen jeweils ein Peptid an den Zuckerbaustein. MurF fligt das Dipeptid D-
Ala-D-Ala, welches von DdIA unter ATP Verbrauch zusammengebaut wurde, an das
UDP-MurNAc. Die Vorstufe UDP-MurNAc-Pentapeptid stellt die letzte wasserlosliche
Vorstufe in der Synthese der Zellwand dar. MraY verkniipft UDP-MurNAc-
Pentapeptid mit dem Baktoprenolphosphat, einem aus 55 Kohlenstoffatomen
bestehendem Isoprengeriist, welches in der Zellmembran verankert ist. Die
entstandene Struktur ist das Lipid I. MurG fiigt ein weiteres UDP-GIcNAc an das
Lipid I an und somit wird das Lipid II gebildet, welches durch einen unbekannten
Mechanismus, moglicherweise einer Flipase, membrangebunden an die extrazelluldre

Seite gelangt. An dieser Stelle werden GIcNAc und MurNAc als Disaccharideinheit
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abgespalten und durch Transpeptidasen und Transglykosylasen in ein
dreidimensionales Netzwerk eingebaut. Dieses Gebilde wird als Murein bezeichnet.
Nach Abspaltung der Disaccharide verbleibt das Baktoprenolpyrophosphat in der
Membran und wird unter Phosphatabgabe als Baktoprenolphosphat wieder in den
Zyklus der Zellwandbiosynthese eingespannt.

Der Ablauf der Zellwandbiosynthese kann an unterschiedlichen Stellen durch
Antibiotika attackiert werden.

So hemmt Fosfomycin die Umwandlung von UDP-GIcNAc zu UDP-MurNAc.
D-Cycloserin verhindert den Zusammenbau des Dipeptids D-Ala-D-Ala. Friulimicin
bindet an Baktoprenolphosphat und inhibiert die Reaktion des Enzyms Mray,
wahrend Bacitracin die Dephosphorylierung des Baktoprenolpyrophosphats
blockiert. Die B-Laktamantibiotika bringen die Transpeptidase und Moenomycin die
Transglykosylase zum Stillstand. Lipid Il wird durch Glykopeptide am D-Ala-D-Ala
Motiv und durch Lantibiotika an der Pyrophosphatgruppe gebunden und so dem

Kreislauf der Zellwandsynthese entzogen.

4 glycopeptides
1 2 f-lactams (e.g. vancomycin
g » o), ~— lantibiotics =
% % . (e.g. nisin, mersacidin)
w‘, + e 4
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- mannopeptomycins

ramoplanin

plectasin

ramoplanin ? A
others 7
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Abbildung 15: Hemmung der Zellwandbiosynthese in Staphylococcus aureus; entnommen aus
[75].
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In den folgenden Kapiteln werden die Antibiotika aus den Klassen der Lantibiotika,

Glykopeptide und Lipopeptide ndaher besprochen.

2.3. Lantibiotika

Lantibiotika sind antimikrobiell wirksame Peptide, die von grampositiven Bakterien
produziert werden. Sie gehoren zur Klasse I der so genannten Bakteriozine. Dabei
handelt es sich um ribosomal synthetisierte Peptide prokaryotischen Ursprungs, die
antimikrobielle Eigenschaften aufweisen.

Lantibiotika haben ein Molekulargewicht von weniger als 5 kDa und zeichnen sich
durch einen hohen Anteil an ungewohnlichen Aminosauren wie Lanthionin (Lan) und
3-Methyllanthionin (MeLan) sowie den ungesattigten Aminosauren Didehydroalanin
(Dha) und Didehydrobutyrin (Dhb) aus. Insgesamt gibt es 17 unterschiedliche

Aminosauren, die in der Sequenz der Lantibiotika auftauchen [76-78].

O O O O
s s o o
- - S. _~__0 S. _~__O
| S S A
H,C CH,

2,3-Didehydroalanin 2,3-Didehydrobutyrin meso-Lanthionin (Lan) 3-Methyllanthionin (MeLan)

R, RS

Abbildung 16: Strukturen ungewo6hnlicher AS in Lantibiotika.

Zurzeit sind etwa 60 unterschiedliche Lantibiotika bekannt [76].

2.3.1. Einteilung der Lantibiotika

Aktuell gibt es drei Klassifikationen fiir die Einteilung der Lantibiotika. 1991 hatte
Jung die Lantibiotika anhand ihrer chemischen Strukturen und ihrer biologischen
Aktivitat in zwei Untergruppen gegliedert [79]:

Typ A Lantibiotika sind langgestreckte, amphiphile Peptide, die kationisch sind und
meist eine Lange von 22 bis 34 AS haben. Zu dieser Gruppe gehoren unter anderem
Nisin als bekanntester Vertreter, Subtilin, Gallidermin, Pep5 sowie Microbisporicin.
Lantibiotika, die eine globuldare Form haben, wie Mersacidin, Actagardine, Duramycin
und Cinnamycin zdhlen zum Typ B. Sie tragen entweder eine neutrale oder eine

negative Ladung. In den 90er Jahren tauchten immer neuere Lantibiotika auf, die sich



44 Theoretische Grundlagen

nicht mehr in das gdngige Schema sortieren lief3en. Dazu gehort Lacticin 481, welches
sowohl lineare als auch globuldre Strukturmerkmale in einem Molekul vereint [80].
Somit wurde eine neue Klassifikation aufgestellt, die lineare Vertreter wie Nisin und
Gallidermin in Typ Al und Lacticin 481 mit Analoga in Typ All einstuft [81].

Eine andere Moglichkeit der Einteilung geht von den beteiligten Enzymen in der
Biosynthese der Lantibiotika und einer bestimmten Abfolge von Aminoséduren in der
Leadersequenz aus.

Damit werden Lantibiotika mit einem ,FNLD“-Motiv in der Leadersequenz und den
Genen lanB und lanC im Produzentenstamm zur Klasse I gerechnet. Bei der Klasse II
werden die Aufgaben der Gene lanB und lanC durch ein Gen lanM iibernommen.
Zusatzlich tritt in der Spaltungssequenz die charakteristische Abfolge ,GG“ oder ,,GA"
auf [82]. Klasse III Lantibiotika haben keine antibiotische Wirkung [76], dafiir stehen
andere morphogenetische Effekte im Vordergrund. Vertreter sind SapB [83], SapT
[84] und das neu entdeckte Labyrinthopeptin [85,86].

Aufier den einzelnen Peptidantibiotika gibt es noch Zwei-Peptidantibiotika, deren
Wirksamkeit durch eine synergistische Wirkverstiarkung der beiden Einzelpeptide
verbessert wird. Zu dieser Gruppe gehoren unter anderem Lacticin 3147 [87],
Staphylococcin C55 [88], Plantaricin W [89] und Haloduracin [90]. Das erste Peptid
ist meist ein Typ B-Lantibiotikum, wahrend das zweite Peptid zum Typ A zugehorig

ist. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber wichtige Lantibiotika:

Tabelle 4: Einteilung wichtiger Lantibiotika.

Lantibiotikum Einteilung Mol.Gewicht Produzentenstamm Ref.
Nisin Z Typ Al Klasse | 3330 Lactococcus lactis [91]
Subtilin Typ Al Klasse | 3317 Bacillus subtilis [92]
Microbisporicin Typ Al Klasse I 2246/2230  Microbispora sp. [93]
Gallidermin Typ Al Klasse I 2164 Staphylococcus gallinarum [94]
Mutacin 1140 Typ Al Klasse I 2263 Streptococcus mutans [95]
Pep5 Typ Al Klasse I 3488 Staphylococcus epidermidis [96]
Lacticin 481 Typ Al Klasse I 2901 Lactococcus lactis [97]
Plantaricin C Typ All, Klasse 1 2880 Lactobaccilus plantarum [98]
Mersacidin Typ B, Klasse II 1825 Bacillus ssp. [99]
Actagardine Typ B, Klasse II 1890 Actinoplanes liguriae [100]
Cinnamycin Typ B, Klasse II 2042 Streptomyces cinnamoneus [101]
Duramycin Typ B, Klasse II 2014 Streptomyces cinnamoneus [101]
SapB Klasse III 2026 Streptomyces coelicolor [83]

SapT Klasse III 2032 Streptomyces tendae [84]
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Lantibiotikum Einteilung Mol.Gewicht Produzentenstamm Ref.
Labyrinthopeptin Klasse III 1922 Actinomadura namibiensis [85]
Lacticin 3147 Zwei-Komponent 3322/2847  Lactococcus lactis ssp. [87]
Staphylococcin C55 Zwei-Komponent 3339/2993  Staphylococcus aureus C55 [88]
Plantaricin W Zwei-Komponent 3223/3099  Lactobacillus plantarum [89]
Haloduracin Zwei-Komponent 2332/3046  Bacillus halodurans [90]

2.3.2. Biosynthese der Lantibiotika

Die Gene fiir die Biosynthese der Lantibiotika sind in Clustern angeordnet und tragen
die allgemeine Bezeichnung lan. Spezifischere Bezeichnungen werden fiir die
jeweiligen Lantibiotika gewahlt (z.B.: nis fir Nisin und gdm fir Gallidermin). Die
Gencluster befinden sich auf Transposons (Nisin), auf Chromosomen (Subtilin) oder
auf Plasmiden (Gallidermin) [77]. In diesen Genclustern sind alle Gene vorhanden, die
fir die Einfiihrung seltener Aminosauren, die Regulation der Synthese, den Schutz
des Produzenten und die Freisetzung des Lantibiotikums verantwortlich sind [76].
Das lanA Gen codiert ein Prapeptid LanA, dessen N-terminale Leadersequenz eine
Lange von bis zu 59 AS tragen kann. Die genaue Funktion dieser Sequenz ist bis heute
nicht geklart. Sie sorgt vermutlich fiir die Inaktivitiat des Lantibiotikums wahrend der
Biosynthese und scheint das Molekiil dahingehend in einer Konformation zu halten,
die fiir den reibungslosen Ablauf der anschlief3enden Veranderungen notwendig ist.
Der C-terminale Bereich unterliegt postranslationalen Modifikationen, die von den
Enzymen LanB und LanC fiir Al-Lantibiotika oder LanM fiir All und B-Lantibiotika
ausgefiihrt werden. Der erste Schritt besteht darin, dass Serin- und Threonin-Reste
durch Dehydration (LanB/LanM) zu Didehydroalanin bzw. Didehydrobutyrin oxidiert
werden. Im Anschluss werden Dha und Dhb mit Cysteinen aus der Nachbarschaft
durch Zyklasen (LanC/LanM) iiber nucleophile Michaeladditionen zu Thioether-
briicken miteinander verkniipft [77]. Es entstehen so die fiir Lantibiotika sehr
charakteristischen Aminosauren Lanthionin (Lan) und Methyllanthionin (MeLan).
Einige Lantibiotika wie Epidermin, Gallidermin und Mutacin 1140 verfiigen im C-
Terminus tiber die ungewohnliche Aminosaure S-[(Z)-2-aminovinyl]-D-cystein
(AviCys). Das verantwortliche Enzym LanD fir die Bildung dieser AS ist im Gen lanD
codiert [77].

Nach den Modifikationen wird das Prapeptid durch die Translokase LanT aus der

Zelle geschleust und gleichzeitig wird mittels der Protease LanP die Leadersequenz
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abgespalten [76]. Damit ist das Lantibiotikum aktiv. Die Produzentenzellen schiitzen
sich selbst durch spezifische Immunititsproteine LanEFG, die ABC-Transporter
darstellen und das Protein Lanl, das in der bakteriellen Zellhille lokalisiert ist
[76,77].

Die regulatorischen Gene lanR und lanK steuern die Biosynthese der Lantibiotika und
die Expression der Immunitatsproteine des Produzentenstammes [76]. Am Beispiel

des Nisin A ist die Abfolge der Modifikationen in Abb. 17 dargestellt:
l NisA Prapeptid

10 20 30 40 50
{MSTKDFNLDL VSVSKKDSGA SPR}-ITSISLC TPGCKTGALM GCNMKTATCN CSIHVSK

{Leader—( XD DEXLODEEREKTEAEUIMGOMNMTETDEOMEE DEVEK

l NisB Oxidation von Ser und Thr

@ o
l, ll NisT Freisetzung von Nisin

Abbildung 17: Posttranslationale Modifikationen am Lantibiotikum Nisin. Oxidation von Serin-
und Threoninresten durch NisB. NisC katalysierte Zyklisierung der entstandenen AS Dha und
Dhb mit Cysteinen zu Lan bzw. MeLan. Spaltung der Leadersequenz (NisP) und Freisetzung des
Lantibiotikums (NisT).

2.3.3. Nisin

Nisin ist der bekannteste Vertreter der Typ A Lantibiotika. Interessanterweise wurde
der antimikrobielle Effekt des Nisins bereits in der 1920er Jahren entdeckt. Dabei
wurde beobachtet, wie bestimmte Milchkulturen die Produktion anderer Bakterien
inhibierten [102]. Produziert wird Nisin von Stimmen des Milchsaurebakteriums
Lactococcus lactis. Die antimikrobiellen Eigenschaften des Nisins wurden 1944 von

Mattick und Hirsch beschrieben [103]. Auch wurde der Name Nisin aus Group N
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Inhibitory Substance hergeleitet [104]. Die Struktur des Nisins wurde erst durch
umfangreiche Arbeiten von Gross und Morell aufgeklart. Hierbei entdeckten sie die
Anwesenheit ungewohnlicher AS wie Dha und weiterer AS [105-107]. Ferner folgte
eine Beschreibung iiber die Sulfidbriicken [108] und schliefdlich wurde die Struktur
des Nisins 1971 postuliert [109] und 1988 durch genetische Analysen des Prapeptids
[110] und FAB-Massenspektrometrie bestatigt [111].

Mittlerweile gibt es fiinf Varianten des Nisins, die sich in einigen AS voneinander
unterscheiden. Es handelt sich dabei um die Formen Nisin A, Z, Q, U und F [76]. In
dieser Arbeit wurde mit der Variante Nisin Z gearbeitet. Das Prapeptid des Nisin Z
besteht aus 57 AS. Nach Abspaltung der Leadersequenz verfiigt das aktive Nisin iiber
34 AS und hat ein Molekulargewicht von 3330 Da. Das Peptid tragt vierfach positive

Ladungen, die durch drei Lysin- und einen Histidinrest bedingt sind.

@ Positive Ladung

Abbildung 18: Struktur des Nisin Z. Das Lantibiotikum ist ein pentazyklisches Peptid mit
vierfach positiver Ladung. Es verfiigt iiber einen Lanthioninring (A) und drei Methyllanthionine
(B-E). Zwischen den Ringen ABC und DE befindet sich eine flexible Region (hinge region).

Nisin ist aufgrund der Thioetherbriicken eines Lanthionins und vier Methyl-
lanthionine ein pentazyklisches Peptid. Man kann das Molekiil in zwei Bereiche
gliedern. Der N-terminale Bereich besteht aus den Ringen A-C. Diese Region ist starr
und essentiell fiir die Wirksamkeit. Zwischen den Ringen C und D befindet sich eine
Gelenkregion (engl. ,hinge region“), die in den C-terminalen Bereich miindet. Dieser
Molekiilteil ist sehr flexibel. Der Anteil an hydrophoben Aminosiuren betragt ca.

44%. Aus NMR-Messungen konnte eine Linge von 50 A kalkuliert werden [112].
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2.3.4. Wirkspektrum Typ A Lantibiotika

Nisin und weitere Typ A Lantibiotika sind bereits in geringen Konzentrationen
wirksam gegen viele grampositive Bakterienstimme, wie nosokomiale Erreger der
Methyrcillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA), Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Vancomycin resistente Enterokokken (VRE) [113] und
Clostridium difficile [76]. Auflerdem wird das Wachstum von Bazillen- und
Clostridiensporen inhibiert [114]. Beteiligt ist hier die AS Dha in Position 5.
Gramnegative Bakterien wie Escherichia coli sind aufgrund der Barrierefunktion ihrer
duferen Membran unempfindlich gegeniiber den Lantibiotika. In Prdasenz von
Chelatoren wie EDTA werden die aufieren Membranschichten zerstért und
gramnegative Bakterien werden dann sensitiv gegeniiber Nisin [115]. Pilze, Hefen
und menschliche Zellen sind dagegen unempfindlich gegen Lantibiotika, selbst im mM
Bereich kann keine Schadigung festgestellt werden [116]. Weitere Wirkungen von
Nisin liegen in der Aktivierung autolytischer Enzyme in Staphylokokken [117] und
der Hemmung der Motilitit von Spermien [118]. Die Inhibition der Zellwand-
biosynthese grampositiver Bakterien und der genaue Wirkmechanismus werden in

Kapitel 2.3.13 besprochen.

2.3.5. Resistenzen gegen Nisin

In Laborversuchen konnten einige Bakterienstaimme, wie z.B. Listeria monocytogenes
gegen Nisin resistent geziichtet werden. Dabei war eine wiederholte Exposition
niedriger Mengen notwendig, um den Selektionsdruck der bakteriellen Erreger zu
trainieren. Der Resistenzmechanismus resultiert aus einer veranderten Phospholipid-
zusammensetzung, die einerseits die Membran rigider macht und andererseits die
Ladung modifiziert, um damit eine erfolgreiche Anlagerung des Lantibiotikums

verhindert [119].

2.3.6. Einsatz des Nisins

Nisin wird seit liber 40 Jahren weltweit als Konservierungsmittel eingesetzt. Von der
FDA erhielt Nisin 1988 den GRAS Status (engl. ,Generally Recognized As Safe“) [120]
und gilt in den USA als sicherer Zusatzstoff fiir Lebensmittel. Die europaische Union
hat 1995 Nisin in die Richtlinie flir Zusatzstoffe aufgenommen [121]. In Deutschland

ist in der Verordnung iber Anforderungen an Zusatzstoffe (ZVerkV) das
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Inverkehrbringen von Zusatzstoffen fiir technologische Zwecke geregelt [122]. Als
Konservierungsmittel tragt Nisin die Bezeichnung E 234. Der Einsatz des Nisins in der
EU ist in gereiftem Kase, Schmelzkdse, bestimmten Puddings und Mascarpone
erlaubt. Im Magen-Darm-Trakt wird Nisin durch Trypsin inaktiviert. Daher fiihrt ein
Konsum von konservierten Produkten zu keinen unerwiinschten Effekten auf die
Bakterienflora des Darms. Eine Anfrage an die Europdische Behorde fiir
Lebensmittelsicherheit (EFSA) liber die Sicherheit der Verwendung des Nisins wurde
in einem Gutachten im Jahre 2006 beantwortet [123]. Das Expertengremium der
EFSA kam zu dem Schluss, dass der Einsatz des Nisins als Konservierungsmittel
unbedenklich sei und trotz jahrelangen Konsums keine Anzeichen von Schiden
feststellbar waren; zusatzlich wurden auch keine Kreuzresistenzen gegeniiber
therapeutisch eingesetzten Antibiotika beobachtet. Neben dem kommerziellen
Einsatz von Nisin A (Nisaplin®) in der Lebensmittelbranche wird Nisin aber auch zur
Behandlung der Rindermastitis erfolgreich verwendet [124]. Durch die spermizide
und auch gleichzeitig antimikrobielle Wirkung ist ein Einsatz zur Vorbeugung der

Ubertragung sexueller Erreger empfohlen worden [125].

2.3.7. Gallidermin

Ein weiterer Vertreter der Typ A Lantibiotika ist Gallidermin, das von Staphylococcus
gallinarum produziert wird. Gallidermin wurde 1988 von der Arbeitsgruppe Jung
vorgestellt [94]. Die Isolation und Charakterisierung der an der Biosynthese
beteiligten Gene erfolgte durch Arbeiten von Schnell und Ottenwalder [126,127]. Das
Prapeptid besteht aus 52 AS. Nach Abspaltung der Leadersequenz verbleiben 22 AS.
Eine Besonderheit ist die ungewohnliche AS AviCys, die durch das Enzym GalD
gebildet wird [77]. Bei Gallidermin handelt sich um ein Strukturanalogon des
Epidermins, welches von Staphylococcus epidermidis produziert wird [128]. Beide
Substanzen unterscheiden sich in der AS an Position 6. Jedoch hat dieser Unterschied
keinen Einfluss auf die Wirksamkeit.

Gallidermin hat ein Molekulargewicht von 2164 Da und tragt eine zweifach positive
Nettoladung. Durch das Fehlen der C-terminalen Carboxylgruppe ist die Ladung bei
physiologischen pH-Wert dreifach positiv.
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@ Positive Ladung

Abbildung 19: Struktur des Gallidermins. Das Lantibiotikum verfiigt iiber vier Ringe und eine
zwei positive Ladungen. Gallidermin hat zwei Lanthionine, ein Methyllanthionin sowie ein
Aminovinylcystein.

Im Vergleich zum Nisin hat es einen dhnlichen N-Terminus. Allerdings fehlt an dieser
Stelle der C-Ring. Gallidermin hat gegeniiber Nisin einen verkleinerten C-Terminus,
dafiir ist die hinge region vergrofdert. Die AS Dha fehlt komplett. Der Anteil an
hydrophoben Aminosduren liegt bei 45%. Eine 3d-Struktur wurde aus NMR-Daten
erstellt. Gallidermin nimmt eine schraubenférmige raumliche Anordnung an, die
einen hydrophilen, geladenen N-Terminus und einen kompakten, lipophilen C-
Terminus besitzt. Die Linge des Molekiils liegt bei ca. 30 A. Der Durchmesser wurde

mit 8-10 A berechnet [129].

2.3.8. Wirkspektrum des Gallidermin

Gallidermin ist gegen ein breites Spektrum grampositiver Bakterien wirksam. Dazu
gehoren z.B. Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Lactococcus lactis und Micrococcus flavus. Gallidermin ist auferdem sehr
wirksam gegen Propionibacterium acnes, das eine Rolle in der Pathogenese der Akne
spielt [94].

Als mogliches Einsatzgebiet ist eine transdermale Applikationsform des Gallidermins

zur Behandlung der Akne in der Diskussion [130].

2.3.9. Subtilin

Weitere Typ A Lantibiotika sind Subtilin, Pep5 und Microbisporicin. Subtilin, das von
Bacillus subtilis produziert wird, war nach Nisin das zweite Lantibiotikum das
beschrieben wurde [92,131]. Dem Nisin ist es strukturell sehr dhnlich. Beide Peptide
haben an Position 5 ein Dha. An Position 1 tragt das Subtilin allerdings ein Trp. Auch
das Wirkspektrum ist vergleichbar mit dem des Nisins. Das Prapeptid des Subtilins

hat 56 AS.
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@ Positive Ladung

Abbildung 20: Struktur des Subtilins. Das pentazyklische Lantibiotikum verfiigt iiber eine
dreifach positive Ladung, ein Lanthionin und drei Methyllanthionine.

Nach Abspaltung der Leadersequenz verfiigt das aktive Lantibiotikum noch tiber 32
AS und ein Molekulargewicht von 3317 Da. Die Nettoladung betragt +2 und 43% der
AS des Subtilins sind lipophil.

2.3.10. Pep5

Pep5 (3488 Da) ist ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der Typ A Lantibiotika [96].
Es wurde aus Staphylococcus epidermidis isoliert. Das Prapeptid besitzt 60 AS. An der
ersten Position des 34 AS langen Peptids befindet sich ein 2-Oxobutyrylrest. Zwei Arg

und flinf Lys fiihren zu einer achtfach positiven Nettoladung.

@ Positive Ladung

Abbildung 21: Struktur des Pep5. Das Molekiil verfiigt iiber zwei Lanthionine und ein
Methyllanthionin. Pep5 hat eine achtfach positive Ladung und trigt an Position 1 einen 2-
Oxobutyrylrest.

Der hydrophobe AS-Anteil liegt bei 38%. Somit ist die Substanz sehr polar und nimmt

in wassriger Losung zundchst eine ungeordnete Struktur an, die bei Lipidzugabe

helikal wird [112].
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2.3.11. Microbisporicin

Microbisporicin ist ein neues Typ A Lantibiotikum, das der Untergruppe Al
zugeordnet werden kann und von Microbispora Arten produziert wird [93]. Es
existieren zwei Formen, A1 (2246 Da) und A2 (2230 Da), die in einem Verhaltnis von
60:40 vorliegen. Die Struktur enthadlt 24 AS und zwei neue posttranslationale
Modifikationen. Dazu gehoren ein 5-Chlorotryptophan an Position 4 und ein
hydroxyliertes Prolin an Position 14 bei dem A2 Peptid, oder ein Prolin mit zwei
Hydroxylgruppen bei der A1 Variante. Bei pH=7 tragt Microbisporicin eine positive

Ladung am N-Terminus.

O einzigartige Aminosauren S
X =1 Microbisporicin A2
X =2 Microbisporicin A1

Abbildung 22: Struktur des Microbisporicin. Das neue Lantibiotikum hat drei Lanthionine, ein
Methyllanthionin, ein Aminovinylcystein und als einzigartige Aminosiuren ein chloriertes
Tryptophan und hydroxyliertes Prolin.

Microbisporicin zeigt die starkste Wirksamkeit aller Lantibiotika. Gegen MRSA und
Vancomyecin resistente Staphylococcus aureus betragt die MIC < 0.13 pg/mL. Weitere
sensitive Erreger sind unter anderem die grampositiven Bakterien Enterococcus
faecalis, Lactobacillus garvieae und das gramnegative Neisseria meningitidis [93].
Gegen andere gramnegative Keime wie Escherichia coli ist aber auch Microbisporicin

nahezu wirkungslos.

2.3.12. Lacticin 481 und Plantaricin C

Zu den Typ AIl Lantibiotika gehoren Lacticin 481 und Plantaricin C. Die
posttranslationalen Modifikationen, wie die Oxidation von Ser und Thr und die
anschliefSende Zyklisierung mit Cys werden durch das Enzym LanM ausgefiihrt.
Generell haben diese Lantibiotika einen linearen N-Terminus und gleichzeitig einen

globularen C-Terminus [77].
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Lacticin 481 wird von Lactococcus lactis produziert und hat ein Molekulargewicht von
2901 Da [97]. Das Prapeptid hat 57 AS, das aktive Lantibiotikum besteht aus 27 AS.
Im Molekiil sind zwei Lan und ein MeLan. Die Gesamtladung ist zweifach positiv.

Plantaricin C (2880 Da), produziert aus Lactobacillus plantarum, hat 27 AS und
besitzt ein Lan und drei MeLan [98]. Die Struktur hat fiinf positive und zwei negative

AS.

2.3.13. Wirkmechanismus der Typ A Lantibiotika

In den letzten Jahren ist klar geworden, dass die Wirkmechanismen der
antibiotischen Aktivitit der Lantibiotika vielfdltig sind, und unter Umstdnden
mehrere Prozesse involviert sind, die einen Beitrag zur Gesamtwirksamkeit leisten.
Nach der Strukturaufklirung des Nisins Anfang der 1970er Jahre begann die
Erforschung des Wirkmechanismus der Lantibiotika. Ein Grofdteil der Experimente
fokussierte dabei auf die Lyse bakterieller Zellmembranen durch Nisin. Meist wurden
Studien an Modellmembranen durchgefiihrt und die Permeabilitit der Membran
untersucht. Als Linett und Strominger 1973 die Storung der Zellwandbiosynthese
durch Nisin und Subtilin veroffentlichten [132] gab es noch keine Anzeichen fiir eine
definierte Zielstruktur in der bakteriellen Zellwand. Porenbildung ist eine weit-
verbreitete Eigenschaft antimikrobieller Peptide. Man nahm diesen Weg als primaren
Wirkmechanismus dieser Antibiotikaklasse an. Ruhr und Sahl berichteten 1985, dass
die Zytoplasmamembran die primare Zielstruktur des Nisins ist, und dass infolge der
Membranzerstorung der Efflux von wichtigen Metaboliten und Ionen stattfindet
[133]. Die Depolarisation der Membran war stets abhingig von einem Grenzpotential.
Diese transmembranidre Potentialdifferenz sollte die Porenbildung begiinstigen
[134]. Nisin und Pep5 formen kurzlebige Poren mit einem Durchmesser von 1-2 nm
in Bakterienmembranen [133,135].

Der Bindungsprozess startet zunachst mit der Anlagerung des Nisins an die
Oberflache von Zellmembranen. Dabei spielt der C-Terminus eine grofie Rolle. Es
kommt zu ionischen Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen Teil des C-
Terminus und negativ geladenen Phospholipiden der Membran. Um den Vorgang der
Porenbildung besser zu beschreiben, wurden zwei Modelle vorgeschlagen:

Im Barrel-Stave-Modell binden die kationischen Peptide durch elektrostatische

Anziehung an die Membranoberflache. Ab einem bestimmten Membranpotential
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nehmen die Peptide eine senkrechte Anordnung zur Oberfldche der Membran ein und
bilden eine Pore.

Beim Wedge-Modell haben die an der Oberflache angelagerten Peptide eine parallele
Ausrichtung zur Membran. Die Peptide aggregieren und biegen die polaren
Phospholipidenden keilférmig durch die Membran, so dass eine ringférmige Pore
durch die Membran gestaltet wird [136,137].

In der Folgezeit wurde die Auswirkung von Mutanten des Nisin auf die
Porenbildungsfahigkeit untersucht [134]. Generell konnte gezeigt werden, dass die
Ladung der anionischen Modellmembran und des kationischen Peptids eine grofie
Auswirkung auf die Porenbildung haben [138]. Da grampositive Bakterien einen
hohen Gehalt an anionischen Phospholipiden in ihrer Membran aufweisen, ist diese
Erkenntnis somit wichtig fiir die Deutung der unspezifischen Wechselwirkung
zwischen kationischen Peptiden und Bakterienmembranen.

Aber auch die Zusammensetzung der Modellmembranen (Planare Schichten oder
Vesikel) hat einen grofden Einfluss auf das Ausmaf$ der Porenbildung [134,139]. Die
in vitro Untersuchungen zum Wirkmechanismus der Lantibiotika haben viele
wertvolle Hinweise tliber die Interaktion mit Lipidmembranen erbracht, jedoch
konnten sie nicht die Diskrepanz zwischen den geringen wirksamen Konzentrationen
(nM) in Bakterien und den hohen erforderlichen Mengen (uM) in Modellmembranen
erklaren. Erst Breukink et al. konnten 1999 eindeutig zeigen, dass der Grund fiir die
in vivo Wirksamkeit der porenbildenden Lantibiotika in der Inhibition einer
definierten Zielstruktur in der Bakterienmembran begriindet war [140]. Die
Zielstruktur fiir die Lantibiotika ist die Zellwandvorstufe Lipid II, die eine essenzielle
Rolle im Aufbau der Zellwand grampositiver Bakterien spielt. Die Anwesenheit von
Lipid II in Modellmembranen fiihrte zu einer 1000fach hoheren Wirkung des Nisins
[141]. In weiteren Untersuchungen [142] stellte sich heraus, dass Lipid II Einfluss auf
die Konformation des Nisins hat [143], und auch selbst Bestandteil der gebildeten
Pore ist [144]. Bonev et al. fanden heraus, dass die Bindung des Nisins hauptsachlich
auf die Pyrophosphatgruppe des Lipid II gerichtet ist [145]. Schliefilich gelang es Hsu
und Mitarbeitern mittels NMR-Messungen den genauen Wirkmechanismus des Nisins
an Lipid II aufzuklaren [146]:

Nach Anndherung an die Membran bindet Nisin mit dem N-Terminus unter
Ausbildung mehrerer Wasserstoffbriicken an die Sauerstoffatome der Pyrophosphat-

Gruppe des Lipid II. Beteiligt sind unter anderem die AS Dhb2, Ala3, Ile4, Dha5 und
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Abu8. Diese sogenannte Pyrophosphat-Kéafigstruktur (engl. ,pyrophosphate cage®)
bildet die Grundlage fiir die Hemmung der anschlief}enden Schritte der Zellwand-
biosynthese. Mit einer Stochiometrie von 8:4 Nisin zu Lipid II-Molekiilen wird Lipid II
auflerdem als Ankermolekiil fiir eine mogliche Porenbildung benutzt [147].

Lantibiotika wie Nisin, bei denen eine bestimmte Abfolge von AS im N-Terminus
konserviert vorliegt, weisen also einen dualen Wirkmechanismus auf. Es kommt zur
Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese und zusatzlich tritt Zelllyse infolge der

Porenbildung auf [148]. Abb. 23 veranschaulicht diesen Vorgang:

Nisin

1. Bindung an Lipid Il 2. Porenbildung

Lipid 11

Zellwand

Membran

intrazellular

Abbildung 23: Dualer Wirkmechanismus des Nisins: 1.) Bindung an Lipid II fiihrt zur Hemmung
der Zellwandbiosynthese. 2.) Anschlief3ende Porenbildung unter Verwendung des Lipid II als
Anker resultiert in der Lyse der Bakterienzelle.

Durch die flexible Gelenk-Region ist der C-Terminus des Nisins befahigt die Membran
zu umspannen und so eine Pore zu formen. Bei gezielten Mutationen im Bereich des
C-Terminus ging die Eigenschaft der Porenbildung verloren [148].

Mit den Biosensortechniken QCM und CV wurde die Rolle des Lipid Il auf die
Membranbindung und Porenbildung des Nisins untersucht [21]. Die Anwesenheit des
Lipid Il in einer DOPC-Modellmembran filihrte zu einer Zunahme der Affinitdt um eine
Zehnerpotenz auf 1x10-¢ mol/L. Fiir eine Porenbildung in targetierten Membranen
war sogar eine nM Nisinmenge ausreichend, wahrend die unspezifischen Poren eine
UM Nisinkonzentration erforderten. Auch eine ITC-Messung des Nisin Z mit DOPC und
DOPC/DOPG Vesikeln wurde von Breukink et al. durchgefiihrt [58]. Dabei konnte der
Einfluss der Ladung auf die Bindung an neutrale bzw. anionische Membranen

deutlich gezeigt werden.
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Allerdings bilden nicht alle Typ A Lantibiotika Poren. Gallidermin hat einen dhnlichen
N-Terminus wie Nisin und besitzt damit auch die Fahigkeit Lipid Il zu komplexieren,
ist allerdings um 13 AS kleiner. AufRerdem ist der C-Terminus zusatzlich durch ein
AviCys-Lan Doppelringsystem kompakter geformt als bei Nisin. Diesem Umstand
wurde bei der Untersuchung der Porenbildung des Gallidermins in Modell-
membranen nachgegangen. Bonelli et al. haben die Permeabilisierung der Membran
durch Gallidermin an unterschiedlichen Bakterienstimmen und Vesikeln gemessen
und mit Nisin verglichen [149]. Gallidermin war in der Lage bei Vesikeln mit einer
Membrandicke von <14 Kohlenstoffatomen (DmoPC) eine Pore zu formen.
Interessanterweise war Gallidermin in vivo an Lactococcus lactis wirksamer als Nisin
trotz fehlender Porenbildung. Somit ist der Effekt der Synthesehemmung des Lipid Il
schon ausreichend fiir eine bakterizide Wirkung, ohne dass eine Pore geformt werden
muss. Unterstiitzt wird diese These durch Hasper et al, die einen alternativen
Wirkmechanismus fiir Vertreter der Typ A Lantibiotika vorschlagen, die zu kurz fiir
eine Porenbildung sind aber das Lipid II-Bindungsmotiv enthalten [150]. Dabei wird
Lipid II aus den funktionellen Regionen (Septum) entfernt, in denen die Zellwand-
biosynthese wahrend der Zellteilung stattfindet und in unphysiologische Bereiche

sequestriert.

2.3.14. Bisherige Biosensormessungen

In weiteren Biosensoruntersuchungen (QCM und CV) konnte gezeigt werden, dass
Unterschiede in der Lipidzusammensetzung der Bakterienspezies auch eine
Auswirkung auf die in vitro Wirksamkeit des Gallidermins in Modellmembranen
haben [40]. In diesen Versuchen wurden verzweigtkettige Fettsduren in die
Lipidmatrix zu 20% eingebaut und Gallidermin mit Nisin hinsichtlich der Bindung
und der Porenbildung verglichen. So war Gallidermin in den Membranen ohne
Verzweigung nicht in der Lage eine Pore auszubilden, wahrend der Einbau der
Verzweigungen zu einem deutlichen Anstieg der Porenbildung gefiihrt hatte. Die
Charakteristik der Modellmembran spiegelt in diesem Fall die unterschiedlichen
Einfliisse der Bakterienspezies in vivo wider und kénnte eine Erklarung fiir das enge

Wirkspektrum einiger Lantibiotika liefern.
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2.3.15. Typ B Lantibiotika

Typ B Lantibiotika sind kleine (bis 22 AS), globuldr gebaute Peptide und tragen meist
keine oder negative Nettoladungen. Vertreter dieser Gruppe sind Mersacidin,

Actagardine, Cinnamycin und Duramycin.

2.3.16. Mersacidin

Mersacidin wird aus Bacillus ssp. gewonnen und weist ein Molekulargewicht von
1825 Da auf [99]. Das Prapeptid verfiigt iiber 68 AS. In der Struktur des 20 AS langen
Peptids gibt es drei MeLan und ein AviCys, das methyliert ist. Die ersten beiden AS
bilden bereits das erste MeLan. Mersacidin hat eine negative Nettoladung an Position

17.

@ Negative Ladung

Abbildung 24: Struktur des Mersacidin. Das Typ B Lantibiotikum hat drei MeLan und ein
methyliertes AviCys. Zusitzlich tragt es eine negative Ladung.

Der hydrophobe AS Anteil macht 45% aus. Zwischen den Positionen Alal2 und
Abu13 ist eine flexible Region, die erst durch NMR-Messungen aufgedeckt wurde und
die Geometrie der Struktur beeinflussen kann [151].

Mersacidin ist wirksam gegen Methicillin- und Vancomycin resistente Staphylococcus
aureus Stamme.

Das grampositive Bakterium Actinoplanes liguriae sezerniert Actagardine (1890 Da)
[100]. Das 19 AS grofde Peptid hat ein Lan und drei MeLan. Des weiteren verfiigt
Actagardine Ulber eine negative Ladung und bei einem MeLan ist der Schwefel
oxidiert. Das Peptid ist sehr hydrophob (57% der AS).

Cinnamycin und Duramycin werden in Streptomyces cinnamoneus Stimmen gebildet
und haben ein Molekulargewicht von 2042 Da bzw. 2014 Da. Beide Peptide haben 19

AS und besitzen ein Lan und zwei MeLan-Ringe.
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2.3.17. Wirkmechanismus der Typ B Lantibiotika

Mersacidin hemmt die Zellwandbiosynthese durch Blockade der Transglykosylierung
[152]. Diese wird durch Bindung des Lipid Il hervorgerufen. Allerdings erfolgt die
Bindung an eine andere Domaine des Lipid Il als bei Nisin. Die Sequenz fiir die
Bindung an die Pyrophosphat-Struktur ist nicht vorhanden. Lipid I wird nicht
targetiert. Daher ist GIcNAC in den Wirkmechanismus des Mersacidins involviert.
Bindungsstudien hatten gezeigt, dass die Zugabe von Calcium eine Wirkverstarkung
des Mersacidins verursacht [153]. Da Mersacidin an Position 17 ein Glu und damit
eine negative Ladung tragt, ware eine ladungsinduzierte Anlagerung an eine
anionische Membran wie bei Typ A Lantibiotika sehr unwahrscheinlich. Es wird
vermutet, dass das positive geladene Kation eine Briickenfunktion zwischen dem
negativ geladenen Lantibiotikum und der Membran ausiibt. Dass Glul7 fiir die
Wirkung von Mersacidin von essenzieller Natur ist, wurde durch Austausch der AS
gegen Ala eindeutig nachgewiesen [154].

Cinnamycin und Duramycin hemmen die Phospholipase A2 durch Bindung an das
Substrat Phosphatidylethanolamin [54,155].

Anders als die Typ A Lantibiotika bilden Mersacidin, Actagardine und Cinnamycin

keine Poren.

2.3.18. Labyrinthopeptin

Zur Klasse III der Lantibiotika gehoren Labyrinthopeptin, SapB und SapT. Das
Labyrinthopeptin A2 wird aus Actinomadura namibiensis Stimmen gewonnen und
hat 18 AS [85,86]. Die Struktur ist globular und tragt die neue, zuvor unbekannte
Aminosdure Labionin. Es handelt sich dabei um eine carbacyclische
Seitenkettenverkniipfung mit quartirem C-Atom an ein Lanthionin. Weiterhin
ungewoOhnlich ist eine Disulfidverkniipfung zwischen zwei Cys. Das MW betragt 1922

und die Gesamtnettoladung ist zweifach negativ durch ein Asp und Glu.
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@ Positive Ladung
@ Negative Ladung

Abbildung 25: Struktur des Labyrinthopeptin A2. Das Klasse IlI-Lantibiotikum hat als
einzigartige AS zwei Labionine. Zusitzlich ist eine Disulfidbriicke im Molekiil. Zwei AS sind
negativ geladen.

Typischerweise zeigen Klasse III Lantibiotika keine antimikrobiellen Eigenschaften
mehr. In in vitro Messungen wurden dem Labyrinthopeptin A2 antivirale Effekte
gegen Herpes simplex zugeschrieben [156]. Dagegen wurde eine signifikante
Wirksamkeit gegen neuropathische Schmerzen im Mausmodell festgestellt [157].

Daher ware ein moglicher Einsatz bei neuropathischen Schmerzen vielversprechend.

2.3.19. Zwei-Komponenten Lantibiotika

Die bisher betrachteten Lantibiotika erzielen ihre Wirkungen stets als
Einzelmolekiile. Bei einigen Lantibiotika ist der duale Wirkmechanismus des
Einzelmolekiils auf zwei Molekiile aufgeteilt. In letzter Zeit werden vermehrt
Zweikomponentensysteme entdeckt, deren volle Wirksamkeit erst durch
synergistische Aktivitat beider Komponenten erfolgt. Zu dieser Gruppe gehoren
Plantaricin W a und f, Staphylococcin C55 a und (3, sowie Lacticin 3147 A1 und A2
[77].
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Abbildung 26: Strukturen des Zwei-Komponenten Lantibiotikums Lacticin 3147 A1 (oben) und
A2 (unten). Das A1l Peptid wird zu den Typ B Lantibiotika gerechnet und hat eine einfach
negative Nettoladung, wihrend das A2 Peptid in die Typ A Gruppe eingeordnet wird und
zweifach positiv geladen vorliegt.

Lacticin A1 und A2 werden von Lactococcus lactis DPC 3147 produziert [87]. In den
Genclustern der Produzentenstimme sind zwei Strukturgene vorhanden, die beide
jeweils ein Precursor-Molekiil codieren. Beide Komponenten werden posttrans-
lational modifiziert und unabhangig voneinander abgesondert. Lacticin Al hat eine
Lange von 30 AS und ein MW von 3322 Da. Es wird aufgrund seiner Struktur zu den
Typ B Lantibiotika gerechnet. Es hat strukturelle Ahnlichkeit zum Mersacidin.
Lacticin A2 besitzt 29 AS und hat ein MW von 2847 Da. Es zdhlt zu den Typ A
Lantibiotika. Lacticin 3147 ist ebenfalls wirksam gegen grampositive Bakterien, wie
Lactococcus lactis, Listeria monocytogenes und Bacillus subtilis.

Sahl et al. haben Permeabilitdtsstudien mit Lacticin 3147 an Liposomen durchgefiihrt
und postulieren folgendes Modell, das den Wirkmechanismus beschreibt [158]:
Lacticin A1 formt einen Komplex mit dem Zellwandprecursor Lipid II und hemmt
damit bereits die Zellwandbiosynthese. Dann wird am A1l eine hochaffine
Bindungsstelle fiir A2 generiert. Die Bindung des A2 daran fiihrt zu einer Pore durch
die Membran. Man vermutet, dass die Stochiometrie des Komplexes A1:A2:Lipid II bei
4:4:4 liegt. Es wird daher angenommen, dass die entstehende Pore iiber einen
kleineren Durchmesser verfiigt als die Poren des Nisins mit Lipid II [159]. Ohne
diesen geformten Al:Lipid II-Komplex ist A2 nicht in der Lage eine Pore zu bilden. Die

volle Wirksamkeit ist erst durch Synergismus beider Molekiile gegeben. Dabei sinkt
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die MIC bei Gabe gegen Lactococcus cremoris von 0.76 ug/mL (Lacticin A1 alleine) auf

0.006 pg/mL (Kombination) [158].

2.4. Glykopeptide

Eine wichtige Antibiotikaklasse bilden die Glykopeptide. Sie sind aus einer
Peptidkette aufgebaut, die zusatzlich mit Zuckermolekiilen verbunden ist. Zu den
Glykopeptidantibiotika gehoren unter anderem Vancomycin, Teicoplanin und

Telavancin.

Tabelle 5: Einteilung wichtiger Glykopeptide.

Glykopeptid Zugelassen Mol. Gewicht Produzentenstamm Ref.
Vancomycin 1958 1450 Amycolatopsis orientalis [160]
Teicoplanin 1992 1564-1907 Actinoplanes teichomyceticus [161]
Telavancin 2009 1755 Semisynthetisch [162]
Oritavancin Nein 1793 Semisynthetisch [163]
Dalbavancin Nein 1755 Semisynthetisch [164]

2.4.1. Vancomycin

Vancomycin war das erste Glykopeptidantibiotikum, das im Jahre 1956 entdeckt
wurde. Es wurde aus dem Bodenbakterium Amycolatopsis orientalis isoliert [160].
Vancomyecin ist ein Heptapeptid und hat ein Molekulargewicht von 1450 Da. Bei pH=7
tragt es eine positive Nettoladung. In der Peptidsequenz des Vancomycins tauchen
zwei nicht-proteinogene Aminosdauren auf. Es handelt sich dabei um
4-Hydroxyphenylglycin (Hpg) und 3,5-Dihydroxyphenylglycin (Dhpg). An die AS
Tyrosin ist zusatzlich eine B-Hydroxygruppe und ein Chloratom addiert. Eine
Disaccharideinheit aus Glucose und Vancosamin ist O-glykosidisch an einem Hpg an

Position 4 verbunden.
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@ Positive Ladung

Abbildung 27: Struktur des Vancomycin. Ein Heptapeptid mit zwei nicht-proteinogenen AS Hpg
und Dhpg sowie einer Disaccharideinheit aus Glucose und Vancosamin. Das Glykopeptid tragt
eine positive Nettoladung. Die starre Struktur des Vancomycins ist bedingt durch
Verzweigungen im Peptidgrundgeriist.

Die Struktur des Vancomycins wurde 1978 von Sheldrick und Mitarbeitern erstmals
aufgeklart [165]. Im Laufe der Zeit wurde die Struktur 1981 durch Williamson und
Williams revidiert [166], weitere AS in der Peptidkette bestétigt [167], sowie 1996

eine Kristallstruktur vorgestellt [168].

2.4.2. Biosynthese des Vancomycins

Die Biosynthese des Vancomycins wird mit Hilfe nicht-ribosomaler Peptid-Synthasen
(NRPS) bewerkstelligt [169]. Die Gene sind auf einem Gencluster codiert. Da das
Biosynthesecluster des Vancomycins bis heute nicht beschrieben werden konnte,
werden die gut erforschten Cluster der Strukturanaloga Chloroeremomycin und
Balhimycin herangezogen. Diese haben das gleiche Peptidgertst wie Vancomycin und
unterscheiden sich lediglich im Glykosylierungsmuster. In den Clustern der
Strukturanaloga sind 40 ORFs (engl. ,Open Reading Frames“) vorhanden. An der
Biosynthese sind proteinogene und die bereits erwahnten nicht-proteinogenen
Aminosduren beteiligt. Zundchst wird aus der AS Tyr mit Hilfe der Proteine Cep],
CepK und CepL das B-Hydroxytyrosin gebildet. Das sog. Prephenat, eine Vorstufe des
Tyr, wird mittels mehrerer Enzyme schrittweise in Hpg umgewandelt. Dhpg wird aus
Malonyl-CoA biosynthetisiert. Dabei kondensieren drei Malonyl-CoA Molekiile zu
einem Ring. Nach Synthese der bendtigten AS werden diese durch die NRPS zu einer
Heptapeptidkette zusammengesetzt. Die NRPS sind aus drei Modulen (CepA, CepB
und CepC) aufgebaut. Jedes Modul verfiigt iiber eine Adenylierungsdomane, die fiir
die Erkennung der richtigen AS verantwortlich ist. Durch die PCP-Domaéane (engl.

,Peptidyl Carrier Protein“) werden die AS weitertransportiert. Auflerdem gibt es
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Kondensations- und Epimerisierungsdoménen in den NRPS. Das letzte Modul der
NRPS enthilt eine Thioesterase, die die Aufgabe hat, die Peptidkette durch Hydrolyse
freizusetzen. Daraufhin finden Modifikationen an der synthetisierten Peptidkette
statt. Die Tyrosine werden in ortho-Stellung zur phenolischen Hydroxygruppe mit
Chloratomen halogeniert. Durch die oxidative phenolische Kopplung der Tyrosine an
den Positionen 2 und 6 mit dem Hpg in Position 4 wird ein Triphenylether geformt.
Die aromatischen Ringe an den Positionen 5 (Hpg) und 7 (Dhpg) sind direkt iiber eine
Einfachbindung verkniipft. Die Verzweigungen zwischen den Peptiden fiihren zu
einem sehr rigiden Peptidgrundgeriist. Der finale Schritt in der Modifikation ist die
Methylierung des Heptapeptids am N-Terminus durch S-Adenosylmethionin. Damit
ist die Synthese des Vancomycin-Aglykons beendet. Anschliefiend wird Vancomycin
an Position 4 mit der Disaccharideinheit D-Glucose-L-Vancosamin glykosyliert. Durch

ABC-Transporter wird das fertige Endprodukt ausgeschleust [169].

2.4.3. Wirkspektrum des Vancomycins

Vancomycin ist unter anderem wirksam gegen Methicillin-resistente Staphylococcus
aureus und multiresistente Staphylococcus epidermidis Staimme. Aufderdem wird es
eingesetzt bei Infektionen mit Clostridium difficile. Im gramnegativen Bereich wirkt es

gegen Neisseria gonorrhoeae.

2.4.4. Wirkmechanismus des Vancomycins

Im Jahre 1965 zeigten Anderson und Strominger, dass Vancomycin die
Zellwandbiosynthese inhibiert [170]. 1966 fanden Chatterjee et al. Hinweise auf den
Wirkort des Vancomycins, namlich die Pentapeptidkette, die in den Aufbau der
bakteriellen Zellwand involviert ist [171]. Vancomycin bindet an das C-terminale
D-Ala-D-Ala-Motiv der Pentapeptidbriicke des Lipid II und verhindert somit die
Funktion der Transglykosylasen und Transpeptidasen in der Zellwandbiosynthese
grampositiver Bakterien [165,172,173]. Es werden insgesamt fiinf Wasserstoff-
briicken zwischen dem Vancomycin und den Peptiden L-Lys-D-Ala-D-Ala des Lipid II
ausgebildet. Als Wirkform des Vancomycins ist auch eine Dimerbildung in Diskussion
[174]. Hierbei spielen die Zuckermolekiile eine grofie Rolle. Eine Membraninteraktion

des Vancomycin ist aufgrund der sehr polaren Struktur nicht zu erwarten.
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2.4.5. Einsatz des Vancomycins

Vancomycin wurde 1958 von der FDA als Vancocin® zugelassen [175]. In der
Zwischenzeit gibt es unzdhlige Generika auf dem Markt. Da Vancomycin nicht aus
dem Gastrointestinaltrakt resorbiert wird, muss es intravenods verabreicht werden.
Eine orale Gabe ist bei Antibiotika-assoziierter oder pseudomembrandser
Enterokolitis indiziert. Der Haupterreger hierfiir ist Clostridium difficile. Gefahrliche
Nebenwirkungen sind Oto- und Nephrotoxizitdt, weshalb haufig bei langfristiger Gabe

ein Drug monitoring durchgefiihrt wird.

2.4.6. Resistenzen gegen Vancomycin

Es gibt zwei verschiedene Resistenzmechanismen. Ein Mechanismus stellt die
Produktion einer dickeren Zellwand dar, die hauptsdchlich in Vancomycin
intermedidren Staphylococcus aureus auftritt, welche dafiir sorgt, dass Vancomycin an
entfernte D-Ala Bausteine und nicht an Lipid II bindet. Die weitaus wichtigere Form
der Resistenz ist die Synthese modifizierter Pentapeptide im Lipid II, die sich mit dem
Austausch von D-Ala gegen D-Lac in Vancomycin resistenten Staphylococcus aureus
ausdriickt [176]. Diese kleine Verdnderung einer Aminosdure reicht bereits aus, um
die Wirkung des Vancomycins deutlich abzuschwachen.

In den letzten Jahren kam es vermehrt zum Auftreten Vancomycin-resistenter
Bakterienstdimme und Vancomycin verlor die Rolle als Reserveantibiotikum an

Linezolid.

2.4.7. Teicoplanin

Daher wurde weiter an Glykopeptiden geforscht und aus dem Fermentationprodukt
von Actinoplanes teichomyceticus Teicoplanin als weiterer Vertreter eingefiihrt [161].
Es handelt sich bei Teicoplanin um ein Gemisch mehrerer Glykopeptide, die sich nur
in einer Seitenkette unterscheiden. Das mittlere Molekulargewicht unterscheidet sich
daher von Charge zu Charge. Die Struktur des Teicoplanins besteht demnach aus
sieben Aminosdauren und drei Zuckerresten. Einer der Zucker triagt die jeweils
unterschiedlichen Seitenketten [177]. Das Wirkspektrum entspricht dem des
Vancomycins [178]. Einziger Vorteil des Teicoplanins ist die verldngerte

Halbwertszeit von etwa 70 Stunden [179], die eine einmal tagliche Gabe begilinstigt.
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Auf dem deutschen Markt ist zurzeit ein Prdaparat mit Teicoplanin erhaltlich
(Targocid®).

Da auch bei Teicoplanin Resistenzen aufgrund des gleichen Wirkmechanismus wie
bei Vancomycin auftraten, wurden teilsynthetische Derivate produziert, die einerseits
das D-Ala-D-Ala Motiv beibehalten haben und zusatzliche lipophile Substituenten

tragen, um Interaktionen mit der Bakterienmembran einzugehen.

2.4.8. Telavancin

Der erste Vertreter dieser neuen, als Lipoglykopeptide bezeichneten, Klasse ist
Telavancin (Vibativ®), dafd 2009 die Zulassung in den USA erhalten hatte
[162,180,181]. Es handelt sich um ein semisynthetisches Derivat des Vancomycins.
Aufbauend auf dem Vancomycin-Grundgeriist wurde an den Vancosaminzucker eine
Decylaminoethylkette angebunden. Diese sorgt fiir eine deutlich erh6hte Lipophilie
des Glykopeptids. Der Aminophosphonsubstituent am Dhpg fiithrt zu einer
verbesserten renalen Elimination der Verbindung und beeinflusst somit
pharmakokinetische Parameter [182]. Telavancin tragt drei positive und eine

negative Ladung.

@ Positive Ladung
@ Negative Ladung

Abbildung 28: Struktur des Telavancin. Es handelt sich um ein semisynthetisches Derivat des
Vancomycins. In das Vancosamin wurde ein Decylaminoethyl-Substituent eingefiigt, der die
Lipophilie der Verbindung deutlich erh6oht. Auf3erdem ist Telavancin zweifach positiv geladen.
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2.4.9. Wirkspektrum des Telavancins

Das Wirkspektrum erstreckt sich tiber MRSA und VRSA, die gegen Vancomycin und
Teicoplanin bereits Resistenzen entwickelt haben. Telavancin ist von der FDA
zugelassen bei Infektionen durch grampositive Erreger wie Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus anginosus oder

Enterococcus faecalis [180].

2.4.10. Wirkmechanismus des Telavancins

Der primare Wirkmechanismus des Telavancin ist wie bei Vancomycin die Bindung
an D-Ala-D-Ala. Jedoch ist die Verbindung auch in Vancomycin-resistenten Stammen
immer noch sehr wirksam. Als Grund fiir die verbesserte Wirkung wird die
hydrophobe Seitenkette in Betracht gezogen [182]. Vermutlich dringt die Seitenkette
in die Bakterienmembran ein und interagiert mit den Phospholipiden, wahrend das
Peptidgrundgeriist Lipid II bindet [183]. Mittels fluoreszenzmikroskopischer
Messungen wurde die Anwesenheit des Telavancins im Bereich des Septums von
Staphylococcus aureus nachgewiesen [184]. Neben der Blockade der Zellwand-
biosynthese wird auch eine Storung der Membranintegritdt durch die Interaktion des

Antibiotikums mit der bakteriellen Membran diskutiert [185].

2.4.11. Oritavancin und Dalbavancin

Andere teilsynthetische Lipoglykopeptide wie Oritavancin [163] und Dalbavancin
[164] sind noch in Phase III Studien und bislang steht eine Entscheidung tber die
Zulassung noch aus. Oritavancin unterscheidet sich von Vancomycin durch die
Addition eines 4-Epivancosamin-Zuckers und einer sehr hydrophoben Chloro-
biphenyl-Seitenkette [186]. Durch eine erh6hte Membranaffinitit ist Oritavancin
auch in Vancomycin-resistenten Stammen wirksam [187]. Dalbavancin ist ein
Teicoplanin-Derivat, dass eine sehr lange Halbwertzeit aufweist, die fiir eine einmal
wochentliche Gabe ausreicht [188]. Allerdings ist Dalbavancin nicht aktiv in

Vancomycin-resistenten Bakterien, die eine VanA Resistenz haben [189,190].
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2.4.12. Bisherige Biosensormessungen

Die Bindung des Vancomycin an D-Ala-D-Ala wurde bisher in einer QCM-Studie
untersucht [191]. Das essenzielle Peptid D-Ala-D-Ala wurde chemisch mit einem
flexiblen, wasserloslichen Linker konjugiert. Das Ende des Linkers war kovalent mit
einem langkettigen Alkanthiol verbunden, welches an der Goldoberflache eines QCM-
Quarzes immobilisiert wurde. Eine Konzentrationsreihe von Vancomycin wurde in
einer Durchflusskammer vermessen. Dabei wurde ein Kp-Wert von 3.2 pmol/L
berechnet. Eine Anlagerung von Vancomycin an L-Ala-L-Ala fand nicht statt.

Die Targetbindung des Vancomycins wurde auch mittels ITC untersucht [59]. Hierbei
wurde nicht nur das Pentapeptid des Lipid II vermessen, sondern auch die dazu-
gehorigen Zuckerbestandteile MurNAc und GlcNAc. Die Enthalpiednderungen und die
Bindungskonstanten waren in allen Fallen sehr dhnlich. Dies ist ein Indiz fiir die
Selektivitait der Vancomycin-Targetbindung. Die Wechselwirkung zwischen
Vancomycin und den Pentapeptid-Verbindungen war exotherm und hatte Bindungs-

konstanten im Bereich von 1.6x10-¢ mol/L.

2.5. Lipopeptide

Antibiotika aus der Klasse der Lipopeptide sind anionische Naturstoffe, die sich durch
eine hohe Wirksamkeit gegen grampositive Erreger, wie MRSA, auszeichnen. Sie
werden hauptsachlich durch Actinoplanes oder Streptomyces Arten produziert und
werden ausschliefdlich nicht-ribosomal synthetisiert. Thr struktureller Aufbau ist
gekennzeichnet durch die Anwesenheit uniiblicher Aminosauren, die als
Peptidgrundgeriist einen 7 bis 10 gliedrigen Ring bilden, und einer lipophilen
Fettsdure-Seitenkette, die gesattigt oder auch ungesattigt vorliegen kann [192]. Man
kann die Lipopeptide in zwei grofie Gruppen kategorisieren: Die zyklischen
Lipodepsipeptide und die zyklischen Lipopeptide. Wahrend in den Lipodepsipeptiden
der zyklische Peptidring durch einen Carbonsaureester geschlossen wird, ist bei den
Lipopeptiden die Zyklisierung durch ein Carbonsdureamid realisiert. Die folgende

Tabelle gibt einen Uberblick iiber einige wichtige Lipopeptide:
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Tabelle 6: Einteilung wichtiger Lipopeptide.

Lipopeptid Gruppe Mol. Gewicht  Produzentenstamm Ref.

Daptomycin Lipodepsipeptid 1620 Streptomyces roseosporus [193]
CDA Lipodepsipeptid 1480-1576 Streptomyces coelicolor [194]
Amphomycin Lipopeptid 1290 Streptomyces canus [195]
Laspartomycin Lipopeptid 1246 Streptomyces viridochromogens  [196]
Friulimicin Lipopeptid 1303 Actinoplanes friuliensis [197]
Tsushimycin Lipopeptid 1304 Streptomyes griseoflavus [198]

Die Erforschung dieser Antibiotikaklasse begann in den 1950er Jahren. Als erstes
Lipopeptid wurde 1953 Amphomycin entdeckt [195]. Laspartomycin und
Tsushimycin wurden 1968 beschrieben [196,198]. CDA (engl. ,Calcium Dependent
Antibiotic“) wurde 1983 von Lakey et al. charakterisiert [194]. Daptomycin kam in
den 1980er Jahren hinzu [193]. Der erste Artikel tiber Friulimicin datiert aus dem
Jahr 2000 [197].

Die Lipopeptide zeigen eine grofde strukturelle Vielfalt. Anhand der wichtigsten
Vertreter Daptomycin und Friulimicin werden im folgenden Kapitel beispielhaft die

Biosynthese, strukturelle Aspekte und der Wirkmechanismus beschrieben.

2.5.1. Daptomycin

Daptomycin wurde 1986 von Eliopoulos und Mitarbeitern noch als Verbindung
LY 146032 des Faktors A21987C isoliert und anschlief3end aus dem Fermentations-
produkt von Streptomyces roseosporus gewonnen [193]. Die Produktion von
Daptomycin konnte durch Zugabe von Dekansdaure zur Fermentation gesteigert
werden [199]. Bereits die ersten Ansatze des Daptomycins zeigten eine gute Wirkung
bei grampositiven Erregern, wie Staphylokokken, Streptokokken und Enterokokken
[200]. Bei den MIC-Bestimmungen wurde besonders die Calciumabhdngigkeit der
Wirkung erkannt [193,201]. Die Anwesenheit von Calcium im Medium fiihrte zu einer
geringeren MIC bei sonst gleichen Bedingungen.

Daptomycin hat ein Molekulargewicht von 1620 Da und besteht aus 13 Aminosauren,
die einen Dekapeptidlaktonring bilden. Drei exozyklische AS verbleiben aufderhalb
der Ringstruktur und sind mit einer gesattigten Dekanfettsaurekette verbunden. Zu
den uniiblichen, nichtproteinogen AS des Daptomycins zdhlen Ornithin (Orn),
Kynurenin (Kyn) und 3-Methylglutaminsiure (MGlu). Zwischen Kyn und Thr ist eine
Esterbriicke, die den Makrozyklus bildet.
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@ Positive Ladung
@ Negative Ladung

Abbildung 29: Struktur des Daptomycin. Der Makrozyklus besteht aus 10 Peptiden, die durch
ein Lakton verbunden sind. An die Position 1 ist eine Dekanfettsiure angehangt. Die
Verbindung hat eine dreifach negative Nettoladung.

Der Peptidring ist grofdtenteils hydrophil aufgebaut mit vier geladenen AS (Orn, Asp,
MGIu). Durch die lipophile Seitenkette (Dekanoyl) erhdlt die sonst polare Struktur

einen amphiphilen Charakter.

2.5.2. Biosynthese des Daptomycins

Die Biosynthese des Daptomycins wird durch drei NRPs durchgefiihrt. Daran sind
beteiligt: DptA, DptBC und DptD. Zwei kleinere Proteine DptE und DptF, die durch die
Gene dptE und dptF codiert werden sind an der Aktivierung und Kopplung der
Fettsdurekette an das N-terminale Trp beteiligt und initiieren somit die Biosynthese.
Die Module enthalten neben Adenylierungs-, Kondensations- und Epimerisierungs-
domadnen auch eine PCP-Einheit und eine Thioesterase. Das Gen dptA codiert fiir die
ersten flinf Module DptA (684 kDa). Es ist zustandig fiir die Synthese der AS-Abfolge
Trp1-Asn2-Asp3-Thr4-Gly5. Durch das Gen dptBC wird DptBC (815 kDa) gebildet. Es
fiihrt die Peptidkette fort, indem es die Peptide mit der Sequenz Orn6-Asp7-Ala8-
Asp9-Gly10-Ser11 synthetisiert. DptD (265 kDa), aus dem Gen dptD, fiigt die Module
MeGlu12-Kyn13 hinzu. Das Modul 12 aktiviert eine Methyltransferase mit der Glu
methyliert wird. Im letzten Schritt wird eine Verkniipfung zwischen Kyn13 und Thr4
iber einen Ester erstellt und durch die Thioesterase-Domidne wird das fertige

Endprodukt durch Hydrolyse freigesetzt [202].
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2.5.3. Einsatz des Daptomycins

2003 wurde Daptomycin (Cubicin®) von der FDA zur Behandlung komplizierter
Haut- und Weichteilinfektionen zugelassen, die durch grampositive Erreger
verursacht wurden. 2006 wurde die Indikation des Daptomycins erweitert auf
rechtsseitige, durch Staphylococcus aureus infektiose Endokarditis. Haufige
Nebenwirkungen sind Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen. Eine gefihrliche
Nebenwirkung ist die muskuldre Toxizitdt, die durch eine mindestens zweimal

tagliche Gabe bei langerer Anwendung ausgelost werden kann.

2.5.4. Wirkmechanismus des Daptomycins

Der Wirkmechanismus von Daptomycin ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Als
gesichert gilt die Tatsache, dass die antimikrobielle Aktivitit von Calciumionen
abhangig ist [193,201]. Aber auch andere divalente Kationen, wie Magnesium haben
einen Einfluss auf die MIC [203]. Auffallend ist die konservierte Sequenz ,Asp-[ ]-
Asp-Gly“, die in vielen Lipopeptiden vorkommt, und die in die Bindung des
Calciumions involviert sein konnte [202].

Eine der ersten Studien zum Wirkmechanismus stammt von Silverman et al. [204].
Dabei wurde die Korrelation zwischen dem Membranpotential und der bakteriziden
Wirkung des Daptomycin aufgestellt. Als Mechanismus wurde ein Modell
angenommen, bei dem Daptomycin calciumabhdngig in die bakterielle Membran
inseriert, oligomerisiert und die funktionelle Integritit der Bakterienmembran stort.
Dabei wird die Membran zerstort, intrazelluldre Ionen stréomen aus und fithren so
zum Zelltod.

Ein Jahr spater schlugen Jung und Hancock, hergeleitet aus NMR, CD-Spektroskopie
und fluoreszenzspektroskopischen Beobachtungen, ein anderes Modell mit einem
zwei-stufigen Mechanismus vor [205]. Im ersten Schritt bindet Calcium an
Daptomycin und verursacht eine konformationelle Anderung, erhoht die Amphiphilie
und schwacht den Effekt der anionischen Ladung ab. Als Folge der strukturellen
Veranderung bilden sich Oligomere, die sich dann mizellartig formieren und in der
Lage sind, mit aciden oder neutralen Phospholipidbestandteilen von Zellmembranen
zu interagieren. Darin besteht auch der zweite Schritt, nimlich der Briickenfunktion
des Calciums zwischen negativ geladenen Phospholipiden und der negativen Ladung

des Daptomycins. Damit geht laut CD-Spektroskopie eine zweite Konformations-
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dnderung einher, die auf eine tiefere Membraninsertion zuriickgefiihrt wird. Aber
auch dieses Modell wurde in manchen Punkten als unzureichend bewertet. Scott et al.
konnten nachweisen, dass Daptomycin vor der Membraninsertion Kkeine
Konformationsanderung eingeht [206].

Daraufhin haben Straus und Hancock 2006 einen revidierten Wirkmechanismus
vorgestellt [207]. Die calciumabhdngige Oligomerisierung des Daptomycins als 14-
16mer in Mizellenform wurde beibehalten. Neu war die Annahme, dass diese
Mizellen als Vehikel fungieren, die Daptomycin zur Oberflache der bakteriellen
Membran transportieren. Erst bei einer hohen Lokalkonzentration dissoziieren
Daptomycinmolekiile aus den Mizellen in die Membran unter Zuhilfenahme des
hydrophoben Lipidschwanzes. Die Bildung von Oligomeren in der Membran fiihrt
dann letztlich zu einer Depolarisierung der Membran. Hobbs et al. haben aber
demonstriert, dass die gemessenen Membrandepolarisationen und der Kalium-
ausstrom nicht die Ursache, sondern die Folge des Zelltods in Staphylococcus aureus
darstellt [208]. Aus Transkriptomanalysen hat man herausgefunden, dass
Daptomycin einen Zellwandstress-Stimulus indiziert [209].

Ein neuer interessanter Ansatz zum Wirkmechanismus wurde von Baltz eingefiihrt
[210]. YycG ist eine membranassoziierte Histidinkinase und fungiert als Regulations-
system fiir den Zellwandmetabolismus und der Formation eines Biofilms [211]. Eine
erhohte Expression des YycG und der zweiten Komponente YycF in S. aureus fiihrten
zu einer verstarkten Peptidoglykanbiosynthese. Eine Erniedrigung von YycFG brachte
dagegen den Zelltod ohne Lyse. YycG ist in Bacillus subtilis im Bereich des
Zellseptums lokalisiert [212] und spielt eine Rolle bei der Zellteilung [213]. Baltz
vermutet, dass eine mogliche Targetierung des YycG durch Daptomycin die gleichen
Folgen haben konnte wie eine funktionelle Downregulation des YycG. Dann vergleicht
er diese Folgen mit beschriebenen Daptomycin Effekten, wie Zelltod ohne Lyse [214],
Inhibierung von Biofilmproduktion [215], seltsame Zellverformungen [214].
Zusatzlich ist Daptomycin in Phosphatidylglycerolreichen Regionen anzutreffen
[216]. In diesen Bereichen ist YycG in Bacillus subtilis anzutreffen. Somit kénnte
Daptomycin neben der calciumabhangigen Membraninteraktion auch die Inhibition
der YycG vermittelten Signaltransduktionskaskade als primaren Wirkmechanismus

aufweisen [210].
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2.5.5. Friulimicin

Das Lipopeptid Friulimcin ist ein relativ neuer Vertreter dieser Antibiotikaklasse und
wird aus Actinoplanes friuliensis isoliert. Es ist sehr wirksam gegen MRSA,
Enterokokken und einige Anaerobier. Beschrieben wurde Friulimicin erstmals von
Vertesy und Mitarbeitern im Jahr 2000 [197]. Es handelt sich um ein Peptid, das aus
einem Dekapeptidring mit einer exozyklischen AS besteht, die eine ungesattigte und
verzweigtkettige Fettsdure tragt. Auch hier entdeckt man ungew6hnliche AS wie 2,3-
Diamminobuttersdure (Dab), Pipecolinsaure (Pip) und Methylasparagin (MAsp). Der
Makrozyklus ist durch eine Peptidbindung zwischen Dab2 und Pro11 geschlossen.

@ Positive Ladung
@ Negative Ladung

Abbildung 30: Struktur des Friulimicin. Der Makrozyklus besteht aus 10 Peptiden. An die
Position 1 ist eine ungesittigte iso-tetradecenoyl-Fettsaure angehingt. Die Verbindung hat eine
zweifach negative Nettoladung.

Friulimicin ist ein amphiphiles Molekiil, das eine polares Peptidgeriist und eine
hydrophobe Seitenkette tragt. Auch hier ist die fiir die Calciumbindung notwendige
AS-Abfolge ,Asp-[ ]-Asp-Gly“ in der Peptidsequenz konserviert.

2.5.6. Biosynthese des Friulimicins

Die Biosynthese des Friulimicins wurde schrittweise durch die Arbeitsgruppe von
Schwartz beschrieben [217-219]. Die NRPs PstA, PstB, PstC und PstD sind fiir die
Synthese des Lipopeptids verantwortlich. PstA enthalt ein Modul und bildet Asnl.
PstB synthetisiert die beiden Peptide Dab2-Pip3. PstC hat sechs Module, die fiir die
Fortfiihrung der Kette MAsp4-Asp5-Gly6-Asp7-Gly8-Dab9 aufbaut. Durch PstD

werden Vall0-Proll produziert. Auflerdem sind Proteine vorhanden, die fiir die
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Synthese der ungewohnlichen AS MAsp (GlmA, GlmB), Dab (DabA, DabB, DabC), Pip
(Pip) zustandig sind. Die lipophile Seitenkette wird durch LipA und LipB synthetisiert
und an das Peptidgrundgeriist angefiigt. Durch den ABC-Transporter ExpB wird das
fertige Endprodukt ausgeschleust [192,219].

2.5.7. Einsatz des Friulimicins

Friulimicin ist trotz vielversprechender Wirkung gegen resistente grampositive
Erreger nicht zugelassen worden. Eine Phase [-Studie aus dem Jahr 2007 wurde
wegen ungiinstiger Pharmakokinetik abgebrochen [220]. Es handelte sich um eine
randomisierte, doppelblinde Studie an gesunden Probanden. Primdre Outcome-
Parameter waren die Sicherheit und Vertraglichkeit von einzelnen und multiplen

intravendsen Applikationen von Friulimicin.

2.5.8. Wirkmechanismus des Friulimicins

Tsushimycin [198] ist ein Strukturanalogon des Friulimicin. Beide Lipopeptide
unterscheiden sich nur durch eine AS an Position 1. Wahrend Friulimicin ein Asn1l
tragt, hat Tsushimycin ein Aspl. Durch Kristallstrukturanalysen an Tsushimycin
konnte gezeigt werden, dass die Wirkform ein Dimer ist, welches sich in Anwesenheit
von Calcium bildet [221]. Da der Unterschied zwischen beiden Strukturen lediglich in
einer AS besteht, die exozyklisch aufderhalb der vermuteten Calciumbindungsstelle
liegt, wird ein dhnliches Verhalten auch fiir Friulimicin erwartet.

Schneider et al. haben die molekulare Zielstruktur des Friulimicins identifiziert [222].
Es handelt sich um eine Vorstufe des Zellwandbestandteils Lipid Il, das sog.
Baktoprenolphosphat (C55P). Auf das Membranpotential hat Friulimicin keinen
Einfluss. Auch wird die Membran in Anwesenheit des Lipopeptids nicht zerstort. Die
Bindung von Friulimicin an die Zielstruktur C55P erfolgt in einem stochiometrischen
Verhaltnis von 2:1. Fiir das Bindungsmodell schlagen Schneider et al. einen
Mechanismus vor, der an die Kristallstruktur des Tsushimycins anlehnt. Durch
Calcium bildet sich ein Friulimicin-Dimer mit hydrophilen und hydrophoben
Bereichen. Durch eine ladungsinduzierte Wechselwirkung bindet das Dimer die
Phosphatgruppe des C55P wund inhibiert die Zellwandbiosynthese und die

Lipoteichonsauresynthese.
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Die Rolle der Calciumionen an der Bindung des Friulimicin an C55P wurde von
Reder-Christ et al. in einer Modellmembranstudie untersucht [223]. Dabei konnten
neue Einblicke in den molekularen Wirkmechanismus des Friulimicins gewonnen
werden. C55P wurde mittels kinetischer Daten aus Biosensormessungen an der QCM
als Zielstruktur des Friulimicin bestatigt. Die Phosphatgruppe des C55P scheint eine
essentielle Funktion fiir die Bindung des Friulimicins zu haben. Calcium tiberbriickt
die negative Ladung des C55P und des Friulimicins und hat so einen entscheidenden
Einfluss auf den Bindungsprozess. Aus den AFM-Aufnahmen dieser Studie erkennt
man keinen deutlichen Effekt des Calciums auf die Aggregation des Friulimicins an
die Oberflache der Modellmembran. Die Ergebnisse der CD-Spektren lassen darauf

schliefden, dass Friulimicin eine konformationelle Anderung durch Calcium erfahrt.

2.6. Neue Ansitze in der Antibiotikaforschung

Aufgrund der Resistenzproblematik sind neue Wege zur Bekdmpfung resistenter
Keime notwendig, die sich insbesondere auch auf die strukturelle Modifikation
bekannter Wirkstoffe richten. Zu diesen gehodren beispielsweise die Erzeugung von
Hybridmolekiilen und die Einfiihrung von lipophilen Strukturelementen in polare
Antibiotikagrundgeriiste. Exemplarisch werden an dieser Stelle zwei Varianten von
Hybridmolekiilen vorgestellt.

Die Kombination eines Glykopeptids mit einem Lantibiotikum ist in der Lage, die
Wirksamkeit in Vancomycin-resistenten Enterokokken wiederherzustellen. Ein
Hybrid aus Vancomycin und Nisin wurde von Arnusch und Mitarbeitern getestet
[224]. Beide Antibiotika targetieren Lipid II an unterschiedlichen Doménen und die
Autoren gehen von einer bivalenten Wirkverstarkung des Hybridmolekiils aus.

Ein zweiter Ansatz behandelt die Kombination eines Antibiotikums mit einem
hydrolytisch wirksamen Enzym. Dabei wurde Vancomycin mit einer tetravalenten
Metallohydrolase verkniipft [225]. Eine Lipid II-haltige Modellmembran wurde durch
diese Verbindung hydrolysiert.

Diese Studien belegen, dass auch bereits vorhandene Wirkprinzipien in effektiver

Weise kombiniert werden kénnen, um gegen resistente Erreger vorzugehen.
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2.7. Zielsetzung der Arbeit

Neben der spezifischen Bindung an Zielstrukturen zeigen Antibiotika auch
unspezifische Wirkungsweisen, die oftmals aus der Interaktion mit der bakteriellen
Membran entspringen. Deren Anteil ldsst sich unter in vivo Bedingungen nur
ungentigend erfassen. Vielversprechend sind hingegen Modellmembranensysteme in
Kombination mit geeigneten analytischen Methoden, um das Zusammenspiel von
spezifischen und unspezifischen Wirkweisen an der bakteriellen Membran zu
simulieren.

In dieser Arbeit werden verschiedene Methoden angewendet und etabliert, um die
Wirkungsweise unterschiedlicher Antibiotika auf der Ebende von Modellmembran-
systemen zu simulieren und naher zu charakterisieren.

In bisherigen Untersuchungen zu Gallidermin wurden mit den Biosensortechniken
QCM und CV wichtige Postulate der molekularen Wirksamkeit dieses Lantibiotikums
aufgestellt [40]. Von besonderer Bedeutung war dabei, dass die Membran einen
grofden Einfluss auf die Bindung des Lantibiotikums zeigt. Allerdings tiberlagerte die
hohe Membranaffinitat die analytische Detektion der Targetierung des Lipid II.

Ein Ziel der Arbeit ist die erstmalige Aufklarung der Membraninteraktion des
Gallidermins mittels ITC und der Vergleich der so detektierten Wechselwirkungen
mit anderen Lipid II-Bindern wie Vancomycin und Telavancin. Dariiber hinaus sollen
der Bindungsverlauf und die Rolle der Zielstruktur Lipid II konzentrationsabhangig
mit der sensitiven SAW-Methode an Modellmembranen betrachtet und ausgewertet
werden.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit beinhaltet die Untersuchung von
ladungsabhdngigen Interaktionen der Lipopeptide Friulimicin und Daptomycin mit
Modellmembranen. Hierzu werden ebenfalls zum ersten Mal ITC-Messungen
vorgenommen.

Insgesamt sollen mit diesen Biosensortechniken weitere Einblicke in die Membran-
wechselwirkung und den molekularen Wirkmechanismus der Peptidantibiotika zur
Gewinnung differenzierter Aussagen {iiber die antimikrobielle Aktivitit erreicht
werden. Zu kliaren ist dabei, ob unterschiedliche membranire Effekte, wie z.B. die
Anlagerung, Inserierung und Porenbildung voneinander abgrenzbar detektierbar

sind und welchen Beitrag diese Prozesse zur Gesamtwirksamkeit leisten.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Messgerate

Tabelle 7: Verwendete Messgeriite.

Gerate

Hersteller

E-QCM CHI-430

LS 55 Luminescence Spectrometer
QCM LiquiLab 21

VP-ITC

SAW S-Sens K5 Biosensor

CH-Instruments, Austin, Texas, USA
Perkin Elmer Inc., Waltham, USA
IfAK e.V., Barleben, BRD

Microcal, Northampton, USA

Biosensor GmbH, Bonn, BRD

3.1.2. Substanzen

Tabelle 8: Vermessene Peptidantibiotika.

Substanzen Bezugsquelle

Daptomycin IMMIP Universitat Bonn, Bonn, BRD

Friulimicin IMMIP Universitat Bonn, Bonn, BRD

Gallidermin Genmedics GmbH, Reutlingen, BRD

Nisin IMMIP Universitat Bonn, Bonn, BRD

Telavancin Astellas Pharma Global Development, Inc., Deerfield, USA
Vancomycin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD

3.1.3. Lipide

Tabelle 9: Verwendete Phospholipide und Zellwandvorstufen.

Lipide Bezugsquelle

C55P Larodan, Malmo, Schweden

DOPC Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD
DOPG Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD

Lipid II

IMMIP Universitat Bonn, Bonn, BRD
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3.1.4. Chemikalien

Tabelle 10: Eingesetzte Chemikalien und ihre Bezugsquellen.

Chemikalien

Bezugsquelle

Aceton
11-Aminoundecanthiol
Calciumchlorid

Chloroform
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsdure 99,8 %

Ethanol

Ethanol absolut

Glycin

Hexadekanthiol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhexacyanoferrat-(III)
Merocyanin MC 540
Methanol

Millipore Typ 2
Natriumchlorid
Natriumsulfat-Decahydrat
Poly-L-Lysin

2-Propanol 99,99 %
Schwefelsaure 95 - 97 %
SDS

Tris

Wasserstoffperoxid 35 %

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD
KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, BRD
Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

AppliChem GmbH, Darmstadt, BRD

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm, BRD

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm, BRD

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, BRD
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm, BRD

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

Millipore GmbH, Schwalbach, BRD

Griissing GmbH Analytika, Filsum, BRD

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm, BRD

AppliChem GmbH, Darmstadt, BRD

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm, BRD

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, BRD
AppliChem GmbH, Darmstadt, BRD

Acros Organics, Geel, Belgien

Merck KGaA, Darmstadt, BRD

3.1.5. Sonstige Materialien

Tabelle 11: Sonstige Materialien und ihre Bezugsquellen.

Material

Bezugsquelle

Analysenwaage Sartorius Basic

Autosizer 2C PCS

Autosizer 7032 Multi 8 Correlator

CV Quarzsensoren

Sartorius AG, Gottingen, BRD
Malvern Instruments GmbH, Herrenberg, BRD
Malvern Instruments GmbH, Herrenberg, BRD

CH-Instruments, Austin, Texas, USA




78

Material und Methoden

Material

Bezugsquelle

Glasperlen 2.5 mm Biospec Products
Hamilton Spritzen

Isopore Filter 0.1 pM
Kilte-Umwailzthermostat F25-ED
Langmuir-Blodgett Filmwaage

Lift

Lipex Basic Extruder

Magnetriihrer MR 3001
Mikrozentrifuge

Orbitalschiittler KS 15

pH Meter inlab routine
Prazisionskiivetten 10 mm Suprasil
Rotavapor R Rotationsverdampfer
Vacuubrand Vakuumpumpe

QCM Quarzsensoren

SAW Quarzsensoren

Thermovac

Ultraschallbad Bandelin Sonorex

Vortexer MS1 Minishaker

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD
Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz
Millipore GmbH, Schwalbach, BRD

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, BRD
Riegler & Kirstein, Berlin, BRD

Mayer Feintechnik, Gottingen, BRD
Northern Lipids, Burnaby, Kanada
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, BRD
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, BRD
Edmund Biihler GmbH, Hechingen, BRD
Mettler Toledo GmbH, Giessen, BRD

Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim, BRD
Biuichi Labortechnik GmbH, Essen, BRD
Vacuubrand GmbH & Co. KG, Wertheim, BRD
IfAK e.V., Barleben, BRD

Biosensor GmbH, Bonn, BRD

Microcal, Northampton, USA

Schalltec GmbH, Morfelden-Walldorf, BRD
Ika Works Inc., Wilmington, USA
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3.2. Methoden

3.2.1. Charakterisierung der Quarzsensoren

QCM-Quarzsensoren sind runde Scheiben, die einen Durchmesser von 14 mm
aufweisen. Die Quarzkristalle wurden im sog. AT-Cut geschnitten. Dies entspricht
einem Schnittwinkel von 35° 10 zur optischen Achse. Auf der Ober- und Unterseite
sind Goldelektroden aufgedampft. Die aktive Sensorflache ist mit 28 mm? angegeben.
Die Resonanzfrequenz des QCM-Quarzes betragt 10 MHz.

CV-Quarzsensoren haben einen Durchmesser von 13.7 mm und sind ebenfalls rund.
Die Goldelektroden sind mit einer Halterung verbunden. Die aktive Sensorflache
betragt bei den CV-Quarzen 15.7 mm?2. Die Resonanzfrequenz liegt hier bei 8 MHz.
SAW-Quarzsensoren haben eine Lange von 19 mm, eine Breite von 14 mm und
bestehen aus fiinf identischen Sensorelementen mit einer sensitiven Fliache von
3x2.1 mm? pro Element. Die Quarze wurden in einem Schnittwinkel von 42.75° zur

optischen Achse verarbeitet (sog. ST-Cut). Auf der Oberseite sind ebenfalls

Goldelektroden angebracht. Die Resonanzfrequenz erreicht hier Werte zwischen 140

und 150 MHz.

Abbildung 31: Von links nach rechts sind die Ober- und Unterseite eines QCM-Quarzes, ein CV-
Quarz und ein SAW-Quarz im Grof3envergleich abgebildet.

3.2.2. Reinigung der Quarzsensoren

Zunachst wurde die Caro’sche Losung aus einem Teil Wasserstoffperoxid und drei
Teilen konzentrierter Schwefelsdure in einem Erlenmeyerkolben hergestellt.
Aufgrund der auftretenden Hitzeentwicklung wurde der Ansatz mit Eiswasser
gekihlt. Das aktive Agens ist die Peroxomonoschwefelsaure, die in der folgenden

Reaktionsgleichung dargestellt ist:

H,SO, + H,0, —*2—H,SO, (40)
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Durch die Behandlung der verwendeten Quarzsensoren mit der Caro’schen Losung
werden die Gold-Thiol-Bindungen zwischen den Monolayerschichten und den
Goldatomen auf den Quarzoberflachen abgeldst und die Sensoren konnen nach dieser
Prozedur wiederverwendet werden.

Die Oberflaiche der Quarzsensoren wurde mit Caro’scher Losung tiberdeckt. Nach
einer bestimmten Einwirkzeit wurde der Quarz mit Milliporewasser abgespiilt und
die Prozedur entsprechend der Quarzart wiederholt.

In folgender Tabelle sind die Reinigungsprotokolle fiir die unterschiedlichen

Quarzsensoren aufgefiihrt:

Tabelle 12: Reinigungsprotokolle fiir QCM-, CV- und SAW-Quarze.

Prozedur QCM cv SAW
Caro’sche Lsg 3 x Oberseite 6 x eingetaucht 2 x Oberseite
Einwirkzeit [sec] 180 10 120
Millipore v v v

Druckluft v v v

Aceton v

Ethanol v

Druckluft v

Caro’sche Lsg 3 x Unterseite 1 x Oberseite
Einwirkzeit [sec] 180 120
Millipore v v

Ethanol v v v

Druckluft v v v

3.2.3. Beschichtung der Quarzsensoren

Die gereinigten QCM- und CV-Quarze wurden bei Raumtemperatur tiber Nacht in eine
10 mM Hexadekanthiol-Losung, die in Chloroform gel6st wurde, eingelegt. Dabei kam
es nach dem Prinzip des ,self-assembling“ zur Ausbildung einer definierten
Monolayerschicht auf der Quarzoberflache durch kovalente Bindungen zwischen den

Schwefelatomen der Thiollosung und den Goldatomen auf der Oberflache der Quarze.

Abbildung 32: Quarzsensor mit einer Monolayerschicht, die durch self-assembling entstanden
ist.
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Zum Aufbau eines Bilayers wurde die Langmuir-Blodgett Technik eingesetzt. Auf die
Oberflache eines mit Milliporewasser gefiillten Teflontroges wurden 5 pL DOPC-
Losung + 5 pL Lipid II-L6sung mit Hilfe einer Mikroliterspritze aufgespreitet.

Die Konzentrationen der Phospholipid-Stammlésungen betrugen 10 mM. Als
Losungsmittel kam Chloroform zum Einsatz. Nach 30 min Wartezeit wurde der Film
mittels einer beweglichen Barriere automatisch auf einen zuvor bestimmten
Lateraldruck zusammengefahren. Der Quarz wurde aus der Hexadekanthiol-Losung
entnommen, kurz mit Ethanol abgespiilt, an einer Klammer befestigt und mit Hilfe
eines Liftes senkrecht zur Wasser-Luft-Grenzflache des Troges in den komprimierten
Film eingetaucht. Durch van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen den lipophilen
Ketten der Phospholipide und den Alkylketten der Alkanthiole entstand eine

unsymmetrische Doppelschicht auf der Oberflache des Quarzes:

/ Monolayer-Quarz

Phospholipidschicht Druckaufnehmer

Schleber

\d qug f\%%@zﬁ %%% _______

Abbildung 33: Langmuir-Blodgett Technik zur Ubertragung einer Phospholipidschicht auf
einen Quarz (links) und Ausbildung eines unsymmetrischen Bilayers auf einer
Quarzsensoroberfliche (rechts).

Nach Absaugen der restlichen Lipide auf dem Trog wurde der beschichtete Quarz in
wassriger Umgebung in die jeweilige Messzelle eingebaut (Abb. 34).
Dabei ist bei den QCM-Messzellen insbesondere auf die richtige Lage der Quarze und

der Kontaktringe zu achten.
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Abbildung 34: Aufbau der QCM-Messzelle (links) und CV-Messzelle (rechts).

Die zusammengebauten Messzellen wurden dann im Luftstrom getrocknet, um eine
Kurzschlussreaktion bei Anschluss an die Hauptgerate zu vermeiden.

Die SAW-Sensoren wurden bei Raumtemperatur fiir zwei Tage in eine 0.5 mM
ethanolische Mercaptoundecylamin-Losung eingelegt. Am Messtag wurde der SAW-
Quarz aus der Losung entnommen, mit Ethanol abgespiilt und mit synthetischer Luft
abgetrocknet. Darauf wurde der Quarz in einen Glasbehélter mit absolutem Ethanol
eingelegt und fir drei Minuten in ein Ultraschallbad gesetzt. Nach abschlief3ender

Trocknung wurde der Quarz in die SAW-Messzelle eingebaut.

RN
SIS

Abbildung 35: SAW-Quarz mit Mercaptoundecylaminschicht.

3.2.4. Liposomenherstellung

Die eingesetzten Liposomen wurden nach der Hydratationsmethode hergestellt.

In einen 10 mL Rundkolben wurden fiir die ITC-Messungen 150 umol DOPC, fiir die
SAW-Messungen 5 pmol DOPC eingewogen und mit ca. 5 mL Chloroform gelost.
Danach wurden nach Bedarf 10 mol% DOPG und/oder 0.1 mol% LipidIl bzw.
0.1 mol% C55P hinzugefiigt. Das Chloroform wurde am Rotationsverdampfer bei
40°C Wasserbadtemperatur fiir fiinf Minuten bei 240 mbar, fiinf Minuten bei
200 mbar und zuletzt bei 15 mbar fiir mindestens eine Stunde abrotiert. Danach

wurden fiinf Glaskiigelchen und genau 5.0 mL Milliporewasser mit einer Vollpipette
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hinzugegeben und der Ansatz wurde fiir ca. 30 Sekunden mechanisch in einem
Vortexer intensiv gertihrt. Dabei schlugen die Glaskiigelchen den trockenen Lipidfilm
von der Innenseite des Rundkolbens ab und durch das vorhandene Wasser
entstanden durch Hydratation spontan multilamellare Liposomen unterschiedlicher
Grofde. Die Liposomen wurden iiber Nacht auf einen Schiittler gestellt.

Am folgenden Tag erfolgte die siebenmalige Extrusion der Liposomen durch eine
Polycarbonatmembran der Grofde 0.1 pm (Isopore Filtermembran) mit Hilfe von
Stickstoff bei 30 bar. Hierfiir kam das Modell Basic Extruder der Fa. Lipex zum
Einsatz. Nach vier Extrusionsschritten wurde die Polycarbonatmembran
ausgetauscht. Die finale Extrusion wurde in einem 15 mL Falcon aufgefangen und bis
zur Messung bei 4°C aufbewahrt. Die daraus resultierenden unilamellaren Vesikel

hatten eine durchschnittliche Teilchengréf3e von 100 nm.

3.2.5. Liposomencharakterisierung

Die Teilchengrofle der extrudierten Liposomen wurde mittels dynamischer
Lichtstreuung in einem Malvern Instruments Autosizer 2C vermessen. Das Gerat
wurde auf 25°C temperiert und eine Probe der Liposomen von ca. 100 uL. wurde in
eine mit Milliporewasser gefiillte Polystyrolkiivette gegeben. Die Probe sollte weder
stark konzentriert, noch zu sehr verdiinnt sein und musste im kolloidalen Grofien-
bereich liegen. Nach dem Messprinzip sollte die Brown’sche Molekularbewegung die
einzige Teilchenbewegungsart darstellen. Der monochromatische He-Ne-Laser wurde
auf grofde Partikel eingestellt und die Vermessung der Liposomen wurde gestartet.
Das Streulicht aus insgesamt 30 Messungen wurde im 90° Winkel registriert und im
Autokorrelator ausgewertet. Hieraus wurden die Parameter Zave als Lage der
Partikelgrofde und der Polydispersititsindex als Mafd fiir die Verteilung der

Vesikelgrofde herausgerechnet.

3.2.6. Messung mit dem QCM LiquiLab 21

Flir die Messungen wurde das Modell LiquiLab 21 der Firma ifak Barleben verwendet,

welches in Abb. 36 dargestellt ist.
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Abbildung 36: QCM LiquiLab21 und seine Bauteile.

Eine externe Wasserkiihlung und ein Ventilator im Inneren des Gerates sorgten fur
die Temperierung der QCM. Entgastes Milliporewasser wurde mittels einer
Walzenpumpe mit einer Geschwindigkeit von ca. 4 pL/s durch das Schlauchsystem
beférdert. Die Messzellen wurden bei ausgeschalteter QCM auf die Oszillatoren
aufgesteckt und als Durchflusssystem geschaltet. Beim Einschalten der QCM wurde
eine Wechselspannung tber die Oszillatoren an die Messzellen gelegt, die zu einer
Quarzschwingung von ca. 10 MHz fiihrten. Die Quarze benétigten etwa 30 min zum
Einschwingen. Die Aufzeichnung der Messung erfolgte mit der Software
LiquiLab2000 am angeschlossenen Computer. Nach weiteren 30 min wurden dem
System iiber den 3-Wegehahn 3 mL einer 1 uM Stammlésung der entsprechenden
Peptide zugefiihrt. Dabei sollte eine Blasenfalle die Bildung storender Luftblasen in
der Messkammer verhindern und Druckunterschiede ausgleichen. Das Mess-
programm registrierte die Frequenz- und Dampfungsdanderungen in Echtzeit.

Bei Kinetikmessungen wurden aus den Frequenz-Zeitverlaufen mit Hilfe einer nicht-

linearen Regressionsrechnung Assoziations- und Dissoziationskonstanten ermittelt.
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3.2.7. Messung mit der E-QCM CHI-430

Der in den Boden der Messzelle eingebaute CV-Quarz diente als Arbeitselektrode und
wurde mit dem CHI-430 Hauptgerat verbunden. Als redoxaktive Substanz wurden
3 mL einer 5 mM Kaliumhexacyanoferrat-(IlI)-Losung hinzugegeben. Diese Losung
wurde in 50 mL einer 0.1 M Natriumsulfat-Decahydratlésung geldst. Der Zusatz des
Leitsalzes Natriumsulfat erfolgte zur Verhinderung einer Migration der Eisenionen.
Die Silber/Silberchlorid-Elektrode, die in einer 3 M Losung von Kaliumchlorid
eingetaucht war, fungierte als Referenzelektrode. Als Hilfselektrode wurde ein
Platindraht verwendet. Nach kurzem Abwaschen mit Milliporewasser wurden die
Referenz- und Hilfselektroden in die Messzelle eingesetzt und an den CHI-430
angeschlossen. Es wurde eine dreieckférmige Steuerspannung im Bereich von
-0.05V bis +0.6V mit einer Spannungsgeschwindigkeit von 10 mV/s bei 35
vollstandigen Redoxzyklen festgelegt und die Messung gestartet. Die Substanzzugabe
erfolgte nach ca. 15 Zyklen. Dabei wurden 15 pL einer 300.3 pM Peptidlosung direkt
in die Offnung des Messzellendeckels injiziert.

Aus den Spitzenstromen Ipa und Ipc des beschichteten CV-Quarzes konnte wegen der
Isolierung der Elektrode durch die aufgelagerten Lipidschichten keine Aussage liber
eine Verdnderung der Stromstirke gewonnen werden. Ausgewertet wurden daher
Strom-Zeit-Kurven iiber das Integral zweier aufeinander folgender Laufe, die einen

Zyklus bilden.

3.2.8. Messung mit dem SAW S-Sens K5

Das S-Sens K5 der Firma SAW Instruments ist ein akustischer Oberflachenwellen
Biosensor. Die Mikroflusszelle der Messkammer wird mittels einer regulierbaren
Kolbenpumpe durchstromt. Komplettiert wird das Messsystem durch einen handels-
tiblichen HPLC-Autosampler mit Sechswegeventil, der fiir Probenzugabe zustandig

ist. In Abb. 37 ist das Messsystem dargestellt:
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Abbildung 37: SAW Biosensorsystem mit Autosampler, Messkammer und Mikroflusszelle im
Detail.

Die Mikroflusszelle wurde mit Milliporewasser gereinigt und mit feinen, fusselfreien
Papiertiichern getrocknet. Der beschichtete SAW-Quarz wurde in die Messkammer
eingebaut. Der Fluss der Messkammer betrug 15 pL/min, um eine luftblasenfreie
Befiillung der Kammer zu gewahrleisten. Die Flussrate wurde dann auf 40 pL/min
eingestellt und nach 10 Minuten wurde im Bereich von 142 bis 155 MHz ein
Schwingungsspektrum des eingebauten Quarzes aufgenommen. Die optimale
Schwingfrequenz des Quarzes wurde dann ermittelt und als Messfrequenz im Zwei-
Frequenzmodus bestimmt. Fiir weitere 10 Minuten erfolgte eine Phase des
Einschwingens. Mit Hilfe der Software SequenceMaster6 wurde die Injektions-
sequenz programmiert und im Hauptprogramm BiosensK12 geladen. Es wurden
100 pL einer 0.1 mM Liposomenlésung mit Hilfe des Autosamplers in das System
eingebracht. Nach der Anlagerung der Liposomen an den Quarz wurden jeweils
150 pL einer Konzentrationsreihe von 10-13 M bis 10-¢ M der Peptide injiziert. Bei der
Messung der Calciumabhdngigkeit der Peptidbindungen wurde nach der Liposomen-
injektion auf Calciumchlorid umgepuffert und die Konzentrationsreihe des

entsprechenden Peptids wurde am Vortag in Calciumchlorid hergestellt. Die Phasen-
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verschiebung und die Amplitude wurden wéahrend der gesamten Messung in Echtzeit

registriert.

3.2.9. Messung mit dem VP-ITC

Das VP-ITC der Firma Microcal ist ein isothermales Titrationskalorimeter, das aus
zwei identischen miinzférmigen Zellen besteht, die in einem zylindrischen,
adiabatischen Mantel eingebettet sind und somit thermisch isoliert sind. Die Zellen
bestehen aus einer Speziallegierung namens Hasteloy Alloy C-276, die sich durch eine
hohe Bestandigkeit gegeniiber aggressiven Medien auszeichnet und Lipiden sowie
Peptiden gegeniiber inert ist. Die Zellen haben iber schmale R6hren einen Zugang zur
Befiillung. In die Messzelle taucht eine Hochprazisionpipette ein, die ein Gesamt-
volumen von 250 pL aufnehmen kann und Injektionen von exakt 0.1 pL ausfiihren
kann. Zusatzlich ist diese sog. ITC-Spritze mit einem Drehmotor und einem
Rohrchenpaddel ausgestattet, um die injizierte Substanz gut mit dem Inhalt der
Messzelle zu verrithren und die Entstehung von Konzentrationsgradienten zu
verhindern. Abb. 38. zeigt das VP-ITC Messgerdt, die ITC-Messzellen und den

Thermovac.

1=
I ITC-Spritze
Referenzzelle Messzelle
/’ Adiabatischer Mantel

Q}Q:&Q‘D% &= Thermoelemente

oo o0 @\ Zellulares

Feedback
System

Heizelemente

@ ITC-spritze
@ Teflondeckel
@ ITC Zellen

@ Thermovac

Abbildung 38: VP-ITC (links), Aufbau im Detail (rechts) und Thermovac (unten).



88 Material und Methoden

Vor Beginn des Versuchs wurde die Messzelle mehrfach mit Milliporewasser
gereinigt. Die Peptide, die Referenz, sowie die Liposomen wurden fiir acht Minuten im
Thermovac bei 23°C temperiert und entgast.

In die Referenzzelle wurden 1.43 mL Millipore Wasser und in die Messzelle 1.43 mL
einer 100 pM Peptidlosung vorgelegt. Die Referenzzelle wurde daraufhin mit einem
kleinen Teflondeckel verschlossen. 250 pL der Liposomenlésung wurden als Titrator
in die ITC-Spritze geladen. Anschliefiend wurde die ITC-Spritze in die Messzelle
eingefiihrt. Vor dem Beginn der eigentlichen Messung wurde eine Vorkalibrierung
durchgefiihrt, indem der Messzelle definierte Spannungsimpulse zugefiihrt wurden
und die Heizleistung mit der Referenzzelle angeglichen wurde. Darauf wurde der
Drehmotor der ITC-Spritze aktiviert und eine Basislinie ermittelt. Hatte die Basislinie
eine ausreichende Konstanz, so wurde die Messung am VP-ITC im high-gain Modus,
der eine schnelle Rekalibrierung zwischen den einzelnen Injektionen gestattet,
gestartet und die Titrationsverlaufe mit dem Programm VPViewer verfolgt. Gemessen
wurde bei 25°C, die Referenzheizleistung betrug 8 pucal/s und es wurden 50
Injektionen a 5 pL der Liposomen in die Messzelle ausgefiihrt. Als Messwert wurde
die Anderung der Messzellenheizleistung als Funktion der Zeit aufgezeichnet. Die

Auswertung erfolgte mit Hilfe der Zusatzsoftware Microcal Origin.

3.2.10. Messung am Fluoreszenzspektrometer

Das Fluoreszenzspektrometer LS 55 von Perkin Elmer wurde zur Vermessung der
Liposomenfluiditat eingesetzt. Als fluoreszenzempfindlicher Farbstoff wurde eine
Merocyanin MC540-Losung in PBS verwendet (20 pg/mL). Dazu wurden Liposomen
in PBS-Puffer hergestellt und MC540 in einem molaren Anteil von 1:1000 Farbstoff zu
Lipid hinzugefiigt. Nach einer Wartezeit von 20 min bei 8°C wurde ein
Emissionsspektrum bei fester Anregungswellenldnge (A = 540 nm) aufgenommen
und der Emissionswert bei A = 584 nm notiert. Die Peptidzugabe erfolgte bei einem
Peptid zu Lipid-Verhaltnis von 1:10 bzw. 1:1. Die anschliefiende Vermessung der

Proben fand erneut bei den angegebenen Wellenldngen statt.
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3.2.11. Durchgefiihrte Messungen

Im Rahmen dieser Dissertation wurden folgende Messungen am Pharmazeutischen

Institut in Bonn durchgefiihrt:

Tabelle 13: Durchgefiihrte Messungen in dieser Dissertation. 1=DOPC, 2=Lipid II, 3=C55P, 4=Ca.

Peptide QCM ITC SAW Ccv Fluoreszenz
Gallidermin v'1,2 v'1,2,3 V1,2 vl

Nisin v'1,2

Vancomycin v'1,2 v'1,2,3 V1,2 V1,2 vl
Telavancin v'1,2 v'1,2 V1,2

Friulimicin v'1,3,4

Daptomycin V1,2, 4 v'1,2,4 v'1,2,4

Ein Teil der ITC-Messungen des Telavancins und Friulimicins fand in Kooperation mit
dem Biozentrum in Basel statt.

Insgesamt wurden die Messungen mindestens fiinfmal wiederholt. Angegeben
werden Mittelwert, sowie Standardabweichung. Im Ergebnisteil werden ausgewahlte
Abbildungen prasentiert.

Fiir die Berechnung der statistischen Signifikanz (Konfidenzintervall: 95%) mit dem

ungepaarten t-Test wird folgende Klassifikation vorgenommen:

Tabelle 14: Statistische Signifikanz.

Abkiirzung Signifikanz Bewertung

n.s. p>0.05 nicht signifikant
* p=<0.05 signifikant

* p=<0.01 hoch signifikant

*okk p <0.001 hochst signifikant
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4. Ergebnisse und Diskussion

Durch den kombinierten Einsatz der Biosensortechniken QCM, SAW und CV sowie
der ITC wurde die Wechselwirkung antimikrobieller Peptide an Modellmembranen
gemessen. Dabei wurden neben kationischen Peptiden wie Gallidermin, Vancomycin
und Telavancin auch anionische Vertreter wie Friulimicin und Daptomycin
untersucht. Im Fall der QCM und der CV dienten immobilisierte Phospholipide aus
DOPC auf Quarzoberflichen als Modell einer bakteriellen Membran. Bei der ITC und
der SAW wurden unilamellare DOPC-Vesikel als Modellmembranen verwendet.

Die QCM erlaubt die Berechnung von Bindungskonstanten (Kp) durch die
Bestimmung von Assoziations- und Dissoziationskinetiken (kass und Kkpiss). Die ITC
liefert Parameter wie Enthalpie (AH), Entropie (AS) und kann ebenfalls
Bindungskonstanten (Kp) ermitteln. Mittels der CV konnen Membran-
permeabilisierungen erfasst werden. Die folgende Tabelle fasst die Messprinzipien

und die Auswertemoglichkeiten der Biosensoren zusammen:

Tabelle 15: Ubersicht der Biosensoren mit Messprinzipien sowie Auswertung.

QCM SAW ITC (0%
Messung Frequenz Phase Heizleistung Stromstdrke
Sensorik massesensitiv massesensitiv kalorimetrisch elektrochemisch
Parameter Kass, Kpiss, Kp Kass, Kpiss, Kp AH, AS, Kp Al

Die unterschiedlichen Messmethoden erlauben dabei den Fokus auf verschiedene
Aspekte des molekularen Wirkmechanismus der Peptide zu legen. Dabei soll ein
Vergleich der Peptide hinsichtlich ihrer Affinitdit zu Membranen sowie zu einer
Zellwandvorstufe als Zielstruktur im Vordergrund der Betrachtung stehen.

Die bakterielle Zellwand dient einer Vielzahl von antimikrobiellen Peptiden als
Zielstruktur. Die dabei auftretenden Wirkprinzipien reichen von Bindungen an
Zellwandvorstufen (Lipid [I oder Baktoprenolphosphat), unspezifischen Membran-
einlagerungen, Beeintrachtigungen der Membranordnung bis hin zur Zerstérung der

Membran durch Porenbildung.
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Abbildung 39: Mechanismen der Wechselwirkung von Peptidantibiotika mit bakteriellen
Membranen.

Bakterielle Membranen sind hinsichtlich ihres strukturellen Aufbaus und der
Komposition der Membranbestandteile hoch komplex. So unterliegt Lipid II keiner
zufalligen, statistischen Verteilung wie in Modellmembranen, sondern ist in
bestimmten, definierten Bereichen vermehrt anzutreffen, die auch in Analogie zu
eukaryontischen Zellmembranen als , lipid rafts“ bezeichnet werden. Sie befinden sich
haufig an den Septen der Bakterienmembranen und beinhalten grofie Teile der
Synthesemaschinerie zum Aufbau der Zellwand. Die ,lipid raft“ Regionen zeichnen
sich aufderdem durch einen hohen Gehalt an negativ geladenen Phospholipiden aus.
Um einen Ladungseffekt auf die Bindung der Peptide in den Biosensorstudien zu
verhindern, wurden negativ geladene Phospholipide bei kationischen Peptiden nicht
berticksichtigt.

In diesem Projekt kommen daher Modellmembranen aus 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DOPC) zum Einsatz, um die komplexe Struktur der Bakterien-
membran mit diesem neutralen, ungesattigten Phospholipid moglichst einfach und

reproduzierbar zu simulieren.

4.1. Gallidermin und Vancomycin

Gallidermin und Vancomycin nutzen beide Lipid II als Zielstruktur zur Durchsetzung
ihrer antimikrobiellen Wirksamkeit. Trotzdem weisen beide Peptide Unterschiede in

der Wirkung gegeniiber bestimmten Bakterienstimmen auf. In Untersuchungen der
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Arbeitsgruppe von Prof. Sahl wurde die MIC von Gallidermin und Vancomycin

beispielhaft im Vergleich an zwei grampositiven Stdimmen ermittelt.

Tabelle 16: MIC Bestimmungen fiir Gallidermin und Vancomycin.

Peptid Lactococcus lactis ssp. Lactobacillus fermentum
cremoris HP ATCC9338

Gallidermin 0.01 pg/mL 0.0025 pg/mL

Vancomycin 0.31 pg/mL > 10 pg/mL

Im verwendeten Lactococcus lactis Stamm ist Gallidermin bis zu 30fach wirksamer als
Vancomycin. Noch dramatischer fallt die Messung im Lactobacillus fermentum aus.
Hier ist Gallidermin sogar um den Faktor 4000 sensitiver. Diese eindeutigen
Abweichungen konnen nicht nur aus der Targetbindung der Peptide alleine
resultieren.

Aufbauend auf bisherigen Untersuchungen wurde die Bindungskinetik des
Vancomycins an DOPC-Modellmembranen mit dem QCM-Biosensor vermessen und
mit bereits vorhandenen Daten des Gallidermins verglichen [40]. Zusatzlich wurde
die bakterielle Zellwandvorstufe Lipid II zu 0.1 mol% in die Lipidmatrix eingebaut,
um die Rolle der gemeinsamen Zielstruktur auf die Bindungsintensitat der beiden
Peptide aufzuklaren. Durch die Auswertung der Bindungskonstanten und des
Bindungsverlaufs sollen mit Hilfe des direkten Vergleichs zwischen beiden Peptid-
antibiotika weitere Aussagen iliber den molekularen Wirkmechanismus des

Gallidermins gewonnen werden.

4.1.1. Messungen der Bindungskinetik mittels QCM

Im Folgenden werden die Ergebnisse der QCM-Messungen von Vancomycin und

Gallidermin an DOPC # Lipid II veranschaulicht.

Tabelle 17: QCM-Bindungskinetik fiir Gallidermin [40] und Vancomycin an DOPC * Lipid II
Membranen.

Peptid Membran Assoziation Dissoziation Bindungskonstante
[Lxmol-1xs1] [s1] [molxL-1]
Gallidermin DOPC 4135+ 276 9.87x10* + 4.47x104 2.81x107 £ 1.55x10-7
Gallidermin DOPC+LipidII 1828 + 876 4.40x10*+1.32x10* 2.69x107 £ 0.84x107
Vancomycin DOPC 1380 + 390 2.80x10-3 + 0.80x10-3 2.45%x106 + 1.15x10¢

Vancomycin DOPC+LipidII 2913 * 2041 3.60x104+2.21x104 1.46x107 £ 0.41x107
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Verglichen mit reinen DOPC Membranen ist die Bindung des Vancomycin an Lipid II-
haltigen Membranen um den Faktor 15 starker. Gallidermin zeigt eine vergleichbare
Affinitdt an reinen und Lipid II-haltigen Modellmembranen. Allerdings ist die
Gallidermin-Bindung an die reine Membran 10fach stdarker ausgepragt als bei

Vancomycin.

4 .0x1 06' E DOPC
|C—DOPC+Lipid I
) ok ok kK
3.0x10° 1 ‘ ‘ ‘
S 2.0x10°-
xD
T n.s.
1.0x10° ]
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0.0l | I —=
Gallidermin Vancomycin

Abbildung 40: QCM-Bindungskonstanten von Gallidermin [40] und Vancomycin an DOPC * Lipid
Il Modellmembranen.

Die nahezu identischen Werte der Dissoziation fiir Gallidermin und Vancomycin von
der Lipid II-haltigen Membran kénnen als ein indirekter Beweis fiir das Targeting des
Lipid II von beiden Antibiotika angesehen werden. Tseng et al. ermittelten in ihren
QCM-Messungen einen Kp-Wert von 3.20x10-¢ mol/L fiir die Vancomycin-Bindung an
D-Ala-D-Ala [191]. Dabei wurde eine steigende Vancomycin Konzentrationsreihe von
0.6 uM bis 40 uM vermessen und aus den ermittelten maximalen Frequenzabnahmen
die Affinitdt mit einer Scatchard-Plot-Analyse berechnet. Der Unterschied zu den
QCM-Messungen dieser Arbeit besteht in der Verwendung eines immobilisierten
Pentapeptids auf der Quarzoberfliche, welches isoliert und somit ohne
Membrankomponenten betrachtet wurde. Ein grofser Nachteil dieser Methode ist der
Umstand, dass keine detaillierten Aussagen iiber die Bindungsprozesse der
Assoziation und Dissoziation gewonnen werden konnen.

In der Gallidermin-Messung ist die sehr hohe Assoziation an reine DOPC-Membranen
auffallend, die gegeniliber den Lipid II-haltigen Membranen doppelt so hoch ist.

Prinzipiell ist eine Tendenz des Gallidermins zur unspezifischen Interaktion mit
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Membranen bekannt [40] und kann aufgrund des Anteils an hydrophoben
Aminosauren auch strukturell erklart werden. Die Assoziationsgeschwindigkeit des
Vancomycins dagegen wird durch Lipid II verdoppelt. Damit wird deutlich, dass die

Vancomycin-Bindung in erster Linie durch das Lipid II in der Membran beeinflusst

wird.
B
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Abbildung 41: Assoziations (A)- und Dissoziationskonstanten (B) von Gallidermin [40]und
Vancomycin an DOPC # Lipid II-Modellmembranen. Vermessen mit einem QCM-Biosensor.

Vancomycin zeigt eine klare Lipid II-Abhdngigkeit der Bindung, wahrend Gallidermin
eine sehr hohe Affinitit zur reinen Membran besitzt. Die Lipid [I-Bindung des
Lantibiotikums ist erstaunlicherweise sogar schwacher ausgepragt. Eigentlich wird
fir Typ A Lantibiotika eine starkere Bindung erwartet, wenn die Zielstruktur Lipid II
prasent ist. Am Beispiel des Nisins wurde dieser Sachverhalt auch eindrucksvoll

mittels QCM bewiesen [21]:

Tabelle 18: QCM-Bindungskinetik fiir Nisin an DOPC * Lipid Il Membranen [21].

Peptid Membran Assoziation Dissoziation Bindungskonstante
[Lxmol-1xs1] [s1] [molxL-1]

Nisin DOPC 752 106 7.70x10* + 4.16x10-> 1.03x10¢ + 1.16x10-7

Nisin DOPC+Lipid II 4677 + 307 1.77x103 + 2.95x10* 2.68x107 £ 1.74x107

Nisin hat eine sechsfach hohere Assoziationsgeschwindigkeit bei der Lipid Il Bindung.
Die Gesamtaffinitit mit 2.68x10-7 mol/L spiegelt das Verhalten eines Typ A
Lantibiotikums mit Lipid II Bindungsmotiv wider.

Damit tritt die Frage auf, weshalb die Lipid II Bindung des Gallidermins sich nicht
markant von der DOPC-Messung abhebt. Gallidermin besitzt das gleiche strukturelle
Motiv zur Bindung an Lipid II wie Nisin, weist aber einen verkiirzten C-Terminus auf.

Dieser Bestandteil ist hauptsachlich fiir die Fahigkeit der Membrandurchdringung mit
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anschlieffender Permeabilisierung verantwortlich [148]. Daher konnte in voran-
gegangenen Untersuchungen keine Porenbildung des Gallidermins an DOPC-
Membranen, auch nicht in Gegenwart von Lipid Il detektiert werden [40]. Die
Abhangigkeit der Porenbildungsfahigkeit des Gallidermins konnte aber durch die
Lange und den Verzweigungsgrad der Phospholipidketten gesteuert werden [40,149].
Die Permeabilititsmessungen des Vancomycins belegen keine Verdnderungen in der
Barrierefunktion der Membran. Eine Porenbildung als weiterer Mechanismus der

Wirkung des Vancomycins kann damit kategorisch ausgeschlossen werden.

Tabelle 19: CV-Untersuchungen fiir Gallidermin [40], Vancomycin und Nisin [21] an DOPC *
Lipid I Membranen.

Peptid Membran Porenbildung
Gallidermin DOPC -
Gallidermin DOPC+Lipid II

Vancomycin DOPC -
Vancomycin DOPC+Lipid II

Nisin DOPC +

Nisin DOPC+Lipid II ++

Wie eingangs erwahnt, haben Gallidermin und Vancomycin beide ein Lipid II-
Bindungsmotiv, wobei unterschiedliche Bereiche des Lipid Il die Zielstruktur bilden.
Trotzdem zeigen Gallidermin und Vancomycin stark differierende MICs in
bestimmten grampositiven Stammen. Der primare Wirkmechanismus der Lipid II-
Bindung scheint nach Auswertung der QCM-Biosensordaten nicht fiir diese
Diskrepanz in der Wirkung verantwortlich zu sein. Da auch keine Porenbildung
detektierbar war, sind weitere Mechanismen wie die Wechselwirkung mit der
Membran, eine verbleibende Moglichkeit, um die Ursache fiir die verbesserte in vivo
Aktivitat zu erklaren. In der sehr hohen Membranaffinitat des Gallidermins kénnte

der Schliissel zur Beantwortung dieser Frage liegen.

4.1.2. Messungen der Gallidermin-Bindungskinetik mittels SAW

Um den Mechanismus hinter der hohen Bindungsaffinitat des Gallidermins an reinen
DOPC-Membran und der mdglicherweise tiberlagerten Lipid II-Bindung zu unter-
suchen, wurde die SAW-Biosensortechnik eingesetzt.

Im Gegensatz zu den asymmetrischen Doppelschichten der QCM Messungen wurden

die Membranen bei der SAW durch aufgespreitete Liposomen auf dem Sensor
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erzeugt, die ein realistischeres Modell der Bakterienmembran darstellten. Wahrend
man bei der QCM mit einem festen Peptid:Lipid Verhaltnis arbeitet, wird in der SAW
der Peptidanteil beginnend mit 10-13 M schrittweise um eine Zehnerpotenz erhoht.
Hierdurch kénnen konzentrationsabhangig Interaktionen registriert werden.
In der folgenden Abbildung ist der Verlauf der Phasenverschiebung und Amplituden-
anderung fiir Gallidermin an DOPC * Lipid II dargestellt:
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Abbildung 42: SAW-Messung des Gallidermins an DOPC # Lipid II Liposomenmembranen.
Dargestellt sind die Phasenverschiebungen (A), sowie die Verinderung der Amplitude (B). Die
gestrichelte Linie gibt den Bereich der unspezifischen Gallidermin Einlagerung in DOPC wieder,
wihrend die gepunktete Linie die Konzentration der Targetbindung an Lipid II beschreibt.

Betrachtet man den Verlauf der SAW-Messung in Abb. 42A, so sticht sofort die sehr
starke Phasenverschiebung bei 10-11 M (gestrichelte Linie) von 4.45° hervor. Aus der
zugehorigen Amplitudendanderung wird ersichtlich, dass die sehr starke Interaktion
des Gallidermins mit einer Rigidisierung der Membran einhergeht. Damit wird die
Annahme einer Einlagerung des Peptids in die Membran unterstiitzt. Nach diesem
charakteristischen Signal scheint die Galliderminbindung gesattigt zu sein und es
konnen keine weiteren bedeutsamen Anstiege in der Phase mehr verzeichnet

werden.

Tabelle 20: SAW-Ergebnisse fiir Gallidermin an DOPC * Lipid Il Membranen.

Messung 10013 M 1012 M 1011 M 10-1°M 10°M 108 M

DOPC | Phase 0.669° 0.423° 4.45° 0.487° 0.602° 0.274°

Amplitude -0.006° -0.002° +0.017° +0.0002° -0.001° -0.003°

DOPC | Phase 0.266° 0.321° 0.739° 1.726° 0.437° 0.665°

+LII | Amplitude -0.002° -0.004° -0.007° -0.01° -0.005° -0.006°
+0.02°

=

amplitude [de
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In der Messung der Bindung in Gegenwart von Lipid Il in der Membran ergibt sich fiir
das Gallidermin eine andere Form von Interaktion. Die Phasenshifts sind in ihren
Absolutwerten geringer als in der reinen DOPC-Messung. Bei einer Konzentration von
10-2 M und 10-11 M sind nur schwache Signale sichtbar, die bei 10-1© M (gepunktete
Linie) zu einer stirkeren und reversiblen Phasenverschiebung fithren. Diese Signale
zeigen die LipidII-Bindung des Gallidermins, die schon bei sehr geringen
Konzentrationen auftritt. Gestiitzt werden diese Ergebnisse durch die Auswertung
der Amplitudensignale. Die Bindung des Gallidermins an Lipid II erfolgt in den
Konzentrationsbereichen von 10-13 M bis 10-11 M, die mit einem kleinen Abfall der
Amplitude einhergehen und damit einen Anstieg in der Viskoelastizitdt der Membran
reprasentieren. Das trifft auch auf das 10-1° M Signal (gepunktete Linie) zu. Nach
einem anfanglichen Amplitudenabfall von -0.01° kommt es zu einem plétzlichen
Anstieg der Amplitude mit einem Wert von +0.02°. Dieser Wert deckt sich aufderdem
mit der Amplitude der DOPC-Messung (+0.017°). Damit wird deutlich, dass die
anfangliche Lipid II-Bindung des Gallidermins durch diese Membraninsertion
tiberlagert wird. Weiterhin wird sichtbar, dass durch den stabilisierenden Effekt des
Lipid I auf die Membran eine Einlagerung des Gallidermins erst bei hdheren
Konzentrationen erfolgt als in reinen DOPC-Membranen.

Das Signal bei 10-1© M wurde in Hinblick auf das Peptid:Lipid II-Verhaltnis naher
analysiert. Die Anzahl an Lipid II Molektilen (0.1 mol% in der Lipidmatrix) auf der
Sensoroberflaiche wurde berechnet, indem man die sensitive Quarzfliche (6 mm?)
durch die durchschnittliche Grée einer polaren Phospholipidkopfgruppe (40 A2)
dividiert. So erhdlt man eine Zahl von 1.4x1010 Lipid II-Molekiilen in der SAW-
Messzelle. Der Peak bei 100 pM beinhaltet insgesamt ca. 1.1x1010 Gallidermin
Molekiile. Folglich liegt bei dem Signal das Bindungsverhéltnis von Gallidermin zu
Lipid II von ungefdhr 1:1 vor. Interessanterweise liegt dieser Konzentrationsbereich
der Galliderminbindung und -membraninteraktion im Bereich der in vivo Aktivitat
des Lantibiotikums gegen sensitive Keime.

Zusammengefasst geben die SAW-Messungen klare Hinweise fiir die Lipid II
Erkennung durch das Gallidermin. Die dominante Reaktion bei einem 1:1 Bindungs-
verhaltnis belegt klar die Bindung an die Zielstruktur, die mit einer simultanen
Membraninsertion einhergeht. In der QCM-Messung iiberlagerte die starke
Membranbindung das Messsignal der Lipid II-Bindung. Die Verringerung der

Membraneinlagerung des Gallidermins in Anwesenheit des Lipid Il ist vermutlich
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verursacht durch stabilisierende Effekte des Lipid II auf die Fluiditdat der Membran,
welche Kkiirzlich auch durch fluoreszenzmikroskopische Experimente (FRAP)

nachgewiesen wurden [21].

4.1.3. Messungen der Membranaffinitit mittels ITC

Um die Unterschiede in den Membraninteraktionen zwischen Gallidermin und
Vancomycin weiter zu charakterisieren, wurde die thermoanalytische ITC als weitere
Messmethode verwendet.

Wahrend die Quarzmikrowaage die Gesamtprozesse an der Membran erfasst, liefert
die isotherme Titrationskalorimetrie eine thermodynamische Bindungsbeschreibung
der Peptid-Membran-Interaktion. Durch die zusatzliche Betrachtung der Enthalpie
kann auch eine qualitative Aussage lber eine stattfindende Wechselwirkung erfolgen,
da diese oft mit einer Warmeadnderung einhergeht. Die ITC-Messungen wurden mit 50
Injektionen der Phospholipid-Vesikel (DOPC * Lipid I bzw. DOPC * C55P) in die
jeweilige Losung mit festgelegter Peptid-Konzentration ausgefiihrt.

Aus den ITC-Messungen erhofft man sich weitergehende Einblicke in die

Membranaffinitat des Gallidermins zu erhalten.

Die folgende Tabelle liefert einen Uberblick iiber die Ergebnisse der ITC-Messungen:

Tabelle 21: ITC-Ergebnisse fiir Gallidermin und Vancomycin an DOPC #* Lipid Il Membranen.

Peptid Membran Enthalpie Entropie Bindungskonstante
[calxmol-1] [calxmol-1xK-1] [molxL-1]
Gallidermin DOPC -5455 £ 391 6.82 +1.73 3.28x10% + 0.69x10-¢
Vancomycin DOPC -508 + 165 - -
Gallidermin DOPC+Lipid II -3018 £ 107 11.49 +1.08 1.89x10-5 + 8.37x10-¢
Vancomycin DOPC+Lipid I -697 £ 135 - -
Gallidermin DOPC+C55P -4490 + 318 8.64 +0.72 7.09x10¢ + 3.21x10¢
Vancomycin DOPC+C55P -608 £ 129 - -

An reinen DOPC-Membranen ergaben sich fiir das Gallidermin und das Vancomycin

folgende ITC-Verlaufe:
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Abbildung 43: ITC-Kurven von Gallidermin (A) und Vancomycin (B) an DOPC-Membranen.

Die ITC-Kurve des Gallidermins zeigt einen typischen, sigmoiden Verlauf von
exothermen Peaks und ldsst sich in drei Bereiche gliedern. Zunachst findet eine
intensive Wechselwirkung mit der Membran statt. Die exotherme Warme lasst auf
eine energetisch favorisierte Reaktion schliefden, bei der Warme freigesetzt wird. Die
Heizrate verringert sich kontinuierlich wahrend der Titration von -1.6 pcal/sec und
erreicht gegen Ende konstante Werte (-0.1 pcal/sec), die fiir eine Sattigung der
Reaktion sprechen. Die Enthalpieanderung liegt bei -5455 + 391 cal/mol. Aus der ITC-
Messung des Vancomycins kann man nur eine sehr schwache Wechselwirkung
feststellen. Der Enthalpiewert belegt dies mit -508 + 165 cal/mol. Bereits nach fiinf
Injektionen scheint die Reaktion im Bereich der Verdiinnungswarme des
Losungsmittels zu liegen.

Mit einer 10fach hoheren Warmeanderung bestatigt die ITC die starke Interaktion
des Gallidermins mit Membranen. Aus dem Verlauf der Gallidermin ITC-Titration
kann ferner eine Bindungskonstante ermittelt werden. Der Kp-Wert wird mit
3.28x10-°mol/L angegeben und ist mit dem Kp-Wert aus der QCM-Messung
angesichts der Unterschiede im Versuchsaufbau und der Detektion vergleichbar
(2.81x10-7 mol/L).

Die ITC-Messung des Vancomycins bekraftigt den bisherigen Kenntnisstand, dass
Vancomycin keine Tendenz zu einer intensiven Membranwechselwirkung aufzeigt.
Aus diesem Grund konnten auch keine Bindungskonstanten ermittelt werden.

Durch den Einbau der Zellwandvorstufe Lipid II in die Vesikel wurde der Einfluss der
Zielstruktur auf das Bindungsverhalten des Vancomycins und des Gallidermins

untersucht. Hierbei stand die Klarung der Frage im Vordergrund, ob die ITC die
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Targetbindung erfassen kann und eine Differenzierung zur Membranbindung mdéglich

erscheint.
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Abbildung 44: ITC-Kurven von Gallidermin (A) und Vancomycin (B) an DOPC+Lipid II-
Membranen.

Lipid II fiihrte zu einem veranderten Titrationsverlauf in der Gallidermin-Messung.
Der Gallidermin-Verlauf zeigt im Vergleich zur reinen DOPC-Membran ein
verdandertes Sattigungsmotiv am Ende der Messung (-0.3 pcal/sec). Auch tritt die
Sattigung der Reaktion bereits frither ein. Die Interaktion des Gallidermins mit den
Phospholipiden in der Membran wird erschwert. Der gesunkene Enthalpiewert mit -
3018 cal/mol macht dies deutlich. Die thermische Bindungskonstante zeigt eine
Abschwiachung der Affinitat im Vergleich zur DOPC-Membran um den Faktor sechs
an. Um zu klaren, ob dieses Messergebnis auf eine targetspezifische Bindung
zurickzufiihren ist, wird die ITC Messung der Vancomycin-Lipid [I-Bindung
analysiert.

Man erkennt im Kurvenverlauf der Vancomycin-Messung bis auf die leicht erhéhten
Blindwerte keine deutlichen Unterschiede zur reinen DOPC-Membran. Wenn die ITC
die Lipid II-Bindung erfassen konnte, so hatte sich die Vancomycin-Lipid II-
Wechselwirkung (-697 cal/mol) deutlich von der Vancomycin-DOPC-Messung
(-508 cal/mol) unterschieden. Man kann somit resiimieren, dass die direkte
Targetbindung mit der ITC nicht detektierbar ist. Entweder handelt es sich bei der
Bindung an die Zielstruktur um einen entropiegetriebenen Prozess ohne Austausch
von Warme, oder die Warmeanderung ist so minimal, dass sie unter der
Erfassungsgrenze der ITC-Messsensorik liegt. Allerdings muss eine erhohte Affinitat

zu einer Zielstruktur nicht zwangslaufig zu einem signifikant erhéhten Messwert
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filhren [226]. In der Literatur existiert eine Studie zur ITC Messung des Lipid II
Pentapeptids mit Vancomycin [59]. In dieser Arbeit von Rekharsky et al. wurden
Konstanten fiir die Bindung des Vancomycins an das Pentapeptid und Fragmente des
Lipid II ohne Baktoprenolphosphat ermittelt. Obwohl Kp-Werte ermittelt werden
konnten (2.08x10-¢ mol/L), stehen die Ergebnisse aber in keinem Widerspruch zu
den ITC-Messwerten dieser Arbeit. Die Menge an Lipid I Aquivalent, die pro Injektion
eingesetzt wurde, betrug 2 nmol und ist um den Faktor 13 hdéher als in dieser
Dissertation (0.150 nmol). Auferdem wurden keine Modellmembranen verwendet,
weil das Bindungsmodell explizit auf die direkte Interaktion des Pentapeptids mit
Vancomycin ausgerichtet war.

Zur weiteren Verifizierung des Ergebnisses der Lipid II-Bindung durch die ITC wurde

auch erstmalig die sehr gut beschriebene Nisin-Lipid I[I-Bindung mit einbezogen.

Tabelle 22: ITC-Messungen fiir Nisin an DOPC * Lipid Il Membranen.

Peptid Membran Enthalpie Entropie Bindungskonstante
[calxmol-1] [calxmol-1xK1]  [molxL-1]

Nisin DOPC -12472 + 709 - 1.30%106 + 1.09x10-7

Nisin DOPC+Lipid II -12003 £ 692 - 1.45x106 + 1.80x107

Hier zeigten sich zwar sehr hohe Enthalpien, die sich aber auch in den reinen DOPC

und den DOPC+Lipid II-Messungen nicht signifikant unterschieden (p = 0.202).
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Abbildung 45: ITC-Kurven zur Beschreibung des Bindungsverhaltens von Nisin an DOPC- (A)
und DOPC+Lipid Il Membranen (B).

Die aufgetragenen kumulierten Warmen waren nahezu identisch. Auch die
Bindungskonstanten legen nahe, dass auch hier kein direkter Effekt der Zielstruktur

auf die Bindung des Peptids registriert wurde.
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Abbildung 46: Kumulierte Wiarmen der ITC-Messungen von Nisin an DOPC-Membranen.

Moéglicherweise sind die deutlich erh6hten Warmeanderungen auf eine verstarkte
Wechselwirkung des Nisins mit Phospholipiden aus dem inneren Bereich der
unilamellaren Vesikel zuriickzufiihren, die im Prozess der Porenbildung fiir das Nisin
zuganglich wurden und damit eine erhéhte exotherme Reaktion liefern.

Es wird wiederum sehr deutlich die Grenze der gleichzeitigen Messbarkeit von
vorhandener Targetbindung und Membraninteraktion aufgezeigt. Die Lipid Il
Bindung ist mit diesen Messparametern in der ITC nicht direkt zu erfassen.
Membranwechselwirkungen dagegen konnen gut detektiert und auch untereinander
hinsichtlich ihrer Intensitat differenziert werden.

Es ist anzunehmen, dass es sich bei der, in ihrer Verlaufsform leicht veranderten, ITC-
Messung des Gallidermins in Anwesehneit von Lipid II um stabilisierende Effekte der
Zellwandvorstufe auf die Membranordnung handelt. Die Membraneinlagerung wird
behindert, da Lipid II die Lateraldiffusion in der Membran verringert und somit auch
die Eindringtiefe in die Membran reduziert.

Um festzustellen, welcher strukturelle Teil des Lipid II fiir die betrachteten Membran-
effekte des Gallidermins verantwortlich ist, wurde die Isoprenkette des Lipid II-
Molekiils, das sog. Baktoprenolphosphat (C55P) in die Membran eingebaut. Damit

fehlen fiir Gallidermin und Vancomycin die Angriffspunkte an der Zielstruktur.



Ergebnisse und Diskussion 103

A time [min] B time [min]
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
S [ AL LA L L L N B L B B L B St I LA L B L N B L L I L L
0.0 . - 0.0 7 VWWVVW 0
A TR e = |
@ ] WWWWW ] @ ]
L o5 WVW B ]
© - 1 ®
o o
. {1 =
2 10 4 @& 40 i
© ©
© ©
- -
© ©
2 5] ) J 2 5] ]
molar ratio [L/P] ] 1 molar ratio [L/P]
1 o 10 20 30 40 50 60 ] 1 o 10 20 30 40 50 60 ]
e B e e L LA B S e I e A B R B —

Abbildung 47: ITC-Kurven von Gallidermin (A) und Vancomycin (B) an DOPC+C55P-
Membranen.

Der Titrationsverlauf und die Hohe der Peaks im Bereich der Sattigung sind bei
Anwesenheit von C55P mit denen des Lipid II-Laufes vergleichbar (-0.3 pcal/sec). Das
Sattigungsmuster der Gallidermin-Kurve zeigt somit eindeutig den Isopreneffekt,
wodurch gefolgert werden kann, dass der beobachtete Lipid II-Effekt grofitenteils
durch die Isoprenkette verursacht wurde. Somit wird der Lipid II-Einfluss auf die
Bindung sekundar iiber membranare Effekte in der thermischen Wechselwirkung
aufgedeckt.

Fir das Vancomycin ist die C55P-Messung eine Bestatigung fiir die sehr schwache
Membraninteraktion (-608 cal/mol). Der C55P-Einbau macht deutlich, dass die ITC in
diesem Fall nur membranare Effekte auf die Peptid-Wechselwirkung aufzeigt.

Die Berechnung des membrandr gebundenen Anteils an Gallidermin X ;| nach (34)

aus den jeweiligen Einzelenthalpien in den genutzten Modellmembranen verdeutlicht
die Korrelation zwischen Enthalpie und Membranbindung. In Abb. 48 ist der
gebundene Galliderminanteil gegen das molare Verhaltnis von Lipid zu Peptid

dargestellt:
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Abbildung 48: Gebundener Anteil des Gallidermins an DOPC-, +C55P, +Lipid II-Membranen.

In der DOPC-Messung ist tendenziell die hochste Menge Gallidermin an der Membran

gebunden. Die C55P-Messung weist eine geringere Galliderminmenge in der

Membran auf und zeigt mit der Lipid II-Messung eindeutig, dass durch die

[soprenkette die Fahigkeit des Gallidermins mit der Membran zu interagieren,

reduziert wird.

Durch Auftragung der kumulierten Warme gegen die Anzahl der Injektionen werden

die Membraneffekte des Gallidermins eindeutig beschrieben.
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Abbildung 49: Kumulierte Wiarmen der ITC-Messungen von Gallidermin an DOPC- (schwarz),
+C55P (rot), +Lipid Il Membranen (griin).
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Bis zur achten Injektion sind die kumulierten Warmen der Titrationsverldufe
identisch, solange die Einlagerung in die Membranen stattfindet. Ab der 10. Injektion
kann eine Differenzierung der Kurven hinsichtlich einer Warmesattigung beobachtet
werden. In der Lipid lI-Messung ist die Sattigung der Membraninteraktion am
schnellsten erreicht (13. Injektion). In der C55P-Messung ist ab der 22. Liposomen-
injektion die Enthalpiednderung im Sattigungsbereich, wahrend an reinen DOPC-
Membranen die kumulierte Warme die grofdten Werte erhalt (26. Injektion). Die
Membranen mit Zellwandbestandteilen haben insgesamt geringere Warmewerte, die
auf eine reduzierte thermische Interaktion des Gallidermins schliefen lassen. Der
nochmals verkleinerte Warmewert fiir die Lipid II Bindung kénnte als ein Indiz fiir
die Bindung des Gallidermins an Lipid Il gedeutet werden, womit ein geringerer
Anteil fiir eine Interaktion mit der Membran zur Verfiigung steht.

Damit bestitigen die ITC-Messungen des Gallidermins die gemessene Membran-
affinitat durch die QCM und sind auch im Einklang mit den SAW-Ergebnissen. Die
Form der Wechselwirkung kann also mit einer Bindung an die Oberflache der
Membran als auch mit einer Einlagerung in die Membran erkldrt werden. Beide

Mechanismen wiirden auch ohne eine Porenbildung auftreten.

4.1.4. Fluoreszenz-Messungen der Membranfluiditat

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Merocyanin MC 540 kann sensitiv eine Anderung
der Membranfluiditat, die beispielsweise durch Membraneinlagerung von Strukturen
auftritt, durch eine spektrale Anderung der Farbstoff-Fluoreszenz analysiert werden
[227,228]. Der Einfluss von Gallidermin und Vancomycin auf die Emission des
membranadr eingelagerten Farbstoffs Merocyanin MC 540 wurde so durch
Verwendung von liposomalen Modellmembranen untersucht. Befindet sich der
Farbstoff in einer fluiden Membran, so emittiert er bei 584 nm. Bei Peptiden, die sich
in die Membran einlagern, wird der Farbstoff infolge der eintretenden Membran-
rigidisierung starker aus der Membran gedrdangt und die Fluoreszenz wird

entsprechend verringert.



106 Ergebnisse und Diskussion

500

T blank value

1] peptide addition
400 4 kskk n.s.
300 T _‘_ -|-

fluorescence [units]

Gallidermin Vancomycin

Abbildung 50: Emission des Farbstoffs Merocyanin MC 540 bei DOPC-Liposomen (weif3) und
nach Zusatz von Gallidermin bzw. Vancomycin (grau).

Hier zeigt sich deutlich, dass die starke Wechselwirkung des Gallidermins definitiv
eine Einlagerung in die Membran darstellt. Das Fluoreszenzsignal wird von 282 auf
160 Einheiten statistisch signifikant abgesenkt (p =0.0007), wiahrend Vancomycin
keinen signifikanten Einfluss auf die Emission des Farbstoffs hat (p = 0.711). Hierbei
ist die Emission des MC540 lediglich von 248 auf 259 gestiegen.

Mittels der Fluoreszenzanalysen erhdrten sich die Annahmen einer Membran-

inserierung des Gallidermins als Mechanismus der Membraninteraktion.

4.1.5. Auswertung Gallidermin und Vancomycin

Aufgrund der Daten aus den biosensorischen Untersuchungen werden folgende
Modelle tiber die molekularen Wirkmechanismen der Peptidantibiotika Gallidermin

und Vancomycin postuliert:
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Abbildung 51: Wirkmechanismen von Vancomycin und Gallidermin.

Vancomycin bindet hochaffin die D-Ala-D-Ala Peptideinheit des Lipid II und blockiert
somit die Verknlipfung der Zellwandbausteine durch die Transpeptidase. Eine
Interaktion mit der Bakterienmembran und eine Membranpermeabilisierung finden
nicht statt. Dafiir ist das Glykopeptid zu polar und aufgrund der starren Anordnung
der zyklischen Heptapeptidkette ist keine Flexibilitat zur Anpassung der raumlichen
Struktur fiir eine Einlagerung in die Membran gegeben. So steht zur Ausiibung der
antibiotischen Aktivitat die affine Lipid II-Blockade im Vordergrund.

Gallidermins Angriffspunkt am Lipid II, die Pyrophosphatgruppe, liegt naher an der
Membran als bei Vancomycin. Neben der Bindung an Lipid II lagert sich Gallidermin
aber zusitzlich in die Bakterienmembran ein, wodurch der primare Wirk-
mechanismus tiberlagert wird. An Lipid II-freien Membranen ist die Tendenz zur
Einlagerung noch starker ausgepragt und unabhangig von Lipid II. Der unspezifische
Mechanismus der Membraninsertion tragt stark zur verbesserten antibiotischen
Wirksamkeit bei. Durch eine dreifach positive Ladung ist eine induzierte Anlagerung
besonders an eine negativ geladene Membran in ,lipid raft“-Bereichen begiinstigt.
Mittels eines hydrophoben Anteils von 45% werden starke Wechselwirkungen
zwischen den lipophilen Arealen des Gallidermins und den Phospholipidketten
eintreten. Mit diesem Einfluss auf die Lipidordnung kann somit indirekt auf die

laterale Mobilitdt und Funktionalitit des Zellwandprakursors Lipid II-Einfluss
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genommen werden, was zusdtzlich zur antibiotischen Wirksamkeit beitragt. Ein
alternatives Modell zur Erklarung der Wirksamkeit von Lantibiotikavertretern wie
Gallidermin wurde von Hasper et al. anhand von fluoreszenzmarkierten Lipid II
Studien mit Mutacin 1140, das strukturelle Ahnlichkeiten zum Gallidermin besitzt,
und Nisin-Derivaten aufgestellt. Darin sequestriert Mutacin 1140 das Lipid II-Molekil
in unphysiologische Bereiche und entzieht es somit der Zellwandbiosynthese [150].
Fiir das Gallidermin wird ein analoges Verhalten angenommen. Eventuell ist dieser
alternative Mechanismus forciert durch die Dynamik im Molekiil, die eigentlich der
Membrandurchspannung dienen soll. Da Gallidermin fiir eine erfolgreiche Poren-
bildung zu kurz ist, taucht es in die Membran ein und entfernt das Ankermolekiil
Lipid II von der aktiven Seite der Zellwandbiosynthese.

Abschliefdend kann folgendes Modell zur Wirkung des Gallidermins angenommen

werden:

Tabelle 23: Wirkmechanismus des Gallidermins.

Schritt Mechanismus

1 Ladungsinduzierte Annaherung an die Membran

2 Spezifische Bindung an die Pyrophosphatgruppe des Lipid II

3 Verwendung von Lipid II als Anker fiir eine anschlieRende Porenbildung in bestimmten
Stdmmen mit geeigneter Lipidzusammensetzung

4 Starke Membraninteraktion mit Einlagerung in das Membraninnere

Blockierung oder Sequestrierung des Lipid II

4.2. Telavancin

Bei Telavancin handelt es sich um ein semi-synthetisches Vancomycin-Derivat. Die
strukturellen Unterschiede zwischen Telavancin und Vancomycin beziehen sich in
erster Linie auf eine Kohlenstoffkette im Telavancinmolekiil, die Telavancin eine
gegeniiber Vancomycin grofiere Hydrophobizitat verleiht. Das Heptapeptidgrund-
geriist mit der Lipid II-Bindungsstelle hingegen ist bei beiden Molekiilen identisch.
Die Bindung der Glykopeptide richtet sich an das Lipid II-Pentapeptid mit terminaler
D-Ala-D-Ala Funktion. Aus MIC Untersuchungen geht deutlich hervor, dass Telavancin
auch gegen Vancomycin-resistente Stimme noch aktiv ist [229]. Damit scheidet die
Lipid II-Bindung als Grund fir die verbesserte Wirkung aus, da die Form der
Vancomycin-Resistenz hauptsachlich durch den Austausch von D-Ala gegen D-Lac

resultiert.
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Interessant in diesem Zusammenhang ist auch die verstirkte Wirksamkeit des
Telavancins in Methicillin-sensitiven Stammen [162]. Da das Bindungsmotiv im
Telavancin nicht modifiziert wurde, ist normalerweise nicht mit einer verstiarkten
Bindung an LipidII zu rechnen. Die Tatsache, dass Telavancin in diesem Fall
wirksamer als Vancomycin ist, kann als Hinweis fiir zusatzliche involvierte
Wirkmechanismen gedeutet werden.

In bisherigen Studien zur Aufklirung des Mechanismus wurde insbesondere die
Membrandepolarisation generell als Hauptaspekt fiir die verbesserte Wirksamkeit
herangezogen. Diskutiert wurde iiber die Rolle der lipophilen Seitenkette, ohne
jedoch die Bindung zur Membran im Einzelnen ndher zu charakterisieren. Daher
wurden im Rahmen dieser Arbeit zunachst QCM-Bindungskinetiken an
DOPC * Lipid II-Modellmembranen angefertigt und in direktem Vergleich zu den

Vancomycin Messungen gesetzt.

4.2.1. Messungen der Bindungskinetik mittels QCM

Die Kinetikuntersuchungen des Telavancins mittels QCM haben folgende Messwerte

erbracht:

Tabelle 24: QCM-Bindungskinetik fiir Telavancin an DOPC * Lipid Il Membranen.

Peptid Membran Assoziation Dissoziation Bindungskonstante
[Lxmol-1xs-1] [s1] [molxL-1]
Telavancin DOPC 851 £ 225 3.40x104+ 1.60x104 4.06x107 £ 2.00x107

Telavancin DOPC+Lipid II 1079 % 295 1.16x10-3+ 0.53x10-3 1.07x10-6 + 0.34x10-¢

Die Affinitat zur Bindung des Telavancins an reine DOPC-Membranen ist 2.5 fach
hoher als an Lipid II-haltigen DOPC-Schichten (p = 0.0003). Anders als im Falle des
Vancomyecins ist keine starkere Bindung in Anwesenheit der Zielstruktur zu verzeich-
nen. Damit zeigt Telavancin als Glykopeptidantibiotikum keine eindeutige Lipid II-
Abhangigkeit der Bindung. Yu et al. ermittelten in einem Fluoreszenz Polarisations
Assay einen Kp-Wert von 1.81x10-¢ mol/L fiir Telavancin an einem gelabelten
Fragment des Lipid [I-Pentapeptids [230]. Die QCM-Messung des Telavancins an
DOPC+Lipid II liegt im gleichen Bereich (1.07x10-¢ mol/L). Die Assoziation des
Telavancins an die reine Membran ist vermutlich durch die hydrophobe Seitenkette
beeintrachtigt. Die molekulare Erkennung des Lipid II durch das Telavancin erhoht

die Anlagerungsgeschwindigkeit minimal. Bei der Auswertung der Dissoziation fallt
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auf, dass die Ablésung von der reinen DOPC-Membran bei Telavancin achtfach
langsamer verlauft als bei Vancomycin. Dies konnte ein Hinweis auf die Verankerung
der lipophilen Seitenkette in der Membran sein. Die Dissoziation des Telavancins
lauft in Anwesenheit des Lipid II um den Faktor 3.4 schneller ab. Bei Bindung an die
Zielstruktur Lipid Il scheint die Telavancin-Kette nicht so tief in die Membran
verankert zu sein. Die ldngere Verweildauer des Telavancins in DOPC-Membranen
wirkt sich auf die Membranpermeabilitat aus, wie CV-Untersuchungen zeigen. Hierbei
induziert die Zugabe einer 1.5 puM Telavancin-Losung einen Stromanstieg in Hohe von
ca. 20% in DOPC-Membranen, wodurch die in der Literatur beschriebenen Effekte auf
die Membranpermeabilitédt prinzipiell Bestatigung finden. Higgins et al. arbeiteten mit
einer Telavancin Konzentration von 8-10 uM [231], wahrend Lunde et al. ca 18 uM
Telavancin in den Assays verwendeten [183]. In Lipid [I-Messungen konnten dagegen
keine Verdanderungen der Membranpermeabilitit festgestellt werden. Das Lipid Il
stabilisiert die Membran und verhindert damit einen effektiven Einfluss des
Telavancins auf die Membranordnung in diesem Modell.

In der Literatur wurde eine vermehrte Lokalisierung des Telavancins in bakteriellen
Membranen im Bereich des Septums nachgewiesen [184]. Um diese Beobachtung zu
verifizieren, wurden die QCM-Modellmembranen dahingehend modifiziert und um
negativ geladene Phospholipide erweitert. Das zweifach positiv geladene Telavancin
zeigt dabei eine sehr hohe Affinitat zur anionischen Membran (1.49x10-7 mol/L).

Die QCM liefert damit gute Ansatzpunkte fiir die Erklarung der Rolle der
Membranwechselwirkung des Telavancins. Ob die Membraninteraktion der Grund fiir
die verbesserte in vivo Wirkung des Telavancins darstellt, sollte mittels ITC aus

thermodynamischen Gesichtspunkten weiter verfolgt werden.

4.2.2. Messungen der Membranaffinitit mittels ITC

Die folgende Tabelle gibt die thermodynamischen Werte der Telavancin-

wechselwirkung mit DOPC # Lipid II-Membranen wieder:

Tabelle 25: ITC-Messungen fiir Telavancin an DOPC # Lipid Il Membranen.

Peptid Membran Enthalpie Entropie Bindungskonstante
[calxmol-1] [calxmol-1xK-1] [molxL-1]
Telavancin DOPC -3254 + 208 9.228 +2.23 3.36x10-5 + 0.99x10-¢

Telavancin DOPC+Lipid I -3036 £ 192 -
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Der Unterschied in den Enthalpien der Telavancinbindung an reine oder Lipid II-
haltige DOPC-Membranen ist nur von geringfiigiger Signifikanz (p = 0.047). Wie in
den vorangegangen Lipid II-ITC-Messungen sind die hoheren Blindwerte auffallend.
Aus den ITC-Verlaufen kann man starker exotherme Peaks als bei den Vancomycin-
Messungen erkennen, die auf eine intensivere Lipid-Peptid-Interaktion schliefien
lassen. Der Verlauf der Titrationskurven dhnelt aber dennoch den Vancomycin-
Messungen. Die ermittelte Bindungskonstante aus der DOPC-Messung betragt
3.36x10>mol/L und unterscheidet sich deutlich von den QCM-Werten. Aus der

DOPC+Lipid Il Messung konnten keine Kp-Werte bestimmt werden.
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Abbildung 52: ITC-Verlaufe fiir Telavancin an DOPC (A) und DOPC+Lipid II (B) Membranen.

Die Enthalpie der Telavancinbindung an reine DOPC-Membranen ist mit
-3254 cal/mol sechsfach hoher als bei Vancomycin (-508 cal/mol). Da der struk-
turelle Unterschied hauptsachlich in der hydrophoben Seitenkette liegt, beweist dies
dessen Rolle fiir die Intensivierung des Membrankontaktes des Telavancins.
Allerdings ist die Warmefreisetzung nicht so deutlich ausgepragt wie bei Gallidermin
(-5455 cal/mol). Auch ist die Kurvenform nicht sigmoid, sondern entspricht eher
einer Hyperbel. Damit ist mit einer anderen Form der Membranwechselwirkung des
Telavancins zu rechnen. Diese beschrankt sich moglicherweise auf eine intensivierte
Oberflaichenbindung, ohne dass Telavancin komplett in die Membran eintaucht. Die
Prasenz des Lipid Il verringert die Enthalpie auf -3036 cal/mol. Dies konnte darauf
hinweisen, dass durch die Lipid II Bindung des Telavancins die Kette nicht so tief in
die Membran eintaucht. Zusatzlich scheint hier auch die Membranrigidisierung durch

Lipid II die Membranwechselwirkungen des Glykopeptids teilweise einzuschranken.



112 Ergebnisse und Diskussion

Gallidermin Telavancin Vancomycin

: ,

-1000

2000

-3000

4000

enthalpy [cal/mol]
'_

-5000

-6000 -
Abbildung 53: Enthalpien von Gallidermin, Telavancin und Vancomycin an DOPC-Membranen.

Eine Beteiligung der Membranwechselwirkung an der Aktivitait des Telavancins
konnte durch die ITC-Technik eindeutig aufgedeckt werden. Die geringen thermo-
dynamischen Werte deuten allerdings darauf hin, dass der Grad der Membran-
inserierung nicht die Intensitdt des Gallidermins erreicht und eine tiefe Einlagerung
in die Membran, wie fiir das Gallidermin gezeigt wurde, unwahrscheinlich erscheint.
Dafiir ist das Telavancin-Grundgeriist trotz der Alkylkette zu polar, um zwischen die
Phospholipidgruppen in das Innere der Membran zu gelangen. Eine partielle
Einlagerung der lipophilen Seitenkette dagegen kann durchaus erfolgen und ist

gerade in Lipid [I-freien Bereichen beglinstigt.

4.2.3. Auswertung Telavancin

Bei der Untersuchung des Wirkmechanismus des Telavancins orientiert man sich
angesichts der strukturellen Verwandtschaft zum Vancomycin an dessen molekularen
Eigenschaften. Telavancin verfligt tiber das gleiche Heptapeptidgrundgeriist wie
Vancomycin. Damit ist eine Bindung an Lipid Il und die damit einhergehende
Blockade der Zellwandbiosynthese gegeben. Lunde et al. vermuteten, dass die affine
Lipid II-Bindung die Positionierung des Telavancins in der Membran vermittelt [183].
Das Lipid II scheint aber nicht in den biophysikalischen Mechanismus der Stérung der
Membranordnung einbezogen zu sein [232]. Die Interpretation der biosensorischen
Daten belegt, dass durch die hydrophobe Aminodecyl-Seitenkette Telavancin auch in
Lipid II-freien Membranen in der Lage ist, mit den Phospholipiden in Interaktion zu

treten und so die funktionelle Integritit der Membran beeintrachtigt. Vermutlich
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wird durch die Insertion der lipophilen Seitenkette in die Membran eine positive
Membrankriimmung induziert [183]. Allerdings bildet Telavancin keine definierten
Poren, da die strukturellen Voraussetzungen hierfiir nicht erfiillt sind.

In Lipid II-haltigen Membranen dominiert die Bindung an die Zielstruktur und die
Einlagerung der Kette in die Membran findet aufgrund der starren Gertists nicht im
gleichen Ausmaf? statt, wie in reinen Membranen. Dennoch hat der Membrankontakt

unterstiitzende Auswirkung auf die Aktivitat des Glykopeptidantibiotikums.

q%c Vancomycin
Lipid Il <
ﬁm Telavancin
Targetbereich

Zellwand {

Membran —

intrazellular

Abbildung 54: Postulierter Wirkmechanismus des Telavancins anhand simulierter Membran-
interaktionen.

Eine grofde Rolle spielt auch die Anwesenheit von Phosphatidylglycerol in den Septen
wahrend der Zellteilung, das eine ladungsvermittelte Anziehung auf das protonierte
sekundadre Amin an der lipophilen Kette und den benachbarten Aminozucker austibt
und damit das Telavancin verstarkt in dieses Lipid II-reiche Areal fiihrt. Die positiven
Ladungen sind im Bereich der Seitenkette lokalisiert und forcieren damit die
Insertion.

Eine Abschwachung der Lipid II-Bindung des Telavancins in resistenten Keimen
konnte durch eine Verankerung in der Membran abgemildert werden, da der Kontakt

zur Zielstruktur weiterhin aufrecht erhalten ware. Aufderdem wiirden unspezifische
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Membraninteraktionen als weiterer Wirkmechanismus den antimikrobiellen Effekt
steigern.
Mit den Erkenntnissen der Biosensormessungen kann basierend auf den bisherigen

Ergebnissen folgender Mechanismus vorgeschlagen werden:

Tabelle 26: Wirkmechanismus des Telavancins.

Schritt Mechanismus

1 Targetvermittelte und ladungsassoziierte Annaherung des Telavancins an die Membran
2 Verankerung in der Membran durch die Seitenkette

3 Bindung an Lipid I und damit Blockade der Zellwandbiosynthese

4 Storung der Membranordnung

4.3. Friulimicin

Die bisher beschriebenen Untersuchungen bezogen sich auf die Wechselwirkung
kationischer Peptide mit Membranen zwecks Simulierung der antibiotischen Aktivitat
in grampositiven Bakterien. Allerdings sind auch anionische Peptide gegeniiber
grampositiven Keimen wirksam. Als Vertreter dieser Gruppe wurden in dieser
Dissertation beispielhaft Lipopeptide wie Friulimicin und Daptomycin herangezogen.
In mehreren Voruntersuchungen konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass
Lipopeptide fiir die Entfaltung ihrer vollen Wirkung Calcium-lonen bendétigen
[193,201]. Fir das Friulimicin wurde mit der Zellwandvorstufe C55P sogar eine
einzigartige Zielstruktur identifiziert [222]. Die Bindung des Friulimicins wurde
mittels QCM bereits untersucht. Dabei konnte ohne den Zusatz von Calcium keine
Kinetik bestimmt werden. Das Friulimicin-Calcium-Salz hatte an der C55P-haltigen
DOPC-Membran eine sechsfach hohere Affinitit als zu der reinen DOPC-Schicht. Bei
anndhernd gleichen Anlagerungsgeschwindigkeiten war die Dissoziation der
entscheidende Parameter, um die Rolle des Calciums fiir die Wechselwirkung des
Friulimicins mit dem C55P zu begriinden [223]. Friulimicin scheint die Membran-
ordnung nicht zu beeintrachtigen. Elektrochemische Untersuchungen haben keine
Hinweise auf Anderungen des Membranpotentials ergeben [222].

Ungeklart bleibt aber die Frage, welche Rolle das Calcium fiir den Wirkmechanismus
des Friulimicins tragt und inwieweit dies auf membranare Effekte zuriickzufiihren ist.
Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit exemplarisch die Notwendigkeit von Calcium
fir die Membranbindung des Friulimicins erstmals thermodynamisch aufgeklart

werden.
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4.3.1. AFM Aufnahmen des Friulimicins an Modellmembranen

In der Arbeitsgruppe von Prof. Udo Bakowsky (Universitat Marburg) wurden AFM-
Aufnahmen von der Wechselwirkung des Friulimicins mit DOPC-Modellmembranen
durchgefiihrt. Der Einfluss des Calciums und des C55P auf die Bindung des

Friulimicins sollte auf diese Weise illustriert werden.

Abbildung 55: AFM Aufnahmen einer DOPC-Membran (A), sowie einer DOPC+C55P-Membran
(B).

Die Abbildungen zeigen eine sehr homogen aufgebaute DOPC-Membran. Durch den
Einbau von 0.1 mol% C55P sind auf den Aufnahmen Cluster in dem Lipidfilm zu
sehen, die auf eine ringférmige Anordnung der C55P-Molekiile in der Membran
schlieflen lassen. Damit ist gewdhrleistet, dass die Zellwandvorstufe C55P zu
Anderungen an der Oberflichenstruktur des DOPC fiihrt.

Nachfolgend wurde Friulimicin zu den Filmen gegeben, um zu iberpriifen, ob

sichtbare Veranderungen an der Oberflachengestalt eingetreten sind.
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Abbildung 56: Friulimicin-Aggregate auf einer DOPC (A) und DOPC+C55P (B) Schicht.

Die Zugabe von Friulimicin (Abb. 56A) oder dem Friulimicin-Calcium (hier nicht
dargestellt) ldsst an der DOPC-Membran grofde Aggregate erkennen. Diese sind
offensichtlich nur lose an der Oberfliache assoziiert, mit Unterschieden in ihrer Form
und Grofde. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese Strukturen aus einer
Vielzahl von Friulimicin-Molektlen bestehen, die moglicherweise tber inter-
molekulare Anziehungskrafte zwischen der positiv geladenen AS Dab an Position 9
mit den anionischen AS Asp an Positionen 4, 5 und 7 ausgebildet werden. Es steht
allerdings fest, dass Calcium-lonen keinen Einfluss auf die Aggregatbildung haben, da
auch identische Aggregate mit Friulimicin-Ca detektierbar waren (nicht gezeigt).
Betrachtet man die DOPC-C55P-Membran, so sind nach Addition des Friulimicins die
Aggregate noch vorhanden aber deutlich in ihrer Anzahl und Gréfde reduziert. Die
Clusterstruktur aus Abb. 56B ist auch in dieser Aufnahme sehr gut sichtbar. Die
Friulimicinmolekiile binden an das C55P und zeigen keine Neigung zur Ausbildung
grofier Aggregate an der Membran, wenn die Zielstruktur sich in der Membran
befindet. Durch das C55P ist eine Interaktion der Friulimicin-Molekiile untereinander

herabgesetzt.



Ergebnisse und Diskussion

117

Abbildung 57: Detaillierte AFM Aufnahmen einer DOPC+C55P (A) Schicht. Nach Zugabe von

Friulimicin (B) und Friulimicin mit Calcium (C).

Betrachtet man die C55P-Schicht in einer hoheren Auflésung (Abb. 57A), so ist die

Clusterstruktur deutlich zu erkennen. Nach Bindung des Friulimicins an C55P

(Abb. 57B) lassen sich Erhebungen an den Clustern des Films feststellen. Ist gleich-

zeitig Friulimicin und Calcium an der C55P-Schicht zugegen (Abb. 57C), so wird die

gesamte Schicht zunehmend flacher und dichter an der Oberflache gepackt, was fiir

eine verstirkte und geordnete Friulimicinbindung sprechen wiirde.

Konstellation hatten die QCM-Messungen die hochste Affinitat zugewiesen.
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Abbildung 58: Sektionsanalyse der DOPC+C55P-Schicht nach Zugabe von Friu-Ca.

Dieser
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Die Auswertung einer detaillierten Sektionsanalyse (Abb.58) der Friulimicin-Ca-
C55P-Bindung legt den Schluss nahe, dass Hohenunterschiede im Lipidfilm von ca.
1 nm in diesen Schichten vorherrschen und damit die Hypothese einer dicht-
angeordneten Friulimicin-Bindung untermauern. Die Membranstruktur bleibt aber

insgesamt in allen untersuchten Filmen ohne Zerstérung intakt [222].

4.3.2. Messungen der Membranaffinitit mittels ITC

Die kalorimetrischen Experimente zur Untersuchung des Friulimicins sahen mehrere
Messansitze vor, die Aufschluss uber die Rolle des Calciums und des C55P im
Einzelnen und in simultaner Weise bringen sollten. Da auch die AFM-Aufnahmen
keine genaue Aussage iiber die Form der Membranwechselwirkung erbringen
konnten, wurden ITC-Messungen fiir das Friulimicin an DOPC * C55P * Ca-

Modellmembranen durchgefiihrt, die in Abb. 59 dargestellt sind:
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Abbildung 59: ITC-Verldufe fiir Bindungsexperimente von Friulimicin an (A) DOPC-, (B)
DOPC+Ca-, (C) DOPC+C55P- und (D) DOPC+C55P+Ca-Modellmembranen.
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Die ITC-Messungen des Friulimicins mit DOPC-Membranen (Abb. 59A) zeigen sehr
geringe exotherme Enthalpiednderungen (-799 cal/mol). Die Kurvenform lasst auf
eine sehr schwache Oberflaichenwechselwirkung schliefien. Friulimicin hat ein
polares Grundgeriist mit einer zweifach negativen Nettoladung. Wird die gleiche
Messung unter Calcium-Zusatz (Abb.59B) durchgefiihrt, so nimmt die Warme-
danderung geringfligig kleinere Werte an (-668 cal/mol). Auf den ersten Blick wird die
Bindung also noch schwacher, obwohl die Ladung durch das Calcium ausgeglichen
wurde und die Friulimicin-Struktur damit einen amphipathischen Charakter erhalt.
Allerdings gibt es folgende Besonderheit zu beachten: Die ITC-Kurve verschiebt sich
leicht in den endothermen Bereich. Das Calcium fiihrt zu einer Reaktion, die Energie
benotigt. Moglich wiare eine calciumvermittelte Dimerenbildung, die als Wirkform in
Analogie zum dhnlich aufgebauten Tsushimycin-Dimer angenommen wird [221]. Bei
Einbau der Friulimicin-Zielstruktur C55P (Abb.59C) sinkt die Enthalpie weiter
(-190 cal/mol). Die Titration ist von ihrer Intensitit mit den vorigen Messungen
vergleichbar. Auch ist eine endotherme Verschiebung vorhanden, die deutlicher
ausfallt als in der Friulimicin-Ca-DOPC-Messung. Der Einbau der Zielstruktur hat
damit wahrscheinlich einen sekundaren Effekt auf die Bindung des Friulimicins an
die Membran. Bei der gleichzeitigen Anwesenheit von Friulimicin, C55P und Calcium
(Abb. 59D) ist erstaunlicherweise eine rein endotherme Reaktion zu verzeichnen
(+892 cal/mol), die fiir eine Peptid-Lipid-Wechselwirkung sehr ungewohnlich ist. Als
Erklarung koénnte man den energetischen Aufwand einer konformationellen
Anderung des Friulimicins annehmen, die durch das Calcium verursacht wird und
durch Bindung des C55P zusatzlich verstarkt wird.

Duch Verschiebungen im Wellenldngenbereich des Friulimicins nach Calciumzugabe
lieferten CD-Spektren einen eindeutigen Beweis fiir Konformationsanderungen des
Lipopeptids in Anwesenheit des Calciums, die einen stabilisierenden Effekt auf die
Gesamtstruktur haben [223].

Fasst man die gesamte Warmednderung in einer kumulierten Form zusammen, so
stellt man fest, welche energetischen Einfliisse das Calcium und das C55P jeweils auf

die Warmereaktion zwischen Friulimicin und der Membran aufweisen:
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Abbildung 60: Kumulierte Warmen fiir die Friulimicinbindung bei DOPC * C55P * Calcium.

Durch den Calciumzusatz ist die Membraninteraktion des Friulimicins kaum
verandert worden. Eine leichte endotherme Verschiebung ist registrierbar. Der
Verlauf der Warmeanderung ist tendenziell gleich geblieben und ist damit in vollem
Einklang mit den AFM-Aufnahmen, die fiir das Friulimicin und das Friulimicin-Ca
Aggregate an der Filmschicht abbilden. Das C55P fiihrt ab der 20. Injektion zu einem
deutlichen endothermen Shift der Warmereaktion. Damit steht fest, dass C55P
energetische Effekte auf die Membranwechselwirkung des Friulimicins ausiibt. Es
tritt eine Konkurrenzreaktion zwischen der Eigenassoziation der Friulimicin-
Molekiile unter sich und einer Interaktion des Friulimicins mit C55P ein. Dies kénnte
der Grund fiir die zuriickgedrangte Aggregatbildung sein. Sind alle Voraussetzungen
fir eine erfolgreiche Bindung des Friulimicin-Calciums an seine Zielstruktur C55P
erfiillt, so ist der gesamte Verlauf der thermischen Reaktion im endothermen Bereich.
Friulimicin gelangt ladungsunterstiitzt ndher an die Membranoberfliche und
komplexiert das C55P. Der enorme Energieaufwand, der kalorimetrisch detektiert
wurde, konnte durch starke Anziehungskrafte des Friulimicins zum C55P resultieren.
Da Friulimicin nicht in die Membran eintaucht und mit hoher Affinitit C55P bindet,
ist die elektrostatische Anziehung an der Membranoberflache deutlich verstarkt.

Eine Tendenz fiir die Insertion der hydrophoben Seitenkette konnte in keiner
Biosensormessung erbracht werden. Zumindest die ITC-Messungen hatten deutliche
exotherme Signale ergeben miissen. Eine aktive Funktion der lipophilen Kette fiir die

Bindung an die Membran kann damit ausgeschlossen werden. Somit wird deutlich,
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dass moglicherweise mehrere Effekte, wie z.B. die schwache Membran-
wechselwirkung, eine ladungsinduzierte Aggregation und Dimerenbildung, sowie
konformationelle Anderungen abhingig von Faktoren wie Calcium und C55P
auftreten.

Mit Hilfe der thermoanalytischen ITC konnen also nicht nur starke Membran-
wechselwirkungen identifiziert, sondern auch Formen von Interaktionen aufgedeckt
werden, die energetische Verdnderungen mit sich ziehen und ein umfassendes Bild

uber mechanistische Prozesse zeichnen kénnen.
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Abbildung 61: Postulierte Effekte zum Wirkmechanismus des Friulimicins.

In diesem Fall konnte der Nachweis fiir Konformationsdnderungen erbracht werden,
die Energie flir die Umsetzung bendtigen. Diese werden nur registriert, wenn
Friulimicin, Calcium und die Zielstruktur C55P vorhanden sind. Durch Ausschluss-
versuche konnte dies demonstriert werden. Ein Einfluss auf das Membranpotential
konnte ausgeschlossen werden.

Damit kann der molekulare Wirkmechanismus des Friulimicins an DOPC+C55P-

Membranen folgendermafien postuliert werden:
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Tabelle 27: Wirkmechanismus des Friulimicins.

Schritt Mechanismus

1 Friulimicin-Aggregate werden durch Calcium in eine aktive Dimerform iiberfiihrt

2 Das Friulimicin-Ca-Salz gelangt ladungsinduziert an die negativ geladene Zellwand-
vorstufe C55P in der Membran
Es findet eine Komplexierung des C55P statt

4 Blockade der Zellwand- und Lipoteichonsauresynthese

5 Weitere unspezifische Membraninteraktionen treten nicht auf

4.4. Daptomycin

Daptomyrcin ist ein weiteres anionisches Lipopeptid, dessen Wirkmechanismus noch
nicht vollstandig aufgeklart wurde. In Diskussion stehen mehrere Modelle, die als
gemeinsame Kernaussage eine Calcium-Abhdngigkeit der Wirkung, sowie eine
Interaktion mit der bakteriellen Membran zum Inhalt haben.

Nach dem aktuellen Wissensstand ist es nicht gelungen eine Zielstruktur des
Daptomycins in der Bakterienmembran zu evaluieren. Es erscheint daher nicht
abwegig anzunehmen, dass auch in diesem Fall unspezifische Membraneffekte zur
Wirksamkeit beitragen.

In dieser Arbeit sollen daher die angesprochenen Membraninteraktionen unter

Calcium-Einfluss untersucht werden.

4.4.1. Messungen der Bindungskinetik mittels QCM

Die Kinetikmessungen an reinen DOPC-Membranen lieferten auch mit Calciumzusatz
keine auswertbaren Daten. Daher wurde in diesem Fall die Modellmembran
modifiziert, indem 10 mol% DOPG in die DOPC-Matrix aufgenommen wurden. Zur
routinemafigen Kontrolle wurde auch Lipid Il in einem Verhaltnis von 0.1 mol% zum

Gesamtlipidgehalt eingebaut.

Tabelle 28: QCM-Bindungskinetik fiir Daptomycin an DOPC/PG # Lipid Il Membranen.

Peptid Membran Assoziation Dissoziation Bindungskonstante
[Lxmol-1xs1] [s1] [molxL-1]

Daptomycin DOPC/PG 2433 + 517 9.35x104* + 2.62x10*  3.82x107 + 0.26x107

Daptomycin DOPC/PG+L II 1970 + 806 2.01x103+1.14x103  1.44x10°+ 1.32x10¢

Daptomycin hat eine doppelt verlangsamte Dissoziation von der DOPC/PG-Membran

gegentiiber der Lipid II-haltigen Membran. Der Einbau von Lipid II in die Membran
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verringert somit bei anndhernd gleicher Assoziation die Gesamtbindung um den
Faktor 3.7. Durch das Lipid II-Molekiil wird die Lateraldiffusion der Modellmembran
verringert [21]. Diese Eigenschaft wird als Kriterium einer zunehmenden
Membranrigiditit angesehen. Es kann angenommen werden, dass dadurch die
Bindung des Daptomycins deutlicht abgeschwacht wird, was sich in diesem Modell in
einer verringerten Affinitdt niederschlagt. Insgesamt hat Daptomycin also eine hohe
Affinitdat zu PG-reichen Membranen, die sich z.B. in den Septen grampositiver

Bakterien befinden.

4.4.2. Messungen der Bindungskinetik mittels SAW

In den bisherigen Studien zum Daptomycin wird aufgezeigt, dass eine
calciumvermittelte Multimerisierung eintritt. Unklar bleibt, ob in Membrannahe eine
zusdtzliche Konformationsverdnderung stattfindet. Ansatz der SAW-Messungen war
daher zundchst die Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit der Daptomycin-
Bindung. Als Membranmodell wurden DOPC-Liposomen mit einem Anteil von
10 mol% an negativem DOPG eingesetzt. Zusatzlich wurde eine Messung mit
inkorporiertem Lipid Il (0.1 mol%) verwendet, um einen Einfluss der Zellwand-

vorstufe auf die Bindung nochmals zu tiberpriifen.
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Abbildung 62: SAW-Messung von Daptomycin an DOPC+DOPG (A) und DOPC+DOPG+Lipid II (B).

In der SAW-Messung des Daptomycin an DOPC+DOPG (Abb. 62A) sind im gesamten
Konzentrationsbereich keine Anlagerungssignale zu verzeichnen. Trotz einer recht
hydrophoben Grundstruktur findet keine Bindung an die Modellmembran statt.

Auch der Einbau von LipidIl (Abb.62B) fiihrte zu keinem Signalanstieg.
Moglicherweise ist durch die negativ geladene PG-Schicht eine Abstofdung des
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anionischen Lipopeptids erfolgt, womit keine effektive Anndherung des Daptomycins

an die Membran und damit eine Wechselwirkung erfolgen kann.
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Abbildung 63: SAW-Messung des Daptomycin unter Calciumzusatz an DOPC+DOPG (links) und
DOPC+DOPG+Lipid II.

Wird die SAW-Messkammer allerdings vor Peptidzugabe mit einer 1.25 mM
Calciumchlorid-Losung umgepuffert, so ist ein deutlicher Peak zu sehen (8.24°), der
allerdings erst bei einer Daptomycin-Konzentration von 10-¢ M auftritt (Abb. 63A).
Dies konnte ein Hinweis sein, dass nicht die monomeren Molekiile mit der Membran
in Wechselwirkung treten, sondern eine calciumvermittelte Multimerisierung des
Daptomyecins fiir eine erfolgreiche Membranbindung erforderlich ist.

Da auch in der Messung der Bindung an die Lipid II-haltige Membran mit Ca-Puffer
erst bei der 10-¢ M Konzentration (Abb. 63B) ein analoges Signal (8.04°) detektierbar
ist, deutet dies auch auf die Unabhéangigkeit der Bindung von Lipid II hin.

Ab einer Grenzkonzentration schlieflen sich moéglicherweise mehrere Daptomycin-
Molekiile unter Calciumeinfluss zusammen und fiihren zu einer starken Bindung an
die Membran. Durch das Calcium wird die negative Ladung des Daptomycins
kompensiert und die Gesamtstruktur wird dadurch hydrophober. Da die QCM-
Messungen bei einer fixen Peptidkonzentration von 1.5 pM erfolgen miissen, zeigten
die Daten in Tab. 28 faktisch das zusammengefasste Bindungsverhalten, welches in
der SAW-Messung von 10-13 M bis 10-¢ M differenziert werden kann. Die SAW belegt
die Notwendigkeit von Calcium fiir die Bindung des Daptomycins an Membranen und
stellt damit auch einen Zusammenhang zu den verbesserten in vivo Daten bei
Calcium-Anwesenheit her. Aus dem Verlauf der SAW-Kurve konnte man vermuten,
dass Daptomycin bis zu einer bestimmten Konzentration in Form von Mizellen
angeordnet vorliegt, bei der die lipophilen Seitenketten nach innen ragen. Der

plotzlich auftretende Peak konnte durch die Umkehr eines Teils der Mizellen in
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Membrannahe verursacht sein, bei der die Seitenketten in Wechselwirkung mit der
Membran treten. Andernfalls konnte das Signal auch durch die konzentrations-
bedingte Dissoziation von Daptomycin-Molekiilen aus der Mizelle an die Membran

erfolgt sein.

4.4.3. Messungen der Membranaffinitat mittels ITC

Um weitere Aufschliisse tiber die genaue Rolle der Membran an der
Daptomycinwirkung zu erhalten, wurden erstmals ITC-Messungen zur Membran-
interaktion des Daptomycins angesetzt. In diesem Fall stand die direkte Wechsel-
wirkung zwischen Lipid und Peptid ohne Ladungseinfluss im Mittelpunkt. Daher
wurden keine negativ geladenen Phospholipide beriicksichtigt. Die Auswertung der

ITC-Kurven ergab folgende Messwerte:

Tabelle 29: ITC-Ergebnisse fiir Daptomycin an DOPC * Ca.

Peptid Membran Enthalpie Entropie Bindungskonstante
[calxmol-1] [calxmol-1xK-1] [molxL-1]

Daptomycin DOPC -3714 £ 112 2.792 +0.93 4.60x10* + 0.30x104

Daptomycin DOPC+Ca -9002 + 109 -10.38 £ 2.41 4.66x10> £ 0.19x10->

Die Enthalpie ist unter Calciumeinfluss mehr als doppelt so hoch (-9002 cal/mol) als
in der reinen DOPC-Membran (-3714 cal/mol). Die Membranbindung ist dadurch
deutlich verstiarkt. Die Bindungskonstanten beschreiben aufgrund der fehlenden
Ladungsinduktion eine moderate Kinetik. Die Affinitit zur Membran wird durch
Calcium um den Faktor zehn gesteigert und liegt bei 4.66x10-> mol/L. Interessant in
diesem Zusammenhang ist die Entropie, die sich in der DOPC+Ca-Messung
(-10.38 cal/molxK) dramatisch verdndert hat. Die Umkehr des Vorzeichens macht
deutlich, dass durch den Calciumzusatz eine eindeutige, raumliche Veranderung an
der Lipid-Peptid Grenzflache eingetreten sein muss. Die Ursache fiir dieses Phanémen
konnte in der Multimerisierung des Daptomycins und der damit verbunden

Konformationsanderung liegen.
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Abbildung 64: ITC-Messung des Daptomycins an DOPC-Vesikeln (A) und DOPC+Calcium-
Vesikeln (B).

Die DOPC-Messung des Daptomycins in Abb. 64A zeigt exotherme Peaks, die auf
Membraninteraktionen hinweisen. In Anwesenheit des Calciums sind die Signale
deutlich verstarkt (Abb. 64B). Der hyperbelférmige Kurvenverlauf lasst auf eine
sattigbare Bindung an der Oberfliche der Membran schliefien, die im Fall der
Calciumprasenz deutlich langsamer ablauft. An der thermischen Interaktion sind
neben der lipophilen Seitenkette moglicherweise auch die hydrophoben

Aminosauren des Daptomycins beteiligt.
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Abbildung 65: Kumulative Warmen der ITC-Messungen von Daptomycin an DOPC * Ca.

Durch Auftragung der kumulierten Wirmen wird der Calciumeffekt fiir die
Daptomycin-Membranbindung sehr deutlich.
Die Wechselwirkung des Daptomycins wird durch Calcium in der Intensitat deutlich

gesteigert. Neben der Verringerung des Ladungseffektes und einer erhohten
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Lipophilie, sind konformationelle Anderungen infolge von Multimerisierungen fiir

eine verstairke Membranbindung férderlich.

4.4.4. Auswertung Daptomycin

Die Zielstruktur des Daptomycins wurde bisher nicht aufgeklart, auch wenn es hierzu
interessante Thesen gibt, die eine Beteiligung des YycG an der Wirkung vermuten
[210]. In dieser Arbeit wurden die Calciumabhéngigkeit und die Membranaffinitait
untersucht. Durch das Calcium kommt es offensichtlich zu einer Multimerisierung
mehrerer Daptomycin-Molekiile. Durch den amphoteren Aufbau des Daptomycins ist
eine Anordnung in Form von Mizellen begiinstigt, bei der die Seitenketten zunachst
ins Innere eingeschlossen waren [207,233]. Zusatzlich tberbriickt Calcium die
negative Nettoladung der Daptomycin-Multimere und erméglicht so eine Anlagerung
an negativ geladene Membranbereiche. Ab einer bestimmten Grenzkonzentration
konnten einige Daptomycin-Molekiile aus der Mizelle dissoziieren und an die
Membran binden. Eine andere Variante ware die partielle Umkehr der Mizellen in
Membrannahe, welche mit einer deutlich erh6hten Hydrophobie einhergehen wiirde.
Damit waren die polaren Bereiche verstarkt durch Calcium im Inneren der Mizellen
und die lipophilen Seitenketten wiirden den Aufdenbereich bilden. Es steht fest, daf3
Daptomycin unspezifische Interaktionen mit Membranen bildet, die durch Calcium in
ihrem Ausmaf} gesteigert werden. Die Funktionalitat der bakteriellen Membran wird
somit ohne aktive Eingriffe in die Synthese der Zellwand gestért. Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen belegen morphologische Veranderungen, ohne dass die

Membran zerstort wird [234].
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Abbildung 66: Postulierter Wirkmechanismus des Daptomycins.

Flir das Daptomycin wird anhand der ausgewerteten Biosensordaten folgender

Wirkmechanismus vorgeschlagen:

Tabelle 30: Wirkmechanismus des Daptomycins.

Schritt Mechanismus

1 Calcium lagert sich in die Bindungstasche des Daptomycin-Molekiils ein
2 Es entstehen Multimere, die mizellartig angeordnet sind
3 Die Calcium-assoziierten Multimere ndhern sich ladungsunterstiitzt der bakteriellen
Membran
4a Aus den Mizellen dissoziieren Daptomycin-Molekiile an die Membran
4b Die Mizellen kehren sich um und die lipophilen Seitenketten ragen damit nach aufden
5 Daptomycin bindet dank der hydrophoben Seitenkette an die Membran. Durch Calcium

wird die Bindung verstarkt

6 Die bakterielle Membran wird in Ihrer Funktion beeintrachtigt

Betrachtet man Daptomycin im Vergleich zum Friulimicin, so sind die geladenen
Aminosdauren im Daptomycin anders verteilt. Wahrend die negativen Ladungen im
Friulimicin sehr konzentriert an den Positionen 4, 5 und 7 vorliegen, so sind diese bei
Daptomycin an den AS 3, 7, 9 und 12. Damit tragt Daptomycin eine zusaitzliche
negative Nettoladung. Beide Lipopeptide besitzen die Calcium-Bindungsstellte mit

der Sequenz ,Asp-[ ]-Asp-Gly*“. Der Effekt des Calciums auf die Lipopeptide ist aber
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dennoch unterschiedlich. Damit zeigt sich, dass trotz dhnlichem Aufbau, geringe
strukturelle Unterschiede einen groféen Einfluss auf die molekularen Eigenschaften

der Peptide haben.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wird eindrucksvoll das Potential der
biosensorischen Messmethoden bei der Untersuchung der Wechselwirkung von
Peptidantibiotika an Modellmembranen zur Simulation der Bakterienmembranen
demonstriert. Die erstmals in dieser Arbeit vorgestellte Kombination der
massesensitiven Biosensoren (QCM und SAW) mit der ITC liefert wertvolle Einblicke
in die molekularen Wirkmechanismen der Peptidantibiotika und erweitert das
Verstandnis fiir die Ablaufe an der Lipid-Peptid-Grenzflache.
Die bewdhrte QCM hat erneut ihre Wichtigkeit in der Ermittlung Kkinetischer
Bindungsparameter bestétigt. Mit der SAW ist ein weiterer massesensitiver Biosensor
etabliert worden, der in Abhangigkeit der eingesetzten Antibiotikakonzentrationen
qualitativ unterschiedliche Formen der Membranwechselwirkung detektieren kann.
Die thermodynamische ITC hat auf dem Gebiet der Warmedetektion von
Membranwechselwirkungen bedeutende Informationen geliefert.
Im Rahmen der Erfassung der antimikrobiellen Aktivitit der untersuchten
Antibiotika musste fiir die Simulierung der bakteriellen Membran hinsichtlich der
gewahlten Modellmembranen ein Kompromiss eingegangen werden, um einerseits
ein moglichst einfaches und realistisches Modell der grampositiven Bakterien-
membran zu erhalten und um andererseits die molekularen Mechanismen geniigend
beschreiben zu kénnen.
Der zentralen Fragestellung der vorliegenden Dissertation, inwieweit unspezifische
Interaktionen von Peptidantibiotika mit simulierten grampositiven Bakterien-
membranen quantifizierbar sind und einen Einfluss auf die biologische Wirksamkeit
ausiiben, konnten neue Aspekte hinzugefligt werden. Bei der Interaktion mit
Membranen spielen demnach folgende strukturelle Faktoren eine entscheidende
Rolle:

* Die Ladung und die Ladungsverteilung im Molekiil bestimmen, ob ein Peptid in

Kontakt mit einer Membran treten kann.
* Hydrophobe Bereiche in der Antibiotikastruktur verstirken die
Membraninteraktion.
» Konformationelle Anderungen fiihren zu einer flexibleren Anpassung des

Peptids an die Gegebenheiten der Membranarchitektur.
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» Mit einer Dimerisierung bzw. Multimerisierung geht meist auch eine
Konformationsanderung einher, und diese kann eine Voraussetzung fiir eine

Wechselwirkung darstellen.

Im Folgenden werden die erhaltenen Messergebnisse und individuellen
Interpretationen fiir jedes, im Rahmen dieser Dissertation, untersuchte Peptid-
antibiotikum zusammengefasst:

* Gallidermin
Es konnte der Beweis erbracht werden, dass Gallidermin definitiv Lipid Il bindet und
sich gleichzeitig in die Membran einlagert. Die Problematik vorangegangener
Biosensorstudien, in denen die Lipid II-Bindung tiberlagert wurde, konnte damit
gelost werden. Gallidermin verfiigt demnach iiber einen zusatzlichen unspezifischen
Mechanismus, der in vivo fiir die verbesserte Wirksamkeit verantwortlich sein
konnte.

= Vancomycin
Flr das Vancomycin konnte eindeutig die Lipid II-Abhdngigkeit der Bindung simuliert
werden. Eine Interferenz mit der Membran konnte mit unseren Techniken
ausgeschlossen werden. Es ist anzunehmen, dass durch die fehlende Membran-
interaktion die auftretenden Wirkunterschiede zwischen Gallidermin und
Vancomycin zu erklaren sind.

* Telavancin
Im Gegensatz zum Vancomycin zeigte das modifizierte Glykopeptid Telavancin,
bedingt durch eine Aminodecyl-Seitenkette, neben der Bindung an Lipid Il auch
hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran, die offensichtlich entscheidend fiir
die erhohte antimikrobiellen Aktivitat im Vergleich zum Vancomycin sind.

* Friulimicin
Die Calciumabhangigkeit der Bindung des Lipopeptids Friulimicins an C55P wurde
bestatigt. Die Beteiligung weiterer Membraninteraktionen an der Wirkung konnte
aufgrund der ITC-Daten ausgeschlossen werden. Die konformationelle Dimerbildung
des Friulimicins in Anwesenheit von Calcium-lonen erscheint als die energetische
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Bindung an die Zielstruktur C55P.

= Daptomycin
Das Lipopeptid bildet calciumunterstiitzt Multimere und lagert sich ladungsinduziert

an die Membran an. Auch ohne eine spezielle Zielstruktur zu besitzen, kann
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Daptomycin eine starke Wechselwirkung mit der Membran eingehen. Auch wenn auf
dem Gebiet des Daptomycins noch weitreichende Informationen fehlen, kann man
postulieren, dass die hier gezeigte calciumabhdngige Membraninteraktion einen
wichtigen Bestandteil der antimikrobiellen Wirkung darstellt.

Es kann resimiert werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten Modellmembran-
systeme in Kombination mit unterschiedlichen analytischen Techniken wertvolle
Beitrage fiir die Aufklarung der antibiotischen Wirkmechanismen leisten kdnnen. Die
Aussagekraft der biosensorischen Daten sind modellspezifischer Natur, kénnen
jedoch durch die Kombination mit den klassischen mikrobiologischen Assays neue

Wege der antimikrobiellen Forschung beschritten werden.
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