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1 Einleitung

Nach Angaben aus dem Jahr 2004 ist die Sepsis die dritthaufigste Todesursache in
Deutschland. Mehr als 59.000 Menschen erliegen jahrlich den Folgen einer Infektion durch
auBer Kontrolle geratene Bakterien oder andere Mikroorganismen. Weltweit sind Infekti-
onskrankheiten nach Aussagen der Weltgesundheitsorganisation WHO die hdufigste To-
desursache. Dass Mikroorganismen, darunter vor allem Bakterien, sich derartig unkontrol-
liert vermehren kdnnen, hat seine Ursachen auch in der steigenden Resistenzentwicklung
gegen antimikrobielle Substanzen. Seit Mitte der achtziger Jahre ist in Deutschland eine
Zunahme der Resistenz zu verzeichnen. Mittlerweile existieren resistente Bakterienstamme
gegen fast alle gangigen Antibiotika. Problematisch ist dabei zum einen das Auftreten mul-
tiresistenter Keime, wie methicillinresistente Stamme von Staphylococcus aureus. Im Jahr
2004 lag die Resistenzrate von S. gureus-Stdmmen in Deutschland und im mitteleuropai-
schen Raum bei 22,6%. Ein zweites Problem liegt darin, dass die Resistenz gegeniiber
Reserveantibiotika wie Vancomycin stetig steigt. Da sich die Entwicklung und Ausbreitung
bakterieller Resistenzen fortsetzen wird, ist es dringend notwendig, neue Antibiotika zu
entwickeln.

Zur Entwicklung neuer Antibiotika gibt es verschiedene Mdéglichkeiten. Zum einen kénnen
bestehende Arzneistoffe weiterentwickelt werden. Darliber hinaus kénnen neue Substan-
zen entwickelt werden, die an bereits bekannten bakteriellen Zielstrukturen angreifen kén-
nen. Eine letzte Moglichkeit ist die Suche nach neuen Zielstrukturen und die Entwicklung
von daran angreifenden Antibiotika.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Substanzklasse der Lantibiotika. Dabei handelt
es sich um antimikrobiell wirkende Substanzen, die in die Synthese der bakteriellen Zell-
wand als bereits bekannter und oft genutzter Zielstruktur eingreifen. Die antimikrobielle
Aktivitat umfasst verschiedene Mechanismen. Eine genaue Kenntnis dieser Mechanismen
ist die Grundlage flir die mégliche Entwicklung neuartiger antimikrobieller Substanzen, die
auf dem Wirkprinzip der Lantibiotika beruhen. Die vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag
zur Aufkldrung der Wirkmechanismen von Lantibiotika. Im Wesentlichen kommen dabei
zwei Biosensortechniken zum Einsatz. Einzelne Schritte im Wirkprozess der Lantibiotika
werden detailliert mit Hilfe der Quarzmikrowaage und der Zyklischen Voltammetrie unter
/in vitro-Bedingungen simuliert. Dabei werden Unterschiede zwischen den einzelnen Vertre-
tern der Lantibiotika sowie die Abhangigkeit der Wirkintensitat von den Gegebenheiten des
Wirkorts herausgearbeitet. Es wird gezeigt, dass die beiden Biosensortechniken sich hin-

sichtlich der Untersuchung der Wirkmechanismen der Lantibiotika ideal erganzen.
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2 Theoretischer Teil
2.1 Die Synthese bakterieller Zellwand und therapeutische Angriffspunkte

Die bakterielle Zellwand hat mehrere Funktionen zu erflllen. Neben der duBeren Formge-
bung des Mikroorganismus und der Kommunikation mit der Umgebung schitzt sich das
Bakterium auBerdem vor Noxen sowie der osmotischen Druckdifferenz zwischen dem In-
nenraum und der duBeren Umgebung. Kernelement der bakteriellen Zellwand ist das Pep-
tidoglykan, ein dreidimensionales Netzwerk aus Polysacchariden und quervernetzten Pep-
tidketten. Wahrend das Peptidoglykan grampositiver Bakterien aus bis zu 40 Schichten mit
einer Gesamtdicke von 15 - 80 nm besteht, sind es bei gramnegativen Bakterien nur weni-
ge Schichten mit einer Dicke von 2 nm [1]. Bei der Suche nach antibakteriellen Wirkstoffen
ist die Zellwand als Angriffspunkt hervorragend geeignet, da sie eine unter den Lebewesen
einzigartige Komponente darstellt, die fiir das Uberleben der Bakterien essentiell ist.
Abbildung 1 zeigt den prinzipiellen Ablauf der Synthese des dreidimensionalen Peptidogly-
kans. Die Synthese umfasst mit dem Zytosol, der bakteriellen Membran und der Zellwand
drei Zellkompartimente. Zunachst wird in einem im Zytosol lokalisierten sechsstufigen Pro-
zess N-Acetylmuraminsdure (MurNAc, Abb. 2A) gebildet und mit einer Pentapeptidkette
verkniipft. Die Peptidkette hat bei grampositiven Bakterien die Sequenz L-Ala-D-Glu-L-Lys-
D-Ala-D-Ala (Abb. 2C). Bei gramnegativen Bakterien ist das L-Lysin durch meso-
Dipimelinsaure (mDAP, Abb. 2D) ersetzt [2].

H
)] 2
H.0 o 0 CH,
A) z Hy H H
. N N
H,N N N coo
o o CH,

COOH

H HOOG,
HCH, NH

| |
COOH o 0 D)
i i
H,N COO-
Abbildung 2: Die Strukturen der Bestandteile der bakteriellen Zellwand. A) N-Acetylmuraminsdure. B)

N-Acetylglucosamin. C) Pentapeptidkette aus L-Ala-D-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala in grampositiven Bakterien. D) In

gramnegativen Bakterien ist L-Lys durch mDAP ersetzt.
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Abbildung 1: Die bakterielle Zellwandsynthese und mégliche Angriffspunkte (ohne Lipid II), modifiziert nach
[2, 3]. Ausgangspunkt ist eine im Zytosol ablaufende mehrstufige Synthese des N-Acetylmuraminsaure-Penta-
peptids (MurNAc-Pentapeptid). Dieses wird an der dem Zytosol zugewandten Seite der bakteriellen Membran
auf dort verankertes Bactoprenylphosphat (ibertragen, es entsteht Lipid I. Die Zellwandvorstufe Lipid II (rot
umrandet) wird durch Ubertragung von N-Acetylglucosamin (GIcNAc) vervollstindigt und iber einen bisher
unbekannten Mechanismus zur AuBenseite der Membran transportiert. Dort kommt es unter Mitwirkung der
Transglycosylase zur Polymerisierung der GIcNAc-MurNAc-Pentapetid-Monomere. AbschlieBend werden die
Peptidketten untereinander direkt oder (iber eine Pentaglycineinheit verkniipft und das dreidimensionale Netz-
werk der bakteriellen Zellwand vervollstéandigt. In der Abbildung sind mdégliche Angriffspunkte einzelner Syn-
theseschritte und bisher entwickelte Hemmstoffe rot dargestellt. Kommerziell eingesetzte Hemmstoffe sind
farblich stérker hervorgehoben.
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Das entstandene MurNAc-Pentapeptid wird anschlieBend zur Membran transportiert, auf
dort verankertes Bactoprenylphosphat Uibertragen und bildet das sogenannte Lipid I. Nach
Ubertragung eines weiteren Zuckers, in diesem Fall N-Acetylglucosamin (GIcNAc, Abb. 2B),
bildet sich Lipid II, das als Transporter von Peptidoglykan-Monomeren einen essentiellen
Funktionstrager der Zellwandsynthese reprasentiert.

Uber bisher nicht bekannte Mechanismen wird das Lipid II zur AuBenseite der Membran
transportiert und die GIcNAc-MurNAc-Pentapeptideinheit in einer durch die Transglycosy-
lierungs-Einheit penicillinbindender Proteine (PBP) vermittelten Reaktion auf schon beste-
hende Peptidoglykanstrange (ibertragen. Das verbleibende Bactoprenylpyrophosphat wird
einfach dephosphoryliert und wieder durch die Membran zur zytosolischen Seite transpor-
tiert. Die am MurNAc angekniipften Peptidketten werden abschlieBend untereinander und
Transpeptidase-katalysiert sowie unter Abspaltung des endstandigen D-Alanins entweder
durch die direkte Ausbildung einer Peptidbindung zwischen zwei Aminosauren oder unter
Ausbildung einer zusatzlichen Pentaglycinkette verkntpft [3].

In Abbildung 1 sind mdgliche Angriffspunkte flir antibakterielle Substanzen innerhalb der
Zellwandsynthese rot markiert. Es besteht die Méglichkeit, die beteiligten Enzyme direkt zu
inaktivieren oder deren Funktion Uber die Komplexierung der jeweiligen Substrate zu inhi-
bieren. Fir fast alle an der MurNAc-Pentapeptid-Synthese beteiligten Enzyme existieren
Substanzen, die als enzymhemmend beschrieben werden, aber nur zum Teil auch anti-
mikrobielle Eigenschaften aufweisen. Bisher hat lediglich Fosfomycin aus Streptomyces-
Arten als MurA-Hemmer Eingang in die antibiotische Therapie gefunden [2].

Eine der prominentesten Targetstrukturen ist die Transpeptidase, deren verschiedene In-
hibitoren in der Antibiotika-Therapie weit verbreitet sind. Penicilline [4], Cephalosporine
[5], Carbapeneme und Monobactame [6] hemmen die Verknlipfung der Peptidketten un-
tereinander. Infolgedessen wird die Zellwand instabil und durchlassig fir intrazellulare
Substanzen.

Das aus Bacillus-Arten gewonnene zyklische Polypeptid Bacitracin hemmt den Riicktrans-
port des membranstandigen Bactoprenylphosphates durch Bindung an dessen Pyrophos-
phatgruppe [7].

Die vielleicht interessanteste Zielstruktur innerhalb der Zellwandsynthese stellt der GIcNAc-
MurNAc-Pentapeptidtransporter Lipid II dar (Abb. 3). Grampositive Bakterien besitzen im
Durchschnitt nur etwa 2 ¢ 10° Molekiile Lipid II je Zelle [8], was gering erscheint, betrach-
tet man den Umfang des Peptidoglykans und die Notwendigkeit, die Zellwand permanent
zu erneuern. Die Anzahl an Lipid II ist jedoch ausreichend, da es in seiner Funktion als
Transporter immer wieder zurlickgewonnen und erneut an die Membraninnenseite ge-

bracht wird. Umso effektiver ist es, die Verfiigbarkeit des Lipid II, beispielsweise durch
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dessen Blockade, zu minimieren. Das Bakterium ware nicht mehr in der Lage die Zellwand
auszubilden und kénnte nicht Uberleben. AuBerdem erscheint die Gefahr der Ausbildung
von Resistenzen durch Mutation am Lipid II relativ gering, da die Bakterienzelle so ihren

eigenen lebensnotwendigen Transporter verandern wiirde.

HO

Abbildung 3: Die Struktur des Lipid II. GIcNAc und MurNAc-Pentapeptid sind ber Pyrophosphat (PP) an
Bactoprenol gebunden und werden in dieser Form durch die Membran transportiert.

Glykopeptide sind kommerziell eingesetzte antimikrobielle Substanzen, die am Lipid II an-
greifen. Die als Antibiotika der letzten Reserve vor allem gegen multiresistente Stémme
eingesetzten Vertreter Vancomycin und Teicoplanin blockieren das Lipid II durch Bindung
der beiden endstdndigen Aminosauren (D-Ala-D-Ala) des MurNAc-Pentapeptids [9, 10].
Die steigende Resistenzentwicklung gegeniiber Vancomycin durch Austausch des
N-terminalen D-Ala gegen D-Lac oder D-Ser macht jedoch die Entwicklung neuer Glyko-
peptidantibiotika notwendig. Vielversprechende Ansdtze sind mit den Substanzen Dalba-
vancin, Telavancin und Oritavancin gegeben, die sich zum Teil in Phase III der klinischen
Priifung befinden [8]. Eine weitere neue Gruppe von Glykopeptiden stellen die aus Strep-
tomyces-Arten gewonnenen Mannopeptimycine dar, die wie die bisher vorgestellten Gly-
kopeptide die Transglykosylierung hemmen [11]. Das strukturell mit Lipopeptidantibiotika
verwandte Ramoplanin hemmt neben der Polymerisierung des Peptidoglykans auch die
Umwandlung von Lipid I zu Lipid IT [12]. Andere potenziell Lipid II bindende zyklische
Substanzen sind Katanosine aus Cytophagen und Plusbacine aus Pseudomonas, die beide
maoglicherweise (ber die Bindung an die Pyrophosphatgruppe wirken [8].

Eine weitere Substanzgruppe, die im Zusammenhang mit Lipid II genannt werden muss
und im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, sind die Lantibiotika. Fiir einige Vertreter der Lanti-
biotika wurde eine antimikrobielle Wirkung durch die Interaktion mit Lipid II nachgewie-
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sen. Aufgrund struktureller Gegebenheiten wird flir ca. zwei Drittel der Lantibiotika eine
solche Interaktion vermutet. Die Gruppe der Lantibiotika soll im Folgenden naher betrach-
tet werden.

2.2 Lantibiotika
2.2.1 Lantibiotika als antimikrobielle Peptide

Lantibiotika gehéren zur umfangreichen Gruppe der antimikrobiellen Peptide (AMP). AMPs
sind ein Teil des Immunsystems fast aller Lebewesen und werden oft kurz nach Kontakt
mit Pathogenen produziert. Bisher wurden ca. tausend AMPs aus Wirbeltieren, Wirbello-
sen, Pflanzen, Bakterien und Pilzen isoliert. Beispiele flir antimikrobielle Peptide sind Ce-
cropine der Fruchtfliege, Ponericidine der Ameise, Tachyplesine aus Krabben, sowie
a - und B - Defensine und Cathelicidine aus Wirbeltieren [13]. Fast allen dieser Substanzen
sind ihre GréBe (< 10 kDa), positive Nettoladung, Hydrophobie und ihr Wirkmechanismus
gemeinsam. Hauptangriffspunkt der meisten AMPs ist die Zellmembran der Zielorganis-
men. Ab einer bestimmten Konzentration kénnen alle Peptide Uber unspezifische Wirkme-
chanismen die Integritdt der Membran zerst6éren [14]. Dabei kommt es zundchst zur Depo-
larisierung der Membran, gefolgt von einer Permeabilisierung und der irreversiblen Schadi-
gung der Zelle [15]. Allerdings existieren zunehmende Vermutungen, dass die Interaktion
mit der Zellmembran nicht der einzige Wirkmechanismus der AMPs ist. Daneben kann es
auch zur Hemmung von Zellwand- und Nukleinsauresynthese sowie von Enzymaktivitaten
kommen [16]. Das daflir notwendige Penetrieren der Substanzen in die Zelle stellt dabei
aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der AMPs kein Problem dar. Von bakteriellen
Organismen ribosomal produzierte antimikrobielle Peptide werden als Bakteriozine be-
zeichnet. Viele Bakteriozine werden von Milchsdurebakterien produziert. Ihre urspriingliche
Einteilung erfolgte nach Klaenhammer in vier Klassen [17]. Klasse | umfasst kleine
(< 5kDa), membranaktive Peptide, die die ungewdhnlichen Aminosduren Lanthionin
(Lan), Methyllanthionin (MeLan), Didehydroalanin (Dha) und Didehydrobutyrin (Dhb) ent-
halten (= Lantibiotika). In Klasse 11 sind kleine (< 10 kDa), hitzestabile, nicht lanthionin-
haltige membranaktive Peptide zusammengefasst, die amphiphile Helices bilden und in
drei Untergruppen eingeteilt sind. Peptide, die gegen Listerien aktiv sind, bilden die Klasse
ITa (Pediocine [18]), Zweikomponentenpeptide die Klasse IIb (Lactococcin Gg, Leuco-
cin Hqs, Plantaricin JK und EF [19]) und schwefelaktivierte Peptide die Klasse IIc (Lacto-
coccin C, Plantaricin A [20]). Letztere bendétigen reduzierte Cysteinreste fiir ihre Aktivitat.
Die Klasse 111 bilden groBe (> 30 kDa) hitzelabile Proteine (Helveticin J, Enterolysin A
[18]) und die Klasse IV komplexe Bakteriozine, die zusatzliche Lipid- oder Kohlehydrat-
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komponenten aufweisen [21].

Eine aus dem Jahr 2005 stammende Neueinteilung der Bakteriozine fasst die Verbindun-
gen in nur noch zwei Gruppen zusammen [22]. Die jetzt aktuelle Einteilung beinhaltet
lanthioninhaltige und nicht lanthioninhaltige Bakteriozine (Klasse I und II). Die friihere
Klasse III bildet aufgrund ihrer lytischen Wirkung eine eigene Klasse, die Bakteriolysine.
Da bisher Nachweise flir die Existenz von Klasse IV Bakteriozinen fehlen, wurde diese

Gruppe ganz gestrichen.

2.2.2 Biosynthese der Lantibiotika

Lanthioninhaltige Antibiotika (kurz: Lantibiotika) wurden danach benannt, dass sie selte-
ne Aminosauren wie Lanthionin und Methyllanthionin enthalten, die durch posttranslatio-
nale Modifikationen gebildet werden. Die an der Biosynthese beteiligten Gene sind in
Genclustern organisiert und chromosomal (Subtilin, Mersacidin [23]) oder auf mobilen Ele-
menten wie Transposons (Nisin) oder Plasmiden (Epidermin, Lacticin 3147) lokalisiert [24,
25]. Allgemein werden die Gene mit /anX und die Proteine, fiir die sie codieren, mit LanX
bezeichnet. Trotz grundsatzlich dhnlichem Aufbau der Gencluster gibt es Unterschiede in
der Anordnung der einzelnen Gene. Dass sie sich auch innerhalb natirlicher Varianten

unterscheidet, zeigt sich am Beispiel zweier Nisinvarianten [26]:

Gencluster NisinA: NisA-nisB-nisT-nisC-nisl-nisP-nisR-nisK-nisF-nisE-nisG

Gencluster NisinU: nsuP-nsuR-nsuK-nsuF-nsuE-nsuG-nsuA-nsuB-nsuT-nsuC-nsul

Die an Ribosomen lokalisierte Synthese beginnt mit der Freisetzung eines Prapeptids, das
durch das Strukturgen lanA codiert wird. Das Prapeptid besteht aus einer sogenannten
Leadersequenz und einem C-terminalen Teil, der die Vorstufe des eigentlichen Lantibioti-
kums ausmacht. Die Leader-Sequenz umfasst 23 - 59 Aminosduren und kann innerhalb
der Lantibiotika stark variieren. Zur exakten Funktion dieser Sequenz existieren mehrere
Vermutungen. Zum einen wird angenommen, dass das Peptid durch Kopplung an seine
Leadersequenz in einer inaktiven Form gehalten wird. Zum anderen ist es denkbar, dass
das C-terminale Ende durch die Leadersequenz konformell so prasentiert wird, dass die
anschlieBenden Modifikationen korrekt ausgefiihrt werden kénnen [27, 28].

Die im C-terminalen Bereich des Prapeptids vorhandenen Aminosduren Serin, Threonin
und Cystein werden im zweiten Schritt der Biosynthese modifiziert [25]. Das Gen lanB co-
diert relativ groBe (~ 1000 Aminosduren), iberwiegend hydrophobe Peptide mit wenigen

hydrophilen Bereichen, von denen man weiB3, dass sie membranassoziiert sind. Unklar ist,
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ob sie in die Membran integriert oder nur an diese angelagert sind. LanB wirkt als De-
hydrase und katalysiert die Dehydrierung von Serin und Threonin zu Didehydroalanin und
Didehydrobutyrin. In sterisch glinstiger Position liegende Cysteinreste werden anschlie-
Bend durch LanC in einer nukleophilen Michael-Addition an Dha bzw. Dhb angelagert, die
Zyklisierung fiihrt zu den charakteristischen Aminosduren Lanthionin und Methyllanthionin
(Abb. 4) [29].

HN % HN % HS/\)L %
‘)%H\/ on LanB %CH S ?%)\/S\)ﬁ&
-H0 2 LanC d
HN % HN % HS/\)L HN % N%

HN
OH LanB N _"", S
-H.O ?H LanC
(o] C

0 CH, 0

HN HN%
o)
H

Abbildung 4: Die posttranslationalen Modifikationen des Prapeptids. In einem ersten Schritt werden Serin
(obere Reihe) und Threonin (untere Reihe) durch LanB dehydriert. An die entstandene Doppelbindung wird,
durch LanC katalysiert, ein in der Nahe befindliches Cystein addiert. Dabei entstehen Lanthionin und Methyl-

lanthionin. Die Funktionen von LanB und LanC kdnnen auch in einem Enzym (LanM) vereinigt sein.

LanC ist eine durch lanC codierte Zyklase, die zwischen 398 und 455 Aminosauren groB ist,
konservierte Cystein- und Histidinreste tragt und aus alternierenden hydrophilen und hy-
drophoben Bereichen besteht. In einigen Lantibiotika findet man die Funktion von LanB
und LanC in einem Molekiil, LanM, vereinigt. Von lanM codiert, umfasst LanM zwischen
900 und 1000 Aminosauren und zeigt 20 - 27% Sequenzidentitdt zu LanC. Es wird ange-
nommen, dass der fast identische C-Terminus des LanM die Aufgaben der Zyklase tber-
nimmt. Ahnlichkeiten des N-Terminus zu LanB existieren jedoch nicht [30]. LanM benétigt
zur Entfaltung seiner vollen Aktivitdt Magnesiumionen und ATP [31]. LanB, LanC und LanM
sind nicht die einzigen in die posttranslationalen Modifikationen involvierten Enzyme. Es
existieren auch Enzyme wie LanP, die die oxidative Decarboxylierung des C-Terminus von
z.B. Mersacidin (MerD 194 Aminosauren) und Epidermin (EpiD 181 Aminosauren) kataly-
sieren [32, 33]. Dabei entstehen S-Aminovinyl-D-cystein (AviCys) oder S-Aminovinyl-D-
methylcystein (AviMeCys) (Abb. 5).

Weitere mdgliche Modifikationen sind Lysinoalanin und Erythro-3-hydroxyaspartamsaure
[24]. Nach kompletter Modifikation muss die Leadersequenz abgespaltet und das vollstan-
dig generierte Propeptid aus der Zelle transportiert werden. Zur Spaltung dient LanP, ein
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Homologes der Serin-Protease aus 266 bis 682 Aminosauren. Der Transport erfolgt durch
LanT, einen ABC-Transporter aus 500 bis 600 Aminosduren mit vier membranassoziierten
Domanen [25]. Zum Schutz des Produzenten vor dessen eigenem Lantibiotikum existieren
Gene zur Codierung von Immunitatsprozessen. Die Proteine Lanl und LanFEG sind mem-
branassoziiert. Sie minimieren die Lantibiotikakonzentration an der Zelloberflache durch
Abtransport bzw. Aufnahme in die Zelle und anschlieBenden Abbau.

Eine Besonderheit im Gencluster zeigen die Lantibiotika Nisin, Subtilin und Mersacidin. Sie
enthalten zusatzlich LanK und LanR, die an der flir diese Lantibiotika typischen Autoregula-
tion der Biosynthese beteiligt sind. Die extrazelluldre Domane der membrangebundenen
Kinase LanK (380 bis 480 Aminosauren) erkennt das Lantibiotikum als spezifisches Signal-
molekll und es kommt zur Autophosphorylierung eines Histidins im C-terminalen Bereich
der Kinase. Die Phosphatgruppe wird auf den N-terminalen Bereich der Regulase LanR
Ubertragen. Es kommt zu einer Konformationsanderung im C-Terminus des LanR. Diese
wiederum bewirkt entsprechend der Konzentration des Lantibiotikums in der duBeren Um-

gebung der Zelle eine Aktivierung bzw. Deaktivierung des Transkriptionsprozesses [25].

o

S-Aminovinyl-D-cystein

1
Z{N /%/NQ{ HN
\|/\S C%NY\N/\/\)\COZQ
%NH H

Lysinoalanin

N 3 N H /1'\6
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ocp,i CH, H
S-Aminovinyl-D-methylcystein Erythro-3-hydroxyaspartamséure

Abbildung 5: Weitere in Lantibiotika vorkommende modifizierte Aminosauren neben Lan und MeLan.

Wie flr Nisin gezeigt, erfolgt die Biosynthese der Lantibiotika in Abhangigkeit von den
Wachstumsphasen der Bakterien [34]. Zu Beginn der Wachstumsphase sind nur schwache
Nisinkonzentrationen zu messen. Wahrend der exponentiellen Phase steigt die Produktion
stark an, um am Ende der lag-Phase/Beginn der stationaren Phase ein Maximum zu errei-
chen. Wahrend der stationdren Phase ist ein kompletter Produktionsstillstand zu verzeich-
nen. Die Einflhrung von zusatzlichen lanRK, lanI und lanFEG-Gene, nicht aber von zusatz-

lichen lanA-Gene kann die Produktion der Lantibiotika erhéhen [35].
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2.2.3 Einteilung der Lantibiotika

Die am weitesten verbreitete Einteilung in Typ A- und Typ B-Lantibiotika basiert auf einem
Vorschlag von Jung [36, 37]. Typ A-Lantibiotika sind stark kationische Peptide mit einer
zwei- bis vierfach positiven Nettoladung und einem Molekulargewicht von > 2100 Da. Allen
gemeinsam sind eine ahnliche lang gestreckte Gestalt und die Anordnung der intramoleku-
laren Thioether. Die Leadersequenzen sind sehr hydrophil, stark geladen, enthalten kein
Cystein und liegen in lipophiler Umgebung meist als a-Helix vor. Ihr Wirkmechanismus be-
ruht im Allgemeinen auf membranmodifizierenden Eigenschaften, verbunden mit einer
potenzialabhdngigen Porenbildung.

Typ B-Lantibiotika besitzen kompakte, kugelférmige und amphiphile Strukturen, die gar
nicht oder nur sehr schwach negativ geladen sind (MW < 2100 kDa). Die kompakte Form
kommt durch eine typische Kopf-Schwanz-Verkniipfung innerhalb des Molekiils zustande.
Hauptproduzenten der Typ B-Lantibiotika sind Streptomyces- und Streptoverticillum-
Stamme. Die meisten Vertreter dieser Gruppe zeigen nur begrenzte antimikrobielle Eigen-
schaften, vornehmlich gegen Baci/lus-Arten. Ihre Hauptwirkung beruht auf der Hemmung
verschiedener Enzyme wie ACE oder die Phospholipase A2 durch Inhibierung ihrer Sub-

strate [38]. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die von Jung klassifizierten Lantibiotika.

Typ A kationisch, langgestreckt, MW > 2100 Da

Name Produzentstamm MW [Da] AS
Nisin Lactococcus lactis 3330 34
Subtilin Bacillus subtifis 3317 32
Epidermin Staphylococcus epidermidis 2164 22
Gallidermin Staphylococcus gallinarum 2164 22
Pep5 Staphylococcus lactis 3488 34

Typ B nicht bzw. schwach negativ geladen, kompakt MW < 2100 Da

Name Produzentstamm MW [Da] AS
Cinnamycin Arten von Streptomyces 2041 19
Duramycin Arten von Streptoverticillum 2012 19
Mersacidin Arten von Bacillus 1825 20

Tabelle 1: Die Einteilung der Lantibiotika nach Jung in Typ A- und Typ B-Lantibiotika (nach Jung [36]).

Die Einteilung nach Jung unterliegt einer zunehmenden Limitierung. Schon vor einigen
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Jahren war es beispielsweise schwierig, Mersacidin und Actagardine aufgrund ihrer Typ A-
Anordnung der intramolekularen Ringe und gleichzeitiger kompakter Form (Typ B) eindeu-
tig zuzuordnen [39]. Dieses Problem léste man durch die Aussage, dass die Leaderse-
quenzen beider Vertreter eindeutig denen der Typ B-Lantibiotika dhneln und sie daher
eher zu dieser Gruppe gehdren [40]. Allerdings steigt die Zahl neu entdeckter Lantibiotika
permanent und damit auch derer, die sich nicht eindeutig Typ A- oder Typ B-Lantibiotika
zuordnen lassen. Ein zusatzliches Problem ist die Existenz kombinierter Lantibiotika, die
sich aus zwei Komponenten zusammensetzen. In den letzten Jahren gab es mehrere Ver-
suche, die bisher bekannten Lantibiotika neu zu klassifizieren. Eine Moglichkeit ist die Ein-
teilung von Subgruppen innerhalb der Typ A- und Typ B-Lantibiotika, die auf funktionellen
Charakteristika und den entsprechenden Primdrsequenzen basieren [25, 30]. Die jeweili-
gen Untergruppen, einige Vertreter und typische Merkmale sind der folgenden Ubersicht

(Tab. 2) zu entnehmen:

Typ A

Nisin-Gruppe
Nisin A und Z, Subtilin

Epidermin-Gruppe

Epidermin, Gallidermin, Mutacine, Staphylococcin

Pep5-Gruppe
Pep5, Epilancin, Epicidin

Lacticin 481-Gruppe

Lacticin 481, Streptococcin, Variacin, Salivaricin

Zweikomponenten-Peptide
Lacticin A1/A2, Cytolysin L I/s, Plantaricin a/B

Unterschiede in der AS-Sequenz, ahnliche

Verbriickungsmuster

N-Terminus entspricht dem der Nisingruppe,
enthalt AviCys

Stark geladen, drei Thioetherringe, blockier-

ter N-Terminus

Identisches Verbriickungsmuster, keine bzw.
geringe Ladung bei neutralem pH-Wert, C-

terminal 3 ineinander verschlungene Ringe

Typ B

Mersacidin-Gruppe

Mersacidin, Actagardin

Cinnamycin-Gruppe

Cinnamycin, Duramycin, Ancovenin, Plantaricin C

Vier Thioether, davon ein C-terminales Avi-

MeCys, liberlappende Ringe

Ahnliche Verbriickung und Kopf-Schwanz-
Verbindung

Tabelle 2: Die Einteilung der Lantibiotika entsprechend ihrer funktionellen Charakteristika und ihrer Primarse-

quenzen.
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Daneben besteht die Mdglichkeit, die Lantibiotika entsprechend ihrer posttranslationalen
Modifikationen durch lanB und lanC oder durch lanM in zwei Klassen einzuteilen [25].

Im Folgenden sollen einige Vertreter der Lantibiotika Typ A und B ndher charakterisiert
werden, beginnend mit dem bekanntesten und am besten untersuchten Vertreter, dem

Nisin.

2.3 Typ A-Lantibiotika
2.3.1 Nisin
2.3.1.1 Die Struktur des Nisins

Obwohl schon seit 1928 bekannt, erfolgte die komplette Strukturaufkldarung des Nisins erst
zu Beginn der 1970iger Jahre [41, 42]. Nisin wird von verschiedenen Stammen Lactococ-
cus lactis auf dem Wege der in Kapitel 2.2.1 beschriebenen Biosynthese produziert. Das
Propeptid besteht aus insgesamt 34 Aminosauren (MW 3330 Da), von denen 13 posttrans-
lational modifiziert sind. Nisin ist in zweierlei Hinsicht als amphiphiles Molekil zu betrach-
ten. Wahrend man am N-Terminus gehauft hydrophobe Aminosauren findet, sammeln sich
am C-Terminus die geladenen und hydrophilen Aminosauren. Des Weiteren sind innerhalb
der Ringdomanen sowohl hydrophobe als auch hydrophile Reste vorhanden [43]. Neben
dem Wildtyp Nisin A existieren drei bisher bekannte Varianten: Nisin Z, Nisin Q [44] und
Nisin U [26]. Die Struktur des Nisin A und Abweichungen seiner nattirlichen Varianten sind

in Abbildung 6 zu sehen.

Ile

Pro Leu His <+—Gly

Positive Ladung innerhalb des Peptids
Hinge-Region
B Veranderte Aminosaurereste in Nisin Z
Verdnderte Aminosdurereste in Nisin Q
M veranderte Aminosaurereste in Nisin U 00

Abbildung 6: Die Strukturen des Nisin A und seiner drei natirlichen Varianten. Dargestellt sind die fiinf in-

tramolekularen Ringe, die Ladungsverteilung und die hinge-Region. In der Sequenz des Nisin U sind auBer den

dargestellten Anderungen die Reste 32 bis 34 nicht vorhanden.

Die Dehydrierung von Serin- und Threoninresten des Prapeptids fiihrt zunachst zur Bildung
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von drei Didehydroalaninen und finf Didehydrobutyrinen. An insgesamt flinf der dehy-
drierten Reste werden benachbarte Cysteine addiert, sodass am Ende ein pentazyklisches
Peptid mit einem Lanthionin und vier Methyllanthioninen entsteht.

Der N-terminale Bereich der Thioether ist D-, der C-terminale Bereich ist L-konfiguriert
[36]. Nisin ist ca. 50 A lang und hat einen Durchmesser von etwa 20 A [21]. Das Molekiil
besitzt eine vierfach positive Nettoladung, bedingt durch drei Lysinreste in den Positionen
12, 22 und 34 und einen Histidinrest in Position 31 [45]. Die natirliche Variante Nisin Z
enthélt eine weitere positive Ladung durch den Austausch von Asp? (Nisin Wildtyp) gegen
His?’. Zusé&tzlich verbleiben die restlichen drei Didehydroaminosduren im Molekdil.

Essentielle Strukturelemente des Nisins sind die Aminosduren Dha® und Val*

, der C-Termi-
nus, eine ausreichend lange bewegliche Region (hinge-Region) sowie der intakte und
unveranderte Ring C [46-49]. Nisin besteht aus zwei starren Regionen, die durch die Ringe
A bis C und die ineinandergreifenden Ringe D bis E gekennzeichnet sind. Die starren Berei-
che sind durch eine flexible hinge-Region verbunden. Durch diese bewegliche Region sind
prazise Aussagen zur Konformation des Molekiils erschwert [50]. In wassriger Losung liegt
das Molekiil ebenfalls als relativ flexible Struktur vor, bildet aber bei Kontakt mit lipophiler
Umgebung im Bereich der Ringe amphiphile Helices mit gegeniberliegenden hydrophoben

bzw. geladenen Aminosduren aus [21].

2.3.1.2 Wirkspektren und —mechanismen des Nisins

Nisin ist gegen ein breites Spektrum grampositiver Bakterien wirksam. Die sensiblen Orga-
nismen umfassen Stamme der Gattung Lactococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Mi-
crococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Listeria, Mycobacterium sowie Sporen und vegetati-
ve Zellen von Clostridium- und Bacillus-Stammen. Nach Schadigung der duBeren Membran
wirkt Nisin auch gegen gramnegative Erreger wie £. coli und Salmonella-Stamme [38, 52].
Ohne diese Vorbehandlung sind gramnegative Bakterien gegeniber Nisin nicht sensitiv,
ebenso wie Hefen und Schimmelpilze [52].

Wie bei allen antimikrobiellen Peptiden beruht auch die Wirkung des Nisins auf unspezifi-
schen Interaktionen mit der Zellmembran des Zielorgansimus. Uber viele Jahre hinweg
wurden dazu verschiedene targetunabhdngige Modelle entwickelt. Bereits aus den Jahren
der Strukturaufklarung stammende Publikationen berichteten von der Membranaktivitat
des Nisins gegeniiber Lysosomen und der daraus folgenden Enzymfreisetzung [41]. Ur-
spriinglich ging man von einer detergenzahnlichen Wirkung des Nisins oder einer Inakti-
vierung von Enzymen durch Bindung der Didehydroaminosduren an enzymatische Sulf-

hydrylgruppen aus [38]. Untersuchungen aus den folgenden Jahrzehnten zeigten, dass
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Nisin fir die Depolarisation der Membran verantwortlich ist und durch Porenbildung deren
Permeabilitét erhoht. Als Folge kommt es zur Freisetzung essentieller intramolekularer
Substanzen wie Ionen, kleiner Molekiile, ATP, Aminosauren und Nukleotide sowie dem
sofortigen Stopp aller Biosyntheseprozesse [39, 47, 52, 53]. Die Bildung kurzlebiger (ms-
Bereich) und kleiner Poren (1 nm Durchmesser) erfolgt in potenzialabhdngiger Weise mit
einer im Vergleich zur Membraninnenseite positiv geladenen AuBenseite [54]. In Abwe-
senheit anionischer Membranlipide wirkt Nisin als anionenselektiver Transporter, da es
diese Substanzen durch seine positiven Ladungen gut binden kann. Durch die Anwesenheit
anionischer Membranlipide ist die Fahigkeit als anionenselektiver Transporter vermindert,
da das Peptid jetzt eher an die geladenen Phospholipide bindet [55]. Dass anionische
Phospholipide Uber elektrostatische Interaktionen die Wirkung des Nisins verstarken, wur-
de mehrfach gezeigt. Nisin weist eine hohe Affinitdt zu negativ geladenen DOPG-
Liposomen und eine deutlich geringere und reversible zu ungeladenen DOPC-Vesikeln auf.
Lagert sich Nisin an neutrale DOPC-Membranen an, ladt sich die Oberflache positiv auf und
verhindert die Assoziation weiterer Nisinmolekiile [56]. In Mischliposomen (DOPC und
DOPG) kommt es ab einem Anteil von 40% DOPG zu einem Anstieg der Aktivitat, deren
Optimum bei etwa 60% DOPG liegt [45, 57]. Versuche mit fluoreszenzmarkierten
Phospholipiden zeigten eine nisininduzierte Umlagerung der Lipide innerhalb der Membran,
die auch wieder vom Vorhandensein negativer Phospholipide abhangig ist [58]. Dass der
geladene C-Terminus des Nisins flir die Interaktion mit DOPG als erster Schritt der Poren-
bildung verantwortlich ist und der N-Terminus sich in die Membran einlagert, wurde mit
tryptophanmodifiziertem Nisin gezeigt. Die Eindringtiefe des Nisins ist vom Anteil der ne-
gativen Membranladungen abhéngig [59].

Die mogliche Permeabilisierung von Zellmembranen durch Nisin, die die Assoziation und
Integration des Peptids umfasst, kann durch verschiedene Modelle beschrieben werden,
die auch fir andere kationische AMPs gelten [14, 16, 43, 53]. Alle Modelle sind zur Veran-

schaulichung schematisch in Abbildung 7 dargestellt.

I\\

A) ,wedge-mode B) ,barrel-stave-

3

odel* C) ,carpet mechanism"

Abbildung 7: Die verschiedenen Mechanismen unspezifischer Membraninteraktionen von Lantibiotika und
anderen antimikrobiellen Peptiden [nach 14, 43].
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Im ,,wedge“-Modell (= ,toroidal*-Modell) aggregieren die an der Membran assoziierten
Peptide, lagern sich in die Membran ein, verdrangen die Phospholipide und zwingen sie
dabei, sich in Richtung der Peptide zu beugen. Die Peptidmolekiile ragen keilférmig in die
Membran und bilden eine mit Wasser gefiillte Pore. Die Peptide sind dabei in permanen-
tem Kontakt mit den Kopfgruppen der Phospholipide (Abb. 7A).

Im ,,barrel-stave“-Modell lagern sich die Peptide als Biindel in die Membran ein und
umschlieBen eine mit Wasser gefiillte Pore. Peptide und Phospholipide sind in diesem Mo-
dell senkrecht angeordnet. Der hydrophobe Teil des Peptids hat Kontakt zu den Phospholi-
piden, der hydrophile Teil stellt den Mantel der Pore dar. Sowohl in diesem als auch im
~wedge"-Modell wird die negativ geladene Membraninnenseite als treibende Kraft fir die
Einlagerung kationischer Peptide angenommen (Abb. 7B).

Ein drittes Modell, der ,,carpet mechanism*, beschreibt das Phanomen, dass kationische
Peptide in hohen Konzentrationen mit anionischen Phospholipiden mizellartige Komplexe
bilden kénnen und die Struktur der Membran in diesem Bereich erheblich stéren (Abb.
7C).

Alle bisher gemachten Aussagen zum Wirkmechanismus des Nisins sind nicht geeignet, die
ausgepragte Diskrepanz zwischen wirksamen Konzentrationen im pM-Bereich /in vitro und
minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) im nM-Bereich /n vivo zu erklaren. Es wird ange-
nommen, dass die deutlich geringere MHK im nM-Bereich durch die Wirkung eines an bzw.
in der Membran assoziierten Targetmolekiiles verursacht wird. Bereits 1973 wurde gezeigt,
dass Nisin in sehr friihe Schritte der Zellwandsynthese eingreift [60, 61]. Erst 1998 aller-
dings wurden die Modelle fiir die unspezifische Nisinwirkung dahin erganzt, dass Nisin ne-
ben der Porenbildung auch das an der MembranauBenseite befindliche Lipid II bindet und
dadurch die Polymerisierung des Peptidoglykans (Kapitel 2.1) und die komplette bakterielle
Zellwandsynthese hemmt [62]. Es wurde nachgewiesen, dass Lipid II im Zielorganismus
dessen Sensitivitdt gegeniber Nisin erhéht und die Nisinringe A und B fiir die Bindung
entscheidend sind [57]. Substanzen mit Mutationen im N-Terminus, inklusive der Ringe A
bis C, zeigten eine reduzierte Bindungsfahigkeit an Lipid II und einen Mehrbedarf an Nisin,
um Poren bilden zu kdnnen. Mutanten mit verdnderter hinge-Region zeigten keinerlei Po-
renbildung. Allerdings bleibt die /in vivo-Wirksamkeit durch unverdnderte Bindung an Li-
pid II und Hemmung der Zellwandsynthese erhalten [46, 63]. In Gegenwart von Lipid II
war auch keine Ionenselektivitat der gebildeten Pore mehr zu beobachten [64]. Eine Po-
renbildung trat auch vollkommen unabhdngig vom Vorhandensein oder der Ausrichtung
eines Membranpotenzials ein [65]. Die Bindung an Lipid II erfolgt Gber den N-Terminus
des Nisins, der C-terminale Teil ragt in die Membran und bildet die Pore. Nicht nur die Af-

finitdt zur Membran ist erh6ht, auch Lebensdauer und Durchmesser der Pore nehmen zu
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[66]. Weiterflihrende Untersuchungen konnten zeigen, dass Lipid II nicht nur die Affinitat
von Nisin erhdht, sondern sogar integrativer Bestandteil der Pore [67] mit einer Stdchio-
metrie von Lipid II:Nisin von 1:2 und einem GesamtausmafB von 4:8 ist. Es wird davon
ausgegangen, dass zunachst ein 1:1-Komplex gebildet wird, der dann ein weiteres Molekiil
Nisin je Komplex rekrutiert [68]. Der Nisin-Lipid II-Komplex ist so stabil, dass er die Be-
handlung mit milden Detergenzien tbersteht. Das Bindungsmotiv am Lipid II unterscheidet
sich bei Nisin von dem des Vancomycins und umfasst MurNAc, PP und Teile des Isopre-
nyls. Die Lésungsstruktur des Komplexes zeigt im Bereich der Kontaktstellen eine gut defi-
nierte Struktur, wahrend der nicht direkt an der Bindung beteiligte Bereich unstrukturiert
vorliegt. Bei der Bindung von Nisin an Lipid IT kommt es zum Umklappen des N-Terminus
mit Ausnahme der Ringe A und B. Das Peptid bildet eine Art Kafig um die Py-
rophosphatgruppe des Lipid II. Innerhalb dieses Kafigs kommt es zur Ausbildung von ins-
gesamt funf Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Pyrophosphat und dem Riick-
grat des Nisins [69]. Ebenfalls beteiligt ist das Isoleucin in Position 1 [70]. Dass die Ringe
A und B an der Ausbildung des Kafigs beteiligt sind, erklart die Konservierung ihrer Struk-
tur innerhalb verschiedener Lantibiotika. Eine weitere Konservierung betrifft den hydro-
phoben Aminosdurerest in Position 6 des Propeptids. Eine Wechselwirkung dieses Rests
mit der Isoprenylkette des Lipid II und den Membranlipiden wird vermutet.

Neben dem aus Porenbildung und Hemmung der Zellwandsynthese bestehenden dualen
Wirkmechanismus des Nisins zeigt das Peptid noch weitere Wirkungen. So kann Nisin au-
tolytische Prozesse in sensitiven Staphylokokken induzieren. Die kationischen Autolyseen-
zyme sind durch Bindung an anionische Teichon- und Lipoteichonsauren inaktiviert. Bei
Zugabe von Nisin werden diese Enzyme durch das Lantibiotikum verdréangt und so akti-
viert. Diese Wirkung kann besonders im Kontaktbereich sich teilender Tochterzellen beob-
achtet werden. Die schon angesprochene Hemmung des Sporenwachstums beruht ver-
mutlich auf der Anwesenheit des Dha® im Nisin. An die Doppelbindung der dehydrierten
Aminosauren koénnen reaktive Gruppen essentieller Wachstumsfaktoren der Sporen ge-
bunden werden und die Sporen so inaktivieren [20, 25]. Uber bisher nicht bekannte Me-
chanismen wirkt die Zugabe von Nisin durch Minderung der Spermienmobilitat auch
kontrazeptiv [71]. Eine letzte, schon in Kapitel 2.2.1 besprochene Wirkung von Nisin um-

fasst die Eigenschaft als Signalmolekiil und die Autoregulation seiner Biosynthese.

2.3.1.3 Kommerzieller Einsatz des Nisins

Nisin wird hauptsachlich als Konservierungsmittel eingesetzt. Grundsatzliche Konservie-

rungstechniken in der Lebensmittelindustrie umfassen die Lagerung bei geringen Tempe-
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raturen, bestimmte pH-Werte, Prozeduren wie Pasteurisierung, Sterilisation und aseptische
Verpackung sowie den Zusatz von Konservierungsmitteln antimykotischer, organischer und
anorganischer Herkunft. Als natlirlich vorkommende Substanz ist Nisin das einzige als Kon-
servierungsmittel zugelassene Bakteriozin [19] und wird seit mehreren Jahrzehnten in
mittlerweile Uber 50 Landern eingesetzt. 1969 erhielt Nisin die WHO-Zulassung als anti-
mikrobieller Zusatzstoff in Lebensmitteln und 1983 die EU-Zulassung mit der Kennzeich-
nungsnummer E234. In Deutschland regelt die Anlage 5 der Zusatzstoff-
Zulassungsverordnung (ZZulV) die entsprechenden Héchstmengen und Anwendungsgebie-
te (Tab. 3). 1988 erhielten die Nisin produzierenden Stamme und damit auch das Peptid
selber den GRAS-Status (generally recognized as safe) der FDA [72]. Substanzen mit
GRAS-Status werden als sicher in der Anwendung in Lebensmitteln angesehen, basierend
auf historisch begriindeter sicherer Anwendung vor 1958 oder auf publizierten wissen-
schaftlichen Erkenntnissen nach diesem Zeitraum [22]. Nisin wird den Lebensmitteln ent-
weder als Reinsubstanz oder in Form Nisin produzierender Stamme, die zum Teil genetisch
verandert sind [18], zugesetzt. Da Lactococcus lactis auch als Starterkultur in Fermentati-
onsprozessen eingesetzt wird, bietet sich Letzteres geradezu an.

Die erste kommerziell erhéltliche Nisinzubereitung, Nisaplin®, wurde 1957 von der engli-
schen Firma Aplin & Barrett eingefiihrt [52] und wird mittlerweile durch die Firma Danisco
A/S (Kopenhagen, DK) vertrieben. Es handelt sich dabei um eine extrem stabile 2,5%ige
Nisinzubereitung, die auf eine Million Einheiten je Gramm standardisiert ist. Wirkverluste
bei langerer Lagerung (25°C) sind nicht zu beobachten. Die Loslichkeit steigt in saurer
Umgebung. Die abnehmende Léslichkeit bei zunehmenden pH-Werten ist in Lebensmitteln
nicht problematisch, da die zugelassenen Hochstmengen an Nisin noch ohne weiteres 16s-
lich sind. Nisinhaltige Lebensmittel kénnen unter sehr geringen Wirkverlusten auch au-
toklaviert werden, um die Haltbarkeit der Produkte zusatzlich zu erhéhen. Beachtet wer-
den muss, dass die Aktivitdt des Peptids durch proteolytische Enzyme in kalten Zuberei-
tungen und durch Lebensmittelzusatze beeinflusst werden kann [73]. Eine weitere von
Danisco hergestellte Nisinzubereitung wird unter dem Namen Novasin™ vertrieben. Tabel-
le 3 zeigt eine Auswahl von nisinhaltigen Lebensmitteln mit den entsprechend eingesetzten

Hdchstmengen des Lantibiotikums.
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Lebensmittel

Anmerkung

Eingesetzte Menge Nisin

Milchprodukte
Zubereitungen (Kaseblo-
cke, -scheiben, Aufstrich,
Saucen, Dips)

Oft sind die Zutaten mit Clostri-
dien belastet, die den Warme-
prozess Uberleben. Die Verhalt-
nisse im Kase (hoher pH-Wert,
hoher Feuchtegehalt) férdern
zudem das Sporenwachstum.

Bei 6,25 mg/kg erfolgt eine
totale Hemmung des Sporen-
wachstums (Lagerung bei
37°C). Setzt man dagegen nur
2,5 mg/kg ein, erreicht man
eine partielle Hemmung des
Sporenwachstums.

Schmelz-/Gereifter Kdse Max. 12,5 mg/kg (Anl. 5 ZZulV)

GrieB3- / Tapiokapudding Max. 3 mg/kg (Anl. 5 ZZulV)

Clotted cream Max. 10 mg/kg (Anl. 5 ZZulV)

Joghurt Der Einsatz von Nisin fihrt zu | Die eingesetzten Mengen Nisin
einer gewiinschten Hemmung | liegen zwischen 0,5 und
der Starterkulturen. 1,25 mg/kg.

Eiprodukte Die angewendete Hitzebehand- | Die Zugabe von 2,5-5 mg/L Ni-

(pasteurisierte  Flissigei-
produkte wie backfertige
Pfannkuchenteige 0.4.)

lung dient der Bekdmpfung von
Salmonellen, Sporen (iberleben
diesen Prozess jedoch.

sin fihrt zu einem Anstieg der
Haltbarkeit und Hemmung von
Bacillus und Listeria.

Dosennahrung
(vor allem Gemduse)

Nisin wird zur Kontrolle des
thermophilen Verderbs durch
Sporen von Bacillus und Clostri-
dium eingesetzt. Eine langere
Lagerung, auch bei hohen Tem-
peraturen, wird dadurch mog-
lich.

Gering aziden Produkten werden
2,5 bis 5 mg/kg, stark aziden
1,25 bis 2,5 mg/kg Nisin zuge-
setzt.

Fleisch-/Wurstwaren

Nisin soll als Alternative zum
Einsatz von Nitriten dienen und
das Wachstum von Clostridium
botulinum  verhindern. Dazu
sind jedoch ineffektiv hohe
Mengen an Nisin nétig, da Nisin
durch die Proteine und Lipide im
Fleisch inaktiviert werden kann.

Nisin findet trotzdem Anwen-
dung als Zusatz in vakuumver-
packten Wirstchen und wird
dort in einer Konzentration von
1,25 bis 6,25 mg/kg zugegeben.

Salatdressing

Hier soll, ahnlich wie bei Jo-
ghurt, das unkontrollierte
Wachstum von Milchsaurebakte-
rien eingedammt werden.

Eingesetzt werden 2,5 bis

5 mg/L Nisin.

Alkoholische Getranke
(Bier, Wein)

Problemkeime sind Stamme von
Lactobacillus, Pediococcus und
Leuconostoc. Hefen werden
durch Nisinzugabe nicht beein-
flusst.

Es erfolgt der Zusatz von 0,23
bis 2,5 mg/L Nisin.

Tabelle 3: Der Einsatz von Nisin als Konservierungsmittel in verschiedenen Lebensmitteln [nach 52 und 73].

Die in Deutschland in Anlage 5 der ZZulV aufgelisteten Begrenzungen sind kursiv gedruckt.
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Die Anwendung von Nisin ist flir den Menschen ungefahrlich. Mangels einer bakterientypi-
schen Zellwand, insbesondere Lipid II, bietet der Mensch keinerlei Angriffspunkte flir das
Peptid. Zusatzlich wird es durch Darmhydrolasen schnell abgebaut. Eine Resistenzentwick-
lung ist extrem selten, da Nisin in der Regel nicht am Menschen angewendet wird. Nichts-
destotrotz zeigt Nisin /n vitro-Aktivitat gegen den hdufig im Magen anzutreffenden Keim
Helicobacter pylori [52]. Die Firmen Astra und Merck haben eine kommerzielle Nisinzube-
reitung zur Behandlung dieses Erregers entwickelt. Die Anwendung von Nisin zur Behand-
lung vancomycinresistenter Enterokokken (VRE) befindet sich in der Phase praklinischer
Studien [13].

Andere kommerziell verwendete Nisinprodukte richten sich gegen die hauptsachlich durch
Streptococcus uberis ausgeldste bovine Mastitis. Dabei handelt es sich um eine Entzlin-
dung der Milchdriisen von Kiihen, die mit Leistungs- und QualitatseinbuBen der Milchpro-
duktion einhergeht und jahrlich Kosten in Milliardenhtéhe verursacht. Eingesetzt werden die
Produkte Consept® (Applied Microbiology Inc. New York, NY, USA) und Wipe-Out® (Im-
muCell, Portland, OR, USA) [26, 74].

2.3.2 Gallidermin

Gallidermin wird von Staphylococcus gallinarum (isoliert aus dem Hihnerkamm) produziert
und kann als nattrliche Variante des Epidermins aus Staphylococcus epidermidis (isoliert
aus humaner Epidermis) betrachtet werden. Die Struktur des Gallidermins wurde 1988
verdffentlicht [75] und ist in Abbildung 8 zu sehen.

Positive Ladung innerhalb des Peptids S/

Hinge-Region
B Veranderte Aminosaurereste in Epidermin

Abbildung 8: Die Strukturen des Gallidermins und seiner natiirlichen Variante Epidermin. Dargestellt sind die

vier Ringe des Peptids, seine Ladungsverteilung und die hinge-Region.

Es handelt sich um ein Peptid aus 22 Aminosduren (MW 2164 Da) dessen Leu® im Epider-
min gegen Ile® ausgetauscht ist. Die Reste 1 bis 13 bilden den wasserléslichen, vierfach
positiv geladenen N-Terminus, der die Reste 14 bis 22 umfassende C-Terminus ist lipophil
und ungeladen.

Wie zu erkennen ist, sind die Ringe A und B zwischen Nisin und dem tetrazyklischen Galli-
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dermin nahezu identisch. Die bewegliche Region ist im Gallidermin jedoch lénger. Der vier-
te Ring wird durch S-Aminovinyl-D-cystein gebildet, was eine genaue Strukturanalyse die-
ser Region erschwert [76]. Die Ringe C und D bilden ein Doppelringsystem. Zusatzlich
enthalt das Molekil einen Didehydrobutyrin-Rest. Durch einen fehlenden Thioether und
einen stark gekiirzten C-Terminus ist das Gallidermin insgesamt nur 30 A lang und hat
einen Durchmesser von 8 bis 10 A. Der N-Terminus mit den ersten beiden Aminos&uren ist
sehr beweglich, die Reste 8 bis 11 zeigen eine B-Drehung. Der C-Terminus mit den beiden
kleinen und starren Ringen C und D bildet eine Art Kafig. Innerhalb des Kafigs kommt es
zur Ausbildung von starken Interaktionen zwischen Avi*? und D-Ala'®. Stabile Wasserstoff-
briickenbindungen finden sich zwischen Ala'! und Abu®, voriibergehende Kontakte zwi-
schen Leu® und Phe® sowie zwischen Lys*® und Gly'°. Die Ausbildung der Wasserstoffbrii-
ckenbindungen ist stark temperaturabhangig [37]. Wie alle Lantibiotika wird Gallidermin
ribosomal als in diesem Fall hydrophobes Prapeptid mit insgesamt 52 Aminosduren synthe-
tisiert [77]. Die Stelle der proteolytischen Spaltung umfasst die Sequenz ProArg™Ile! [78].
Ahnlich wie Nisin wirkt Gallidermin gegen ein breites Spektrum grampositiver Keime. Dazu
gehoéren Stamme von Staphylococcus sowie Streptococcus und Lactococcus lactis. Die ho-
he Wirksamkeit gegen Propionibacterium acnes lasst Gallidermin als attraktiven, in prakli-
nischen Tests befindlichen Kandidaten gegen Acne vulgaris erscheinen [74].

Wie durch Nisin, kommt es auch durch Gallidermin zur Bildung unspezifischer Poren in
bakteriellen Membranen [38]. Aufgrund des im Vergleich zum Nisin konservierten Bereichs
der ersten beiden Ringe interagiert auch Gallidermin mit Lipid II und hemmt die Synthese
der bakteriellen Zellwand [79]. Um ahnlich wie Nisin eine spezifische Pore nach der Wech-
selwirkung mit Lipid II zu bilden, ist das Molekiil zu kurz. Eine dennoch bis zu 20fach ef-
fektivere Wirkung von Gallidermin gegen Lactococcus lactis im Vergleich zu Nisin deutet
auf weitere bisher unbekannte Wirkmechanismen hin [79]. Eine mdgliche Lipid II-
spezifische Porenbildung durch Gallidermin an Phospholipidmembranen mit kiirzerkettigen

Fettsduren wurde in ersten Untersuchungen Uberpriift.

2.3.3 Beispiele weiterer Typ A-Lantibiotika

Das ebenfalls von Staphylococcus epidermidis produzierte Pep5 ist das groBte
Typ A-Lantibiotikum. Es ist trizyklisch (1 MeLan, 2 Lan) und besitzt neben zwei zusatzli-
chen Dhb acht positiv geladene Aminosauren (Abb. 9A). Der N-Terminus ist durch eine
2-Oxobutyrylgruppe blockiert [38].

Der Wirkmechanismus ist dahnlich dem des Nisins und umfasst eine unspezifische potenzi-

alabhangige Porenbildung in bakteriellen Membranen, hat aber keine Affinitat zu Lipid II
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[15, 24]. Auch kann Pep5 autolytische Enzyme aktivieren [21].

Kurz nach Verdffentlichung der Struktur des Nisins wurde die des Subtilins aufgeklart.
Das aus 32 Aminosauren bestehende, von Bacillus subtilis produzierte Peptid weist starke
Ahnlichkeiten zum Nisin auf. Die fiinf Thioether liegen im Vergleich zum Nisin an identi-
schen Stellen (Abb. 9B) und umfassen ein Lanthionin und vier Methyllanthionine [36]. Ob-
wohl die Sequenz der Aminosduren eine andere ist, besitzen beide Peptide eine ausge-

pragte Sequenzahnlichkeit [53]. Das Subtilin ist relativ instabil.

Positive Ladung innerhalb des Peptids

Hinge-Region

Positive Ladung innerhalb des Peptids

Hinge-Region 32

B) %0

Abbildung 9: Die Strukturen von Pep5 (A) und Subtilin (B). Dargestellt sind die Ringe der Peptide, ihre La-

dungsverteilung und die hinge-Regionen.

Das Wirkspektrum umfasst vegetative Zellen und Sporen grampositiver Bakterien. Subtilin
zeigt auBerdem eine Autoregulation seiner Biosynthese [63]. Die Sattigung des Dha’ fiihrt
zu einem kompletten Wirkverlust. Die hier beobachtete unspezifische Porenbildung ist im
Gegensatz zu Nisin und Pep5 potenzialunabhangig. Die Pore hat einen Durchmesser von
2 nm [38]. In wassriger Losung zeigt auch Subtilin eine recht groBe Flexibilitdt mit starren

Bereichen innerhalb der Ringe [30].

2.4 Typ B-Lantibiotika
2.4.1 Mersacidin
2.4.1.1 Die Struktur des Mersacidins

Das relativ kleine Mersacidin (MW 1825 Da) umfasst 20 Aminosduren, von denen acht
posttranslational modifiziert sind (Abb. 10). Neben der Sequenz des Propeptids enthalt das
Prapeptid eine 48 Aminosduren lange, 12fach geladene Leadersequenz, die a-helikale
Strukturen zeigt und kein Cystein enthalt [40]. Drei Methyllanthionine und ein C-terminales

2-Aminovinyl-D-2-methylcystein bilden im Propeptid insgesamt vier Ringe. Mersacidin lasst
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sich in drei Domanen einteilen: Die Aminosduren 1 bis 3 mit der eher ungewdhnlich kurzen
Thioetherbriicke zwischen den Positionen 1 und 2, die Aminosauren 4 bis 12 und die Ami-
nosauren 13 bis 20 des C-Terminus. Das Molekiil ist hydrophob, insgesamt ungeladen und
besitzt einen zusatzlichen Dha-Rest. Durch den AviCys-Rest entsteht eine gewisse, wenn
auch nicht vollstandige, Kopf-Schwanz-Verknipfung innerhalb des Molekiils, welche es
kompakt erscheinen lasst. Die kompakte Struktur schiitzt das Molekil vor Angriffen durch
Proteasen [80]. Die Struktur des Mersacidins in Methanol zeigt ein starres Molekil mit
nach auBen gerichteten neutralen Seitenketten, was die schlechte Wasserloslichkeit dieser
Verbindung erklért. Die hydrophobe Oberfliche wird nur von den Seitenketten des Glu*’
und der Glycine sowie der —-NH;*-Gruppe des Ala® durchbrochen. Letztere bildet mit der
Seitenkettencarboxylgruppe des Glu'’ unter Zuriickklappen des N-Terminus eine Wasser-
stoffbriicke aus [81].

Hinge-Region /
S

M Negative Ladung innerhalb des Peptids

Abbildung 10: Die Struktur des Mersacidins. Dargestellt sind seine Ringe, die Ladungsverteilung und die
bewegliche Region.

Auch flir das Mersacidin existieren Mutanten zur Charakterisierung essentieller Aminosau-
ren [23]. Es wurde nachgewiesen, dass Gly'’ fiir die Wirkung erforderlich ist. Der Aus-
tausch des Dha'® gegen Ile filhrte zu einem Wirkverlust. Dagegen fiihrt der Austausch
eines Aromaten (Phe®) gegen einen Aliphaten (Leu®) an Position drei nur zu einer gering-
figig verminderten antimikrobiellen Aktivitat.

2.4.1.2 Wirkspektren und -mechanismen des Mersacidins

Von Bacillus-Arten produziert, ist Mersacidin wirksam gegen viele grampositive Keime der
Arten Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Peptostrep-
tococcus sowie gegen Propionibacterium acnes [63, 82]. Es zeigt keine Effekte auf ruhen-
de Organismen, eine Wirkung zeigt sich erst wahrend der Wachstumsphase in der nachs-
ten Generation. Die Wirksamkeit ist mit der von Vancomycin vergleichbar und teilweise

sogar besser [38]. Erwahnenswert ist vor allem eine signifikante /n vivo-Aktivitat gegen
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multiresistente S. aureus-Stamme [40, 83] und VRE. Die Wirkung gegen resistente Stam-
me spiegelt auch die klinische Relevanz dieses Lantibiotikums wider. Der Wirkmechanis-
mus umfasst keine Porenbildung, auch bleiben DNA- und RNA-Synthese unbeeinflusst. Die
Behandlung mit Mersacidin flihrt zu einer deutlichen Abnahme der Zellwanddicke, was auf
eine Inhibition der Zellwandbiosynthese hindeutet [82]. Konsequente Untersuchungen
zeigten, dass Mersacidin nicht die Lipid II-Synthese, aber die Polymerisierung des Pepti-
doglykans hemmt. Die Wirkintensitdten von Mersacidin und Vancomycin sind sehr ahnlich.
Die daraus resultierend Annahme, dass auch Mersacidin an das Lipid II bindet, wurde be-
statigt. Die Wirkung des Mersacidins hangt somit auch stark von der Prasenz des Lipid II
ab. Die Zugabe von isoliertem Lipid II antagonisiert die Peptidwirkung [84]. Da Mersacidin
auch gegen VRE wirksam ist, muss es aber eine andere Bindungsstelle als Vancomycin am
Lipid IT besitzen [80]. Die Interaktion mit der Pyrophosphat-Disaccharid-Einheit gilt als
wahrscheinlich [63]. Die Wirkung des Mersacidin ist stark vom Vorhandensein von Calci-
umionen abhangig. Vermutet wird eine Briickenfunktion der zweifach geladenen Ionen
zwischen Lipid II und dem Gly*’ [85], wodurch auch erklart wiirde, warum Mersacidin trotz

fehlender kationischer Nettoladung an Lipid II binden kann.

2.4.2 Actagardine

Aus Actinoplanes-Stammen isoliert, ist dieses Lantibiotikum das einzige, dessen C-

terminales MeLan oxidiert ist und eine Sulfoxidgruppe enthalt (Abb. 11).

S
M Negative Ladung innerhalb des Peptids

Abbildung 11: Die Struktur des Actagardine. Dargestellt sind die Ringe des Peptids und seine Ladungsvertei-
lung. Bei diesem Molekill ist keine hinge-Region vorhanden.

Es enthdlt insgesamt vier Ringe, zwei weitere MeLan und ein Lan [38]. Die Ringe sind
starker (iberlappend, was zu einer kompakten Form des Molekiils fiihrt. Der Ring B des
Actagardine und der Ring C des Mersacidins sind identisch und werden als essentielles Bin-
dungsmotiv beider Lantibiotika angesehen [8, 25]. Die Wirkung von Actagardine ist analog

der des Mersacidins.
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2.4.3 Cinnamycin und Duramycin

Cinnamycin (Abb. 12) und Duramycin sind als urspriingliche Typ B - Lantibiotika entspre-
chend der Einteilung nach Jung zu betrachten. Die beiden Peptide weisen fast identische
Strukturen auf und werden ausschlieBlich von Streptomyces- und Streptoverticillum-Arten
gebildet [36, 38]. Es handelt sich um kompakte, meist neutrale, amphiphile Polypeptide
mit einem Molekulargewicht < 2100 Da. Zusétzlich zu den drei Thioethern besitzen fast
alle Molekiile eine Uberbriickung durch LysN-Ala [53]. Viele von ihnen enthalten ein
Hydroxyaspartat. In lipophilen Losungsmitteln liegen sich hydrophile und lipophile Amino-
sauren gegentiber. Durch die extreme Kopf-Schwanz-Verbindung sind die Peptide sehr ri-
gide. Eine U-férmige Anordnung wird durch den beweglichen Pro-Rest méglich [38].

Positive Ladung innerhalb des Peptids

Il Negative Ladung innerhalb des Peptids

Abbildung 12: Die Struktur des Cinnamycins. Dargestellt sind die Ringe des Peptids und seine Ladungsvertei-
lung. Bei diesem Molekill ist keine hinge-Region vorhanden.

Die Peptide zeigen nur geringe antimikrobielle Aktivitdten. Die Hauptwirkung beruht auf
der Hemmung von Enzymen durch Komplexierung der Substrate [53]. Wahrend Duramy-
cin die Phospholipase A2 durch Bindung an Phosphoethanolamin hemmt, hat Cinnamycin
einen zusatzlichen Einfluss auf das Angiotensin-Converting-Enzym und das Herpes-
simplex-Virus 1 [36]. Einer potenziellen klinischen Anwendung, insbesondere des Cinna-
mycins, beispielweise in der Bluthochdruck- und Herpes simplex-Behandlung oder im Ent-

ziindungsgeschehen, steht die beobachtete Lyse roter Blutkdrperchen entgegen [24].

2.5 Zwei-Peptid-Lantibiotika
2.5.1 Lacticin 3147
2.5.1.1 Die Struktur des Lacticin 3147

Die bisher vorgestellten Lantibiotika entfalten ihre volle Wirksamkeit als Einzelkomponen-
ten. Daneben gibt es innerhalb der Bakteriozine auch einige Verbindungen, in denen zwei
Komponenten fiir die volle Aktivitat notwendig sind. Die Wirkung der Einzelpeptide ist da-
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bei deutlich schwéacher als die der Kombination oder gar nicht vorhanden. Zwei-
Komponenten-Bakteriozine finden sich in Lantibiotika und Nicht-Lantibiotika. Bei den Nicht-
Lantibiotika zeigen die Komponenten eines Paares untereinander Sequenz- und Struk-
turhomologien. Das erste bekannte Zwei-Komponenten-Bakteriozin ist Lactococcin G (a
und B), das fiir seine Wirkung gegen Milchsaurebakterien und Clostridien aquimolare Men-
gen der Einzelpeptide bendétigt. Thermophillin 13 (A und B) ist ein Beispiel dafiir, dass die
Einzelpeptide geringe Eigenwirkungen zeigen koénnen. Die alleinige Wirkung des Ther-
mophillin 13 A wird durch die Anwesenheit der B-Komponente deutlich verstarkt. Ein deut-

licher Uberschuss der B-Komponente hemmt die Wirksamkeit [19].

Der Lacticin 3147 (Ltn 3147) produzierende Lactococcus lactis-Stamm wurde urspriinglich
aus irischem Kefir isoliert [86]. Die Einzelpeptide werden mit Lacticin 3147 Al und A2 be-
zeichnet und sind in Abbildung 13 dargestellt.

Positive Ladung innerhalb des Peptids

| Negative Ladung innerhalb des Peptids

Positive Ladung innerhalb des Peptids

Hinge-Region

Abbildung 13: Die Struktur des Lacticin 3147. Dargestellt sind die Einzelpeptide Lacticin Al (oben) und Lacti-
cin A2 (unten) mit ihren Ringen, der Ladungsverteilung und die bewegliche Region des Lacticin Al.

Lacticin A1 (Ltn Al) besteht aus 30 Aminosdauren (MW 3306 Da) mit insgesamt 4 Ringen
(zwei Lan, zwei MelLan) und zwei zusatzlichen Dhb. Der Ring A Uberbriickt, ahnlich wie im
Mersacidin nur die ersten beiden Aminosauren. Auch die anderen drei, am C-Terminus
lokalisierten Ringe zeigen starke Ahnlichkeiten zum Mersacidin, weshalb dieses Peptid den
Typ B-Lantibiotika zuzuordnen ist. In wassriger Losung liegt Ltn Al gut strukturiert und in
globularer Anordnung vor. In Methanol existiert es als eher ungeordnetes und aggregier-
tes Molekiil [87].

Lacticin A2 (Ltn A2) besteht aus 29 Aminosauren (MW 2847 Da) mit insgesamt drei Ringen
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(ein Lan, zwei MeLan) und ebenfalls zwei zusatzlichen Dhb. Am N-Terminus besitzt dieses
Peptid eine a-Deaminierung. Die Ringe A, B und C zeigen starke Ahnlichkeiten mit Nisin.
Aufgrund dieses Verbriickungsmusters und seiner langgestreckten Form wird es den
Typ A-Lantibiotika zugeordnet. Im Vergleich zu Nisin hat Ltn A2 jedoch einen deutlich Ian-
geren N- und einen stark verklrzten C-Terminus [87]. Charakteristisch flir beide Peptide
ist das Vorhandensein von D-Ala, das vermutlich aus L-Ser und dessen Dehydrierung zu
Dha mit anschlieBender Reduktion und Sattigung entstanden ist [88]. Beide Peptide sind
hitzestabil und bieten gegeniber Nisin den entscheidenden Vorteil, dass sie auch bei phy-
siologischem pH-Wert die volle Aktivitat besitzen [86].

Die Synthese der Prapeptide und die posttranslationalen Modifikationen erfolgen durch
zwei LanM-Enzyme, jeweils eines flir jedes Einzelpeptid. Baut man in das plasmidcodierte
Gencluster zusatzliche lanRK, lanI und lanFEG ein, kann man eine verstarkte Produktion

von Lacticin beobachten [35].

2.5.1.2 Wirkspektren und —mechanismen des Lacticin 3147

Lacticin besitzt ein breites Wirkspektrum, u.a. gegen L. /actis, Stamme von Listeria,
Clostridium und Baciflus [86, 89], aber auch gegen Propionibacterium und klinisch relevan-
te Problemstdmme wie methycillinresistente S. gureus (MRSA), VRE und penicillinresisten-
te Pneumokokken (PRP) [87].

Zunachst wurde beobachtet, dass Ltn 3147 membranaktiv ist und einen Einfluss auf die
intrazelluldren ATP-, Kalium- und Phosphatkonzentrationen, das Membranpotenzial und
den pH-Gradienten hat [86]. Der Kaliumverlust wurde auf die Bildung membrandurch-
spannender Poren zurlickgefiihrt, die gegeniiber Kalium und Phosphat als ionenselektiv
anzusehen sind. Die Abnahme des ATP-Spiegels geht dagegen auf intrazellulare Hydrolyse
zuriick.

In der kombinierten Anwendung zeigen beide Einzelpeptide MHKs von 7 nM, was die An-
nahme einer 1:1-Stdchiometrie der Ltn A1/A2-Wirkung férdert. Die volle Wirksamkeit der
Kombination erreicht man nur, wenn man mit Ltn Al vorinkubiert und dann erst Ltn A2
hinzugibt oder beide Peptide zeitgleich induziert. Gibt man dagegen erst Ltn A2 und dann
Ltn A1 zum Zielorganismus, ist keine Wirkung zu beobachten. Die Untersuchung der Ein-
zelpeptide zeigt keine Aktivitdt des Ltn A2. Ltn Al hingegen liefert MHKso-Werte von
200 nM (MHKsp Nisin: 50 nm). Somit wird deutlich, dass Ltn Al auch als Einzelpeptid wirk-
sam ist, dessen Effektivitat durch die Anwesenheit von Ltn A2 verstarkt wird [72].

Die Strukturahnlichkeit des Ltn Al zu Mersacidin und dessen Wirksamkeit bei alleiniger

Anwendung deuten auf eine Bindung an Lipid IT und die Hemmung der bakteriellen Zell-
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wandsynthese hin. Das Molekiil scheint zu kurz zu sein, um die Zellmembran permeabili-
sieren zu kénnen und braucht daflir Ltn A2. Bestdtigt werden diese Vermutungen durch
Freisetzungsversuche an Liposomen. Unter der Zugabe der Einzelpeptide kam es auch in
hohen Konzentrationen zu keiner Permeabilisierung. Erst die Kombination von Ltn Al und
Ltn A2 flhrte zu einer 80%igen Freisetzung des eingeschlossenen Fluoreszenzfarbstoffes.
Die Tatsache, dass die Freisetzung bei Lipid II-freien Liposomen oder solchen mit Bac-
toprenolpyrophosphat deutlich geringer ausfiel, zeigt, dass Ltn 3147 wirklich Lipid II targe-
tiert. Untersuchungen mit Hilfe der Tryptophan-Fluoreszenzspektroskopie zeigen, dass
Ltn Al in Anwesenheit von Ltn A2 tiefer in die Membran eindringt. Nach einem Modellvor-
schlag von Wiedemann et a/. umfasst die Lacticin 3147-Wirkung einen dreistufigen Mecha-
nismus [90]. Der erste Schritt ist die Anlagerung und Bindung des Ltn Al an Lipid II Gber
ein dem Mersacidin ahnliches Bindungsmotiv. Diese Bindung stabilisiert oder induziert eine
Konformation des Ltn Al-Lipid II-Komplexes, die die nachfolgende Anlagerung des Ltn A2
erlaubt. In einem dritten Schritt nimmt das Ltn A2 nach Bindung eine transmembranare
Anordnung ein, und es kommt zur Porenbildung. Die Poren haben eine Lebenszeit von

einigen Millisekunden und einen Durchmesser von 0,6 nm.

2.5.1.3 Kommerzieller Einsatz des Lacticin 3147

Da Ltn 3147 selber aus Starterkulturen der Kefirproduktion isoliert wurde, veranderte man
andere Starterkulturen gentechnologisch so, dass sie dieses Lantibiotikum produzieren.
Mittlerweile existieren 25 solcher Stamme, die alle den GRAS-Status besitzen und die Qua-
litdt von Milchprodukten, ahnlich wie Nisin, kontrollieren sollen. Wie Nisin ddmmen sie das
Wachstum von Listerien ein, kontrollieren aber auch das Wachstum von Nicht-Starter-
LABs, die bei unkontrolliertem Wachstum durch Bildung von Calciumlactatkristallen die
Qualitat von Kase stark beeintrachtigen kdnnen [89]. Ltn 3147 existiert auch als Pulverzu-
bereitung, die flir die Sauglingsnahrung eingesetzt werden kann. Durch die Wirksamkeit
von Ltn 3147 bei neutralem pH-Wert stellt dieses Peptid eine echte Alternative zu Nisin
dar.

Tiermedizinisch wird Ltn 3147 in Kombination mit mechanischen Barrieren aus Paraffin zur
Behandlung boviner Mastitis eingesetzt und reduziert die Anzahl pathogener Keime in der
Milch. ,Teat Seals®" der Firma Cross Vetpharm Group Ltd. (Dublin, Irland) ist eine tierme-

dizinische lacticinhaltige Zubereitung, die im Handel erhaltlich ist [22].

2.5.2 Andere Zwei-Peptid-Lantibiotika

An dieser Stelle soll nur ein grober Uberblick {iber weitere Verbindungen der Zwei-Peptid-
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Lantibiotika gegeben werden [19].

Cytolysin besteht aus Cytolysin L" und S’ mit 44 bzw. 27 Aminosduren. Die Prapeptide L
und S sind 68 und 63 Aminosauren lang. Beide Propeptide besitzen eine blockierende
Gruppe am N-Terminus. Staphylococcin C55 aus Stammen von S. gureus besteht aus
den Peptiden a und B und ist gegen 120 andere Stdmme S. gureus, inklusive multiresis-
tenter Stamme wirksam. Plantaricin W (Plw) aus Lactobacillus plantarum besteht aus
den Propeptiden a und B mit 30 (MW 3225 Da) und 22 (MW 3207 Da) Aminosauren, die
im Verhaltnis 1:1 wirken. Eine Besonderheit beim Plw a ist das Vorhandensein von einem
Serin und zwei Cysteinen, die nicht posttranslational modifiziert wurden. Die Prapeptide
weisen Homologien zu Ltn 3147 und Staphylococcin C55 auf. Plw ist gegen viele gramposi-
tive Bakterien unabhdngig vom Konzentrationsverhaltnis der Einzelpeptide wirksam, u.a.
gegen Stamme von Lactococcus, Oenococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus,

Listeria und S. aureus. Die Einzelpeptide zeigen keine Wirksamkeit [91].

2.6 Bisherige Untersuchungstechniken zur Charakterisierung der Lantibio-

tikawirkung

Sowohl die Wirkspektren, als auch die Wirkmechanismen und Strukturen des Nisins und
anderer Lantibiotika wurden bisher mittels verschiedener Techniken untersucht. Die ein-
fachste Variante zur Charakterisierung des Wirkspektrums ist die Bestimmung der minima-
len Hemmkonzentrationen gegeniiber sensitiven Bakterienstammen [45, 47-49, 59, 83,
92]. Wirkverlust oder —verstarkung modifizierter Lantibiotika kdnnen so ermittelt werden.

Flr Aussagen zur Konformation geldster Lantibiotika oder der Peptid-Lipid II-Komplexe
werden NMR-Messungen als gebrauchliche Methode eingesetzt [37, 69, 81, 87, 93]. Un-
tersuchungen zum Wirkmechanismus wurden (berwiegend an Lipidvesikeln durchgefiihrt,
die aus zwei oder mehreren Phospholipidschichten bestehen. Die Lipidvesikel dienen dabei
als Modellmembranen. Unabhdngig von anderen Organellen der Bakterienzelle kann damit
auf Mechanismen an und in der Zellmembran fokussiert werden. Hinsichtlich ihrer Lipidzu-
sammensetzung kénnen die Lipidvesikel variiert werden und erlauben damit Aussagen zu
Phospholipid-Einfliissen auf die Wirkmechanismen der Lantibiotika. Um die Wechselwir-
kung der Peptide mit mdglichen spezifischen Targetstrukturen wie Lipid II zu untersuchen,
werden diese Strukturen in die Modellmembranen eingebaut. Der Einfluss der Peptide auf
die verschiedenen Membranen wird (ber die Freisetzung von vesikuldr eingeschlossenen
Verbindungen verfolgt. Typischerweise werden dafiir Ionen, radiomarkierte Substanzen
und Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Auf diese Weise lassen sich neben Wirkmechanis-

men und essentiellen Strukturelementen der Wildtyp-Lantibiotika auch diverse genetisch
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veranderte Peptide oder Peptidfragmente untersuchen [45, 46, 54, 55, 67, 79, 90]. Neben
Freisetzungsversuchen aus Vesikeln zur Aufkldrung der Wirkmechanismen bedient man
sich aber auch anderer Methoden wie beispielsweise der isothermalen Titrationskalori-
metrie (ITC). Grundlage sind auch hier verschiedene Lipidvesikel, zu denen das interessie-
rende Peptid pipettiert wird. Gemessen wird die Intensitat der Wechselwirkung zwischen
Peptid und Modellmembran (iber die veranderliche Enthalpie des Systems. Der Warmege-
halt verdndert sich dabei proportional zur Intensitit der Wechselwirkung. Uber die Be-
stimmung von Bindungsisothermen lassen sich mit dieser Methode auch Gleichgewichts-
bindungskonstanten bestimmen [56].

Um die Orientierung der Peptide in den Membranen und die Anordnung der Phospholipide
und Targetstrukturen selber naher zu charakterisieren, bedient man sich radio- oder fluo-
reszenzmarkierter Lipide, Peptide und Targetstrukturen [58, 67, 68]. Durch Beobachtung
der markierten Substanzen kann man beispielsweise ihre Positionen in der Membran ver-
folgen oder den Peptid-Lipid II-Komplex hinsichtlich Aufbau und Porenstéchiometrie cha-
rakterisieren. Eine interessante Methode, um Peptide innerhalb der Membranen zu lokali-
sieren, ist der Austausch von Aminosauren gegen Tryptophan und die Messung der veran-
derten Fluoreszenz dieser Mutanten in Gegenwart der Membran [59, 66].

In Studien zur Untersuchung des Lantibiotika-Einflusses auf die Zellwandsynthese wurden
markierte Zwischenstufen des Syntheseweges verwendet [61, 82].

Anhand all dieser Methoden lassen sich, wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrie-
ben, viele Erkenntnisse Uber die Struktur und die Wirkungsweise der Lantibiotika gewin-
nen. Ein Nachteil der Freisetzungsversuche ist, dass nur Endzustédnde ausgewertet werden
kdnnen. Welche Veranderungen sich wahrend der Peptidwirkung ergeben, lasst sich nur
schwer verfolgen. Untersuchungen zur Gewinnung kinetischer Parameter sind rar, die exis-
tierenden Methoden beschranken sich auf die Ermittlung der Gleichgewichtsbindungskon-
stante. Da sich die Gleichgewichtsbindungskonstante der Peptid-Membran-Interaktion aber
aus mehreren Einzelprozessen zusammensetzt, ist die Anwendung zusatzlicher Methoden
notwendig. In der vorliegenden Arbeit kommen daflir verschiedene Biosensortechniken

zum Einsatz, die im Folgenden naher vorgestellt werden.

2.7 Biosensoren

Entsprechend der IUPAC-Definition sind Biosensoren in sich geschlossene ganzheitliche
Einheiten, die spezifische quantitative oder semiquantitative Informationen unter Verwen-
dung eines biologischen Erkennungssystems, das in direktem Kontakt mit einem elektro-

chemischen Wandler steht, liefern [94]. Die Vorteile der Biosensoren liegen klar auf der
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Hand. Sie sind relativ preisginstig, arbeiten schnell, und die Proben sind mit wenig Auf-
wand vorzubereiten. Thre hohe, durch ihre Substratspezifitat gegebene Selektivitdt und die
Mdglichkeit der Echtzeitanalyse machen sie zu attraktiven Kandidaten in der klinischen
Praxis [95]. Die beiden Kernelemente von Biosensoren sind der Biorezeptor und der Wand-
ler (Transducer). Der Biorezeptor nutzt biologische Mechanismen zur Erkennung des Ana-
lyten. Biorezeptoren kénnen in fliinf Hauptgruppen unterteilt werden [96]: (1) Antikdrper
und Antigene, (2) Enzyme, (3) Nukleinsduren, (4) zelluldre Strukturen und Zellen sowie (5)
Biomimetika. Der Begriff Biomimetika umfasst genetisch hergestellte Molekiile, kiinstliche
Membranen und molekulare Abdrlicke. Nach Interaktion des Analyten mit dem entspre-
chenden Biorezeptor wird das entstehende Signal auf den Wandler (bertragen, der es in
eine messbare Gr6Be umwandelt. Auch hier lassen sich entsprechend des zugrundeliegen-
den Messsystems Klassifizierungen vornehmen. Am haufigsten findet man elektrochemi-
sche und optische Wandler. Elektrochemische Wandler basieren auf Anderungen im
Stromfluss (Amperometrie), der Spannung (Potenziometrie) oder der Leitfahigkeit (Kon-
duktometrie). An dieser Stelle soll das vielleicht prominenteste Beispiel das Prinzip der
Biosensoren noch einmal verdeutlichen. Der Glukosesensor zur Bestimmung der Glukose-
konzentration im Blut kombiniert einen enzymatischen Biorezeptor mit einem ampero-
metrischen Wandler (Abb. 14).

@
4 [ I p. Detektion:
RECe Stromfluss (e”) ~ [Glukose]
Glukoseoxidase ' Platinelektrode:

H,0, > 0, +2H*+2 e

Glukose + O, + H,0—> Glukonolacton + H,0,

Abbildung 14: Der Aufbau eines Biosensors mit seinen Hauptkomponenten Biorezeptor und Wandler am
Beispiel des Glukosesensors.

Die Glukose wird durch die auf einer Elektrode immobilisierte Glukoseoxidase umgesetzt.
Das dabei entstehende Wasserstoffperoxid wird an einer Platinelektrode reduziert und der
auftretende Stromfluss, der sich proportional zur Glukosekonzentration verhalt, durch ei-
nen amperometrischen oder potenziometrischen Wandler registriert und aufgezeichnet
[97].

Auch das Antibiotikum Penicillin lasst sich potenziometrisch bestimmen. Die auf einer
pH-sensitiven Elektrode immobilisierte Penicillase hydrolysiert das Penicillin. Das dabei
freigesetzte Proton wird Uber die Elektrode erfasst [98].
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Optische Wandler beruhen auf der Messung von absorbiertem oder emittiertem Licht als
Folge der Bioreaktion. Beispielsweise wurden auf der Surface-Plasmon-Resonance (SPR)
basierende Biosensoren entwickelt, mit denen HIV-1 Proteasehemmer identifiziert und
charakterisiert werden kénnen [99]. Fluoreszenzmarkierte Proteine als Teil des Biorezep-
tors sind weit verbreitet in der Untersuchung einer Vielzahl von zelluldren Prozessen [100].
Neben elektrochemischen und optischen Wandlern existieren auch solche, die Warmever-
anderungen wahrend der Reaktion des Analyten registrieren (kalorimetrische Transducer),
sowie massesensitive Wandler (piezoelektrische Transducer), die zunehmend an Bedeu-
tung gewinnen.

Die in dieser Arbeit zum Einsatz kommenden Biosensoren nutzen biomimetische Erken-
nungssysteme. Als Transducer werden ein elektrochemisches und ein massesensitives

Prinzip verwendet, die beide im Folgenden naher erldutert werden sollen.

2.8 Quarzmikrowaage
2.8.1 Theoretische Grundlagen

Das Kernstiick der Quarzmikrowaage (engl.: quartz crystal microbalance, QCM) sind dilin-
ne, scheibenférmige Quarzkristalle mit piezoelektrischen Eigenschaften.

Als Piezoeffekt wird das Auftreten von messbaren Ladungsverschiebungen infolge mecha-
nischer Beanspruchung in Kristallen ohne Symmetriezentrum bezeichnet. Die Verformung
von Kristallen durch ein externes elektrisches Feld heiBt inverser piezoelektrischer Effekt.
Die am haufigsten verwendeten AT-Quarzkristalle zeichnen sich durch eine hohe Tempera-
turstabilitdt aus. Sie werden in einem Winkel von 35,10° bis 35,15° zur optischen Achse
aus Quarzkristallen geschnitten (Abb. 15 A). Auf Ober- und Unterseite der Quarze werden
Elektroden aufgedampft, an die eine Wechselspannung angelegt wird. Das entstehende
externe elektrische Feld flihrt zu einer Verschiebung der Ionen in jeder Elementarzelle des
Kristalls. Die Summe der Ladungsverschiebungen fiihrt zu einer Verformung des gesamten
Kristalls, der Quarz schwingt [101-103]. Wahrend der Teilchenbewegung verschieben sich
die einzelnen Schichten des Quarzes gegeneinander, ohne dass es zu einer Deformation
innerhalb dieser Schichten kommt. Man spricht in diesem Fall von Scherschwingungen
oder vom Schwingen im Dickenschermodus (Abb. 15 B). Die laterale Amplitude des

schwingenden Quarzes betragt 1 bis 2 nm.
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Abbildung 15: Herstellung und Funktionsweise von Quarzkristallen. A) Die besonders temperaturunabhangi-
gen AT-Quarzkristalle werden in einem Winkel von 35,10° bis 35,15° zur optischen Achse aus dem Kristall
geschnitten. B) Die Quarze sind auf Ober- und Unterseite mit Elektroden beschichtet. Durch ein extern ange-
legtes elektrisches Feld wird der Quarzkristall zum Schwingen angeregt. Die Anregungsrichtung entlang der y-
Achse verlauft dabei senkrecht zur Schwingungsrichtung des Quarzes (x-Achse). Bei der entstehenden Scher-
schwingung kommt es zur Verschiebung der Quarzschichten gegeneinander ohne Verformungen innerhalb der
Schichten.

Die Grundfrequenz fdes Quarzkristalls entspricht seiner Resonanzfrequenz und hangt von
der Dicke des Quarzes d und der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Transversalwelle v; ab
(Gl. 1). Letztere ist konstant und keine Eigenschaft der Transversalwelle. Die Ausbrei-
tungsgeschwindigkeit v;- wird durch die Eigenschaften des Quarzes wie z.B. seiner Dichte

und des Schermoduls bestimmt.

f=—1 .
T (Gl. 1)
Af _ Ad _ Am |

Beschichtet man die auf den Quarz aufgedampften Elektroden, beispielsweise mit Modell-
membranen, entspricht dies formal einer Zunahme der Quarzdicke 4d. Folglich muss es
bei konstanter Ausbreitungsgeschwindigkeit der Transversalwelle zu einer Abnahme der
Resonanzfrequenz kommen. Die Bindung von Substanzen an die Membran erhoht die
Quarzdicke zusatzlich und damit auch die Frequenzabnahme. Der Zusammenhang zwi-
schen Masseauflagerung (Dickenzunahme) und Frequenzabnahme bildet die Basis der
QCM und wurde bereits 1959 von Sauerbrey formuliert [104]. Die Frequenzanderung Af
ergibt sich danach entsprechend Gleichung 2.
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Dabei sind po und Fdie Dichte bzw. Flache des Quarzkristalls und 4m die Masse einer be-
liebigen, den Kristall bedeckenden Schicht. Da g, pp und F konstant sind und sich zur
Schichtwageempfindlichkeit C;zusammenfassen lassen, vereinfacht sich Gl. 2 zu:

Af =-C; Am (Gl. 3)

Der lineare Zusammenhang zwischen fund m wurde urspriinglich an der Luft gemessen.
Seine Glltigkeit wurde jedoch auch flir Messungen in Fllssigkeiten bewiesen, hier gilt er
aber nur fir diinne und starre Filme. Bei dickeren Filmen missen bei der Berechnung der
Frequenz auch die Dichte und die Viskositat der Lésung berticksichtigt werden. Mit den am
meisten verbreiteten Quarzwaagen lassen sich Massen bis 100 pg bestimmen. Im kleins-
ten Messbereich liegt die Limitierung bei etwa 1 ng, womit die QCM hundertfach sensitiver
als elektronische Waagen ist (Sensitivitat elektronischer Waagen ~0,1 ug). Um die Sensiti-
vitat der QCM zu gewabhrleisten, sollte die aufgelagerte Masse nicht mehr als 2% der Mas-
se des Quarzes ausmachen. Die Sensitivitat der QCM lieBe sich durch Quarze mit gréBerer
Grundfrequenz erhdhen. Allerdings sind diese aufgrund ihrer Zerbrechlichkeit nur schwer
zu handhaben [103].

Neben der reinen Messung der Massebeladung liefern neuere Quarzwaagen noch einen
weiteren Parameter, die Dampfung. Die Dampfung beschreibt die Energieverluste durch
den aufgelagerten Film auf die Frequenz des Quarzes. Mit Hilfe der Dampfung lassen sich
Aussagen zu viskoelastischen Eigenschaften der Filme treffen. Handelt es sich um einen
sehr diinnen und starren Film, nimmt dieser die Schwingung des Quarzkristalls gut auf und
wird in dieselbe Richtung ausgelenkt. Handelt es sich jedoch um weniger starre Filme, die
zusatzlich sehr voluminds sind, wird die Schwingung des Films im Vergleich zu der des
Quarzes verzogert sein. Ein solcher Film bewirkt Energieverluste, welche die Frequenz des
Quarzes beeinflussen: Er dampft den Quarz. Als solch dampfende Filme sind beispielswei-
se die dichte Anordnung von Vesikeln, multilamellaren Liposomen oder ganzen Zellen an-
zusehen. Definierte Mono- oder Bilayer gelten dagegen als relativ starre Schichten [105].
Als Ursache flir die Dampfung werden verschiedene Mdglichkeiten diskutiert. Potenzielle
Einflussfaktoren sind pordse Filme, Wasser innerhalb der Filmschicht und das angelagerte
Bulkwasser [106]. Da die Oberfldche der Quarzkristalle die Adsorption beeinflusst, spielt
auch sie eine Rolle bei der Betrachtung der Dampfung. Auch kann die Dampfung in ver-
schieden Schichten der aufgelagerten Masse vorkommen. So kann es beispielsweise bei
der Bindung von Proteinen an eine auf dem Quarz immobilisierte Schicht zu Dampfungen
innerhalb der Proteinschicht oder an den Grenzflachen Protein/immobilisierte Schicht bzw.
Protein/Fllissigkeit kommen.
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Die Dampfung lasst sich mit kommerziell erhdltlichen Quarzwaagen Uber zwei Wege
bestimmen. Weit verbreitet ist es, den Wechselstrom abzustellen und die Zeit zu messen,
bis die Schwingung des Quarzes zum Erliegen gekommen ist. Bei starren Schichten ver-
geht dabei sehr viel mehr Zeit im Vergleich zu stark ddmpfenden Schichten. Die zweite,
auch in dieser Arbeit verwendete Methode, gleicht den durch die Dampfung verursachten
Energieverlust auf die Frequenz durch Spannungserhéhung aus. Die zusatzlich benétigte
Energie wird in Hz umgerechnet.

Nachdem bei der urspriinglichen Verwendung der QCM als Biosensor nur die Frequenzan-
derungen bestimmt wurden, geht man zunehmend dazu Uber, die simultane Dampfungs-
analyse durchzufiihren. Neben den absoluten Masseauflagerungen erhdlt man so auch
Informationen Uber die Eigenschaften dieser Massen. Abbildung 16 soll an einem beispiel-
haften Kurvenverlauf die simultane Ermittlung der Frequenz- und Dampfungsanderung (Af

bzw. AD) veranschaulichen.

Af [H2]
[zH] av

T T T T T T T
0 400 800 1200 1600 2000 2400

Zeit [s]

Abbildung 16: Der beispielhafte Verlauf von Frequenz (schwarz) und Dampfung (grau) eines Quarzkristalls.
Auf der Elektrode sind Modellmembranen und Rezeptoren immobilisiert. Die Peptidbindung lasst sich bei Zuga-
be des Liganden nach rund 800 s in Echtzeit mittels der auftretenden Frequenzab- und Dampfungszunahme

bestimmen.

Zunachst muss der Quarzkristall nach Anlegen der Wechselspannung bis zum Erreichen
konstanter Frequenz- und Dampfungswerte (f- bzw. D-Werte) einschwingen. Bei der Bin-
dung von Analyten an ihre beispielsweise in den Modellmembranen integrierten Rezepto-
ren kommt es zu einer Frequenzabnahme, deren GroBe der aufgelagerten Masse proporti-
onal ist. Gleichzeitig lassen sich liber die Dampfungszunahme Aussagen zu den viskoelasti-
schen Eigenschaften der Modellmembran nach erfolgter Peptidbindung treffen. Detaillierte-
re Angaben dazu erhalt man aus dem Anstieg des zeitunabhdngigen D/f-Graphen. Je ho-
her der Betrag des Anstieges, desto starker dampfend ist die aufgelagerte Masse.
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Abbildung 17: Die Bestimmung kinetischer Parameter aus dem Frequenzverlauf. Die Assoziationskonstante
kass kann aus dem abfallenden, die Dissoziationskonstante kg aus dem ansteigenden Kurvenast berechnet

werden. Der Quotient aus kgss und ks liefert die Gleichgewichtsdissoziationskonstante kp.

Betrachtet man nur den Frequenzverlauf (Abb. 17), so fallt auf, dass es nach dem Abfallen
der Frequenz zu einem leichten Anstieg kommt, ehe die Frequenz wieder einen konstanten
Wert erreicht. Ursache ist die Dissoziation eines Teils der angelagerten Peptide.

Uber die abfallenden und ansteigenden Kurvenbereiche lassen sich aus dem f/t-Graphen
die kinetischen Parameter Assoziations-, Dissoziations- und Gleichgewichtsdissoziations-
konstante (Kass, Kdiss, Kp) bestimmen.

Zur Berechnung der Bindungskonstanten geht man von folgender Reaktionsgleichung
(Gl. 4) aus, nach der eine geldste Substanz A mit einer immobilisierten Substanz B einen

reversiblen Komplex AB bildet:

kass
A+B @k AB (Gl. 4)

diss

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Komplexbildung ergibt sich entsprechend Gl. 5:

A8)_ . [A)[B]- ke [28] (Gl. 5)
2128 [8]- k. [ne] (Gl 6)

Die Komplexbildung wird dabei durch Assoziations- und Dissoziationsvorgdange bestimmt.
Der Prozess der Dissoziation entspricht einer Kinetik erster Ordnung, der der Assoziation
formal gesehen einer Kinetik zweiter Ordnung. Da Kinetikbestimmungen mit der QCM aber

unter Flussbedingungen durchgefiihrt werden, ist die Konzentration der gelésten Substanz
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A konstant — es werden immer gleiche Mengen Uber die immobilisierte Schicht gespuilt. In
Gleichung 5 kénnen &5 und fAJ damit zu einer neuen Konstanten &' zusammengefasst
werden (Gl. 6). Der Prozess der Assoziation folgt einer Kinetik pseudo-erster Ordnung
[101, 107, 108]. Durch den linearen Zusammenhang zwischen der Masse des Analyten
(bzw. dessen Konzentration) und der Frequenzanderung ergeben sich, abgeleitet aus Glei-
chung 5, folgende Beziehungen, wobei Gleichung 8 nur den Prozess der Dissoziation be-

schreibt:

Af

— =k, [A[(f  —F)—Kg T .
At ass [ ]( max ) diss (GI 7)
Af
—=—k.
At diss (GI 8)

Dabei entspricht #der Frequenzabnahme durch die Bildung des Komplexes AB, A der kon-
stanten Konzentration des Analyten und 7. der Frequenzanderung bei maximaler Bele-
gung der immobilisierten Substanz. Die Differenz aus 7, und fentspricht der Konzentrati-
on an unbesetzter immobilisierter Substanz. Fir die meisten der mit Quarzmikrowaagen
bestimmten Kinetiken wird nun Af/dt gegen f aufgetragen, wobei aus dem Anstieg der
entstehenden Geraden 4ss und dem Schnittpunkt mit der Abszisse k.. ermittelt werden
kdnnen [101]. Die kinetischen Parameter lassen sich aber auch durch nichtlineare Regres-
sion der Frequenzverlaufe (Abb. 17) unter Verwendung der Integrale der Gleichungen 7
und 8 bestimmen (GI. 9 und 10).

k [A] f — [Kass [Al+kgiss (t-t)]
Af = ——28s L 1 max (1_ ass diss \t=to
kass [A]+kdiss ( ° ) (GI 9)
Af = AfO e*[kdiss (t-to)] (Gl 10)

Aus den Gleichungen 9 und 10 wird ersichtlich, dass zuerst die Dissoziationskonstante be-
stimmt werden muss. Der Quotient aus Auss und A liefert die Gleichgewichtsdissoziati-

onskonstante 4p.

2.8.2 Vor- und Nachteile der QCM

Klarer Vorteil der Quarzmikrowaage ist die Gewinnung vielfdltiger Aussagen Uber die je-
weils untersuchten Prozesse. Neben reinen Massebestimmungen erhdlt man Aussagen zu

den Eigenschaften der gebundenen Masse, sowie bei Bindungsprozessen zusatzlich detail-
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lierte kinetische Parameter wie die Assoziations-, Dissoziations- und Gleichgewichtsdissozi-
ationskonstante.

Im Gegensatz zu anderen Methoden miissen die Analyten weder markiert noch aufgerei-
nigt werden [103]. Zu der daraus resultierenden Zeitersparnis kommen auBerdem die ver-
gleichsweise kostengiinstige Anschaffung der Quarzwaage und die Moglichkeit der mehr-
fachen Verwendung der Quarzkristalle hinzu. Unter Verwendung der aufgedampften Elek-
troden kann die QCM mit elektrochemischen Bestimmungsverfahren kombiniert werden.
Als nachteilig ist die geringe Durchsatzrate bei Verwendung der Quarzwaage anzusehen,
da jeder Kristall einzeln beschichtet werden muss und die Anzahl der Oszillatoren je
Quarzwaage auch beschrankt ist. Trotz aller Vorteile wird sich die QCM daher nicht zur
Analysenmethode mit hohem Durchsatz entwickeln.

Diskutiert wird immer wieder die Vergleichbarkeit von QCM und SPR, einem auf optischen
Methoden basierenden System zur Massebestimmung. Hinsichtlich Sensitivitat und Selekti-
vitat sind beide Verfahren ahnlich leistungsfahig. Problematisch bei der SPR kann die Be-
schichtung werden. AuBerdem ist sie in optisch undurchsichtigen Medien nicht durchfihr-
bar. Die Bestimmung der gebundenen Masse erfolgt aber etwas genauer als bei der QCM,
da der Einfluss flissiger Umgebungen vernachldssigt werden kann. Im Gegensatz dazu
kdnnen mit der SPR keine Aussagen zu viskoelastischen Eigenschaften der aufgelagerten
Massen getroffen werden. Um die Nachteile beider Methoden auszugleichen, kombinieren

einige Arbeitsgruppen die QCM und die SPR.

2.8.3 Anwendung der QCM

Urspriinglich wurde die QCM hauptsachlich zur Charakterisierung von Filmbildungs- und
Oxidations- [109, 110] sowie von Polymerisationsprozessen [111] verwendet. Aktuell wird
die Quarzwaage Uberwiegend als Biosensor zur Untersuchung vielféltigster biologischer
Vorgange genutzt. Dabei wird eine Komponente auf dem Quarz immobilisiert und die Bin-
dung einer zweiten Substanz beobachtet. Im Folgenden sollen nur einige wenige Beispiele
die Vielfaltigkeit der QCM-Untersuchungen demonstrieren. Eine Aufzéhlung aller bisher
durchgeflihrten Untersuchungen wiirde an dieser Stelle zu weit fiihren. So wurde etwa die
Adhasions- und Spreitungsfahigkeit von Praosteoblasten an verschiedenen auf dem Quarz
immobilisierten Schichten (Tantal bzw. Chrom) untersucht. Dabei zeigte sich eine verstark-
te Adhasion an Ta-Flachen, wodurch es als mégliches Biomaterial zur Anregung der Kno-
chenneubildung interessant wird [112]. Allerdings zeigt sich hier schon die Notwendigkeit
der simultanen Bestimmung der Dampfung, da diese bei Verwendung ganzer Zellen ex-

trem groB ist [106]. Im Gegenteil zum eben erwahnten Beispiel kdnnen verschiedenste
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Biomaterialien auch hinsichtlich unerwiinschter Einfliisse auf das Blutgerinnungssystem
untersucht werden [113]. Eine ganz andere Richtung schlagen Untersuchungen zur Hybri-
disierung von DNA ein. Unter Verwendung der bekannten und hochaffinen Rezeptor-
Ligand-Bindung des Biotin-Avidin-Systems wird auf dem Quarz zundchst Streptavidin im-
mobilisiert, an das man biotinylierte Proben-DNA koppelt. Die Hybridisierung durch Target-
DNA kann dann mit der QCM verfolgt werden [114]. Die Detektierung des Folat-
Bindungsproteins (FBP) als Marker flir verschiedene maligne Erkrankungen mittels QCM
wurde ebenfalls untersucht. Die sehr zligige Analyse des FBPs erfolgt dabei iber immobili-
siertes, an BSA gekoppeltes Folat [115]. Auf @hnliche Weise lassen sich auch Biotinkon-
zentrationen klinisch einfach bestimmen [116]. Uber die Ermittlung kinetischer Parameter
mittels QCM werden beispielsweise Peptid-Peptid-Interaktionen [117] oder hydrolytische
Reaktionen [118] verfolgt.

2.9 Zyklische Voltammetrie
2.9.1 Theoretische Grundlagen

Die Zyklische Voltammetrie (CV) ist die vielleicht vielfaltigste und interessanteste elektro-
analytische Technik. An eine stationdre Elektrode, die in eine nicht geriihrte Lésung ein-
taucht, wird eine Spannung angelegt. Diese Spannung wird gegen eine Referenzelektrode,
meist eine Silber-/Silberchlorid- oder gesattigte Kalomelelektrode, gemessen und kontinu-
ierlich in Form einer Dreiecksspannung verandert (Abb. 18). Komplettiert wird das Drei-
elektrodensystem durch eine Hilfselektrode (z.B. Platin), liber die der Strom abgefangen

wird, der sonst durch die Referenzelektrode flieBen und ihr Potenzial verandern wirde.

Zyklus 1 ‘ Zyklus 2 ‘_{

+ Spannung [mV] _

Zeit [S] ———

Abbildung 18: Der zeitliche Verlauf der bei der Zyklischen Voltammetrie auftretenden Spannung. Ausgehend
von einem Anfangspotenzial U,,; wird die Spannung bis zu einem Umkehrpotenzial U,, zunehmend negativ.
Nach Erreichen des Umkehrpotenzials wird die Spannung entgegengesetzt gefahren, bis das Anfangspotenzial

wieder erreicht und der Spannungszyklus vollendet ist [nach 120].
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Die Begrenzungspunkte eines Spannungszyklus sind das Anfangs- und das Endpotenzial,
die identische Werte aufweisen. Ausgehend vom Anfangspotenzial wird die Spannung zu
steigenden negativen Werten verandert. An einem Umkehrpotenzial wird die Spannung
zurlick zu steigenden positiven Werten verandert, bis das Endpotenzial (= Anfangspoten-
zial) erreicht ist. Dieser Zyklus kann beliebig oft wiederholt werden. Der zeitliche Verlauf
der veranderlichen Spannung ist in Abbildung 18 dargestellt. Der ansteigende Kurventeil
entspricht dem Spannungsverlauf der Hinreaktion, der abfallende dem der Riickreaktion.
Das Verhaltnis aus Spannung und Zeit liefert die Spannungsgeschwindigkeit.

Die MessgroBe der CV ist die in Abhangigkeit der angelegten Spannung auftretende
Stromstarke, die durch die Umsetzung reduzier- und oxidierbarer Substanzen entsteht. Die
zugrundeliegende Bewegungsart der Substanzen ist die Diffusion. Migrationseffekte wer-
den durch Zugabe eines Leitsalzes unterdriickt. Das typische Zyklovoltammogramm ist ein

I/U-Diagramm und in Abbildung 19 zu sehen.

kathodisch

Stromstéarke [mA]
o

anodisch

Abbildung 19: Ein typisches Zyklovoltammogramm eines reversiblen Redoxsystems. Dargestellt sind der
Verlauf der Stromstarke in Abhdngigkeit von der angelegten Spannung und die zur Charakterisierung der Re-
aktion notwendigen KenngréBen. [nach 120].

Zunachst sollen der Kurvenverlauf und die Hintergriinde der CV am Beispiel des reversib-
len Redoxpaares Fe3*/Fe?* erldutert werden. Das Anfangspotenzial wird von Punkt a) aus
konsequent zu negativeren Werten verandert, bis es ausreichend negativ fir die kathodi-
sche Reduktion von Fe3* ist (Punkt b) und es zum Auftreten eines Faradayschen kathodi-
schen Stromflusses kommt. Bei weiterer Spannungsanderung (Bereich ¢) kommt es zum
verstarkten Umsatz von dreiwertigem Eisen und einem entsprechenden Stromanstieg, bis
der Diffusionsgrenzstrom erreicht ist (Punkt d). Das Verhéltnis von Fe** zu Fe** kann je-
derzeit Uber die aktuell angelegte Spannung mit Hilfe der Nernstschen Gleichung berech-
net werden. Im Bereich des Diffusionsgrenzstromes ist die Elektrodenumgebung an Fe**

verarmt, da in diesem Bereich die Ionen vollstandig reduziert wurden. Jedes aus der L6-
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sung nachdiffundierende Fe** wird sofort an der Kathode reduziert. Eine Spannungsénde-
rung fuhrt im Gegensatz zum Abschnitt ¢) nicht zu einem erhdhten Stromfluss. Im Gegen-
teil, es kommt sogar zu einem Stromabfall (Abschnitt e€), dessen Ursache in der zuneh-
menden Dicke der Diffusionsgrenzschicht (aus Fe?*) und der dadurch erschwerten Nach-
diffusion von Fe** zu suchen ist. Am Umkehrpotenzial (Punkt f) wird die Spannung wieder
Richtung Anfangspotenzial und zunehmend positiveren Werten verandert. Dabei befindet
man sich zunachst noch im Bereich des Diffusionsgrenzstromes (Abschnitt g) mit den glei-
chen Erscheinungen wie in Abschnitt e). Ist das erreichte Potenzial ausreichend positiv
(Punkt h), kommt es zur anodischen Oxidation des durch die Hinreaktion an der Elektrode
aufkonzentrierten Fe?* und einem zunehmenden anodischen Stromfluss (Abschnitt i). Auch
bei der Riickreaktion kommt man nach gewisser Zeit in den Bereich des Diffusionsgrenz-
stromes (Punkt j) und der Abnahme des nunmehr anodischen Stromflusses durch die zu-
nehmende Diffusionsgrenzschicht (Abschnitt k). Nach Erreichen des Anfangspotenzials
beginnt der Zyklus von neuem. Der Stromfluss verhadlt sich wahrend der gesamten Zeit
proportional zum Konzentrationsgefalle in der Lésung und lasst sich wie folgt beschreiben
(Gl. 11):

|=—nF AD %2 "G
5

(Gl. 11)
Dabei sind 7 die Stromstdrke, n7 die Anzahl der je Ion Ubertragenen Elektronen, A die Fla-
che der Elektrode, D der Diffusionskoeffizient, F die Faraday-Konstante, ¢,-» die Konzen-
tration der Ionen in der Lésung, ¢y die Ionenkonzentration an der Elektrode und o die
Diffusionsschichtdicke. In den Abschnitten c) und i) des Zyklovoltammogramms nehmen
die Differenz zwischen der Ionenkonzentration an der Elektrode und in Losung sowie die
Diffusionsschichtdicke zu. Die Zunahme von 0 ist dabei geringer, es kommt insgesamt zu
einem Anstieg der Stromstarke. In den Punkten d) und j) hat der Konzentrationsunter-
schied sein Maximum erreicht, o nimmt aber weiter zu, was die Abnahme der Stromstarke
erklart.

Die stattfindenden Reaktionen lassen sich tber die ebenfalls in Abbildung 19 dargestellten
typischen KenngréBen eines Zyklovoltammogramms charakterisieren. Dazu gehdren das
AusmaB des anodischen und kathodischen Spitzenstroms (I,, bzw. I,.) und die entspre-
chenden Spitzenpotenziale Up, und Uy.. So entspricht bei reversiblen Reaktionen der Mit-
telwert der Spitzenpotenziale dem Standardpotenzial des Redoxpaares. Bei Raumtempera-
tur entspricht der Quotient aus 0,059 V und der Anzahl der Ubertragenen Elektronen bei
reversiblen Reaktionen der Differenz der Spitzenpotenziale. Ein verzogerter Elektronen-

transfer oder irreversible Reaktionen lassen sich Uber eine gréBere Differenz zwischen den
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Spitzenstromen erkennen. Der Quotient aus den beiden Spitzenstromen sollte bei reversib-
len und entsprechend schnellen Reaktionen bei 1 liegen. Die Spitzenstréme 7, hangen ent-
sprechend der Randles-Sev¢ik-Gleichung (Gl. 12) neben den schon erwshnten Faktoren

vor allem auch von der Spannungsgeschwindigkeit v ab:

3 1 1

|, =(2,69¢10°) n? AD?¢c,_, V2 (Gl. 12)

Irreversible Reaktionen zeichnen sich auch durch das Fehlen eines Peaks der Riickreaktion
aus, was die Auswertung Uber die Peakabstéande und -gréBen unmdglich macht. Neben
der an der Elektrode stattfindenden elektrochemischen Reaktion muss man auch mdgliche
vor- oder nachgelagerte chemische Reaktionen beachten, die das Aussehen des Zyklovol-
tammogramms beeinflussen. Die Elektrodenreaktion kann beispielsweise auch dadurch
irreversibel werden, dass das Produkt chemisch umgesetzt wird und somit flir die CV-
Bestimmung nicht mehr zur Verfiigung steht. Andererseits kénnen vorgelagerte chemische
Reaktionen erst die elektrochemisch aktive Substanz bilden. Diese eventuell auch langsa-
me chemische Reaktion wird zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt und beeinflusst

so den Abstand der Peakpotenziale zueinander [119-121].

2.9.2 Anwendung der CV

Grundsatzlich gibt es verschiedene Mdglichkeiten fiir CV-Untersuchungen. Man kann das
direkte Verhalten redoxaktiver Substanzen an Elektroden untersuchen, elektrochemisch
inaktive Verbindungen mit redoxaktiven Gruppen markieren oder das veranderte Verhalten
zusatzlicher redoxaktiver Substanzen durch die eigentlich zu untersuchenden Verbindun-
gen bestimmen. Zu Letzterem gehért beispielsweise die Analyse des Elektronentransfers
durch immobilisierte Schichten auf der Elektrode.

Ahnlich wie fiir die QCM gibt es auch fiir die zyklische Voltammetrie unzihlige Anwen-
dungsmdglichkeiten, von denen einige Aktuelle erwahnt werden sollen. Man kann bei-
spielsweise den Einbau elektrochemisch aktiver Substanzen in immobilisierte Schichten auf
der Elektrode untersuchen. Die Substanz gelangt bei gutem Einbau naher an die Elektro-
denoberflache, was sich in einem Anstieg der Stromstarke duBert [122]. Analyten kdnnen
auch von Beginn an immobilisiert werden. Neue Einblicke in die Funktion von Hadmoglobin
(Hb), vor allem unter Einwirkung von oxidativem Stress, wurden nach Immobilisierung des
Hb in einer Gelschicht, die sich auf der Elektrode befindet, gewonnen [123]. Hochinteres-
sant ist auch das Feld der DNA-Untersuchungen. Man nutzt dabei die Oxidationsfahigkeit
von Guanin und Adenin [124]. Damit kann ein Sensor entwickelt werden, der oxidative

DNA-Schaden erkennt [125] oder die Interaktion von Substanzen, z.B. des antikanzeroge-
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nen Emodins, mit DNA untersucht. Je starker die Interaktion, desto geringer fallt die Oxi-
dation der DNA aus [126]. Vorteilhaft gegentiber anderen Techniken wie HPLC, GC oder
Radioimmunoassays sind dabei der geringere Gerateaufwand und ein verminderter Zeit-
aufwand. Auch zur Quantifizierung von elektrochemisch aktiven Arzneistoffen wie Norethi-

steron in pharmazeutischen Formulierungen wird die CV eingesetzt [127].

2.10 Zielstellung der Arbeit

In Kapitel 2.6 wurden bereits bisher eingesetzte Techniken zur Aufkldarung des Wirkme-
chanismus von Lantibiotika beschrieben. Obwohl diese Techniken umfangreiche Aussagen
zu Lantibiotika liefern, gibt es Prozesse im Wirkungsgeschehen der Peptide, die damit nicht
erfasst werden koénnen. In der vorliegenden Arbeit sollen an dieser Stelle die Biosensor-
techniken der Quarzmikrowaage und der Zyklischen Voltammetrie eingreifen.

Die Wirkung von Lantibiotika auf bakterielle Membranen soll an Modellmembranen simu-
liert werden. Die Gestaltung der Modellmembranen erfolgt dabei so, dass sie die Abhan-
gigkeit der Wirkintensitat von Lipid II erkennen lasst.

Mittels der Quarzmikrowaage werden verschiedene Fragestellungen beantwortet. Neben
der Bestimmung absolut gebundener Peptidmengen in Abhdngigkeit der jeweils gegebe-
nen Modellmembran soll Gber die Dampfungsanalyse untersucht werden, wie die Zugabe
ausgewahlter Lantibiotika die viskoelastischen Eigenschaften der Membran verandert.

Ein besonderes Augenmerk unter der Verwendung der Quarzmikrowaage liegt auf der Be-
stimmung kinetischer Bindungsparameter. In der Literatur existieren nur wenige Werte flir
Bindungskonstanten der Lantibiotika, die sich dariiber hinaus auf Gleichgewichtsbindungs-
konstanten beschranken. Der komplexe Prozess der Bindung der Peptide an die Modell-
membran setzt sich aber aus den Einzelprozessen der Assoziation und der Dissoziation
zusammen. In der vorliegenden Arbeit sollen diese Einzelprozesse erstmalig mit Hilfe der
Quarzwaage isoliert und detailliert betrachtet werden.

Um Permeabilitatsanderungen in den Membranen detektieren zu kénnen, wird die Zykli-
sche Voltammetrie angewendet. Je nach Beschaffenheit der Modellmembranen kann auch
hier der Einfluss des Lipid II herausgearbeitet werden. Zusatzliche bildgebende Verfahren
sollen die QCM- und CV-Ergebnisse untermauern.

Die Kombination der beiden Biosensortechniken QCM und CV erlaubt weitere und detail-
lierte Einblicke in den Wirkmechanismus von Lantibiotika. Des Weiteren soll gezeigt wer-
den, dass die Verwendung von Modellmembranen trotz der recht einfachen Handhabung

vielfaltige Variationsmdglichkeiten erlaubt.
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3 Materialien und Methoden
3.1 Verwendete Chemikalien
Ammoniak

Chloroform

Essigsaure 99,8%

Ethanol
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin

1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanol-
amin-N-(7-nitro-2-1,3-Benzoxadiazol-4-yl)

1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac
(1-glycerol)]

1,2-Dipalmitoleoyl-sGlycero-3-Phospho-

cholin

Gallidermin
Hexadekanthiol

Insulin, B-Kette, oxidiert
Kaliumchlorid
Kaliumhexacyanoferrat-III
Lacticin 3147 Al

Lacticin 3147 A2

Lipid II

Mersacidin

Methanol

Methyliertes Nisin
Monochlorodimethyloktadecylsilan
Natriumsulfat-Decahydrat
Nisin

1-O-Hexadecyl-2-[a-Hexyl]-Palmitoyl-
sn-Glycero-3-Phosphocholin

1- O-Hexadecyl-2-[12-Methyl]-Palmitoyl-
sn-Glycero-3-Phosphocholin

2-Propanol 99,99%
Schwefelsaure 95-97%
Wasserstoffperoxid 30%

Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
KMF, Lohmar, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL,
USA

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL,
USA

AK Sahl, Universitat Bonn, Deutschland
FLUKA, Neu-Ulm, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
FLUKA, Neu-Ulm, Deutschland

FLUKA, Neu-Ulm, Deutschland

AK Sahl, Universitat Bonn, Deutschland
AK Sahl, Universitat Bonn, Deutschland
AK Sahl, Universitat Bonn, Deutschland
Hoechst, Frankfurt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

AK Sahl, Universitat Bonn, Deutschland
FLUKA, Neu-Ulm, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
AK Sahl, Universitat Bonn, Deutschland

Dr. Rattay, Universitat Halle, Deutsch-
land

Dr. Rattay, Universitat Halle, Deutsch-
land

FLUKA, Neu-Ulm, Deutschland
FLUKA, Neu-Ulm, Deutschland
FLUKA, Neu-Ulm, Deutschland
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3.2 Quarzkristalle und deren Reinigung

Zum Einsatz kamen AT-geschnittene planare Quarzkristalle. Charakteristisch fir diese Kris-
tallplttchen sind ihre Temperaturstabilitdt und ein Schermodul von 2,947 « 10 g cm™s™
(~2,5 101N m?). Die Resonanzfrequenz variiert je nach Dicke des Quarzes. Fir die
QCM-Versuche wurden mit Gold beschichtete Quarzkristalle der Firma ifak e.V. (Barleben,
Deutschland) mit einer Resonanzfrequenz von 10 MHz und einem Durchmesser von
14 mm verwendet. Die aktive Sensorfliche betrégt 0,28 cm?, die Dichte 2,65 g cm™. Die
ebenfalls mit Gold beschichteten AT-geschnittenen Quarzkristalle fiir die CV-Experimente
(CH Instruments Inc., Austin, Texas, USA) haben eine Resonanzfrequenz von 8 MHz, einen
Durchmesser von 13,7 mm und eine Dichte von 2,65 g cm™. Der Durchmesser der Gold-
elektrode betragt 5 mm. Abbildung 20 zeigt die beiden Arten von verwendeten Quarzkris-
tallen.

Abbildung 20: Die Darstellung der verwendeten Quarzkristalle. Zum Einsatz kamen mit Gold beschichtete
Quarzkristalle mit unterschiedlichen Resonanzfrequenzen. Die links dargestellten 10 MHz Kristalle wurden fiir
QCM-Experimente verwendet, die rechts gezeigten 8 MHz Kristalle mit Halterung fiir die CV-Versuche.

Beide Quarze wurden mit einer Mischung aus einem Teil 30%igem Wasserstoffperoxid und
drei Teilen konzentrierter Schwefelsaure gereinigt (Piranhaldsung). Die dabei entstehende
Peroxomonoschwefelsdaure wirkt als starkes Oxidationsmittel. Alle QCM-Quarze wurden je
Seite dreimal komplett mit Piranhalésung bedeckt und nach drei Minuten mit aqua dem.
abgespiilt. AbschlieBend wurden die Quarze mit Ethanol gespiilt und im Luftstrom ge-
trocknet. Die CV-Quarze wurden unter Kiihlung komplett in Peroxomonoschwefelsdure
getaucht und nach 10 Sekunden mit aqua dem. gesplilt. Dieser Vorgang wurde insgesamt
sechsmal durchgefiihrt, am Ende wurde auch hier mit Ethanol gespdlt und im Luftstrom
getrocknet.

3.3 Beschichtung der Quarzkristalle
3.3.1 Selfassembling

Die gereinigten Quarzkristalle wurden bei Raumtemperatur Gber Nacht in eine 10 mM He-
xadekanthiollésung in Chloroform gelegt. In der Alkanthiolldsung kommt es zur Selbstor-
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ganisation (,selfassembling") der Thiole auf der Goldschicht. Dabei werden nach einer
initialen Thioladsorption auf der Goldoberflache Goldthiolate ausgebildet. Das Ergebnis
sind hochgradig geordnete und stabile Filme auf dem Quarzkristall. In der vorliegenden
Arbeit wurde Hexadekanthiol verwendet, da es sich in frilheren Experimenten aus einer
Reihe kirzer- und langerkettiger Alkanthiole als am besten geeignet erwies, dichte und

hoch geordnete Monoschichten auszubilden [128].

3.3.2 Langmuir-Blodgett-Technik

Die Modellmembranen wurden mit Hilfe der Langmuir-Blodgett-Technik komplettiert. Dafiir
wurde ein Langmuir-Trog (Abb. 21; Riegler-Kirstein, Potsdam, Deutschland) mit aqua
dem. gefiillt und auf die Luft-Wasser-Grenzflache die entsprechenden in Chloroform gelds-
ten Phospholipide aufgetragen. Eine Wartezeit von 20 bis 30 Minuten erlaubte die gleich-

maBige Verteilung der Phospholipide auf der Wasseroberflache.

Barriere Langmuir-Trog Druckaufnehmer

Abbildung 21: Die Darstellung der Langmuir-Blodgett-Filmwaage. Die auf der Luft-Wasser-Grenzflache aufge-
tragenen Phospholipide werden mittels einer Barriere unmittelbar vor dem Ubertragen verdichtet, was (iber
einen Druckaufnehmer verfolgt werden kann.

Zunachst wurden die Lipide mittels einer Barriere bei einer gleichbleibenden Geschwindig-
keit von ca. 800 ym s komprimiert, der entsprechende Druckverlauf aufgezeichnet und
der jeweils spezifische Kollapsdruck der Filmschicht ermittelt. Abbildung 22 zeigt beispiel-
haft einen solchen Druckverlauf.

Die zunehmende Verdichtung der Phospholipide flihrt zu einem steigenden Druck des Fil-
mes auf das als Druckaufnehmer dienende Filterpapier. Komprimiert man den Film Gber
die dichtest mogliche Packung hinaus, bricht dieser. Der Anstieg des Druckes stoppt
schlagartig oder fallt rapide ab.

Um die Filme auf den Quarzkristall tGbertragen zu kdnnen, sollte der Film mdglichst dicht
sein, gleichzeitig soll das Zusammenbrechen wahrend des Ubertragens ausgeschlossen
werden. Zur Ubertragung wurde daher an der Steuereinheit der Filmwaage ein Druck von
5mN m™ unterhalb des Kollapsdruckes eingestellt. Die Lipide wurden automatisch mit



Materialien und Methoden 54

einer kontinuierlich abnehmenden Geschwindigkeit bis zu diesem Druck verdichtet. Damit

wurde das vorzeitige Zusammenbrechen des Filmes verhindert.

Kollapsdruck ———s

| Verdichtung
| der Lipide

"Druck” [mMN/m]

Flache Langmuir-Trog [sz]

Abbildung 22: Der Druckverlauf der Kompression von Phospholipiden auf einer Langmuir-Blodgett-
Filmwaage. Die Einheit des Druckes ist in mN m™ angegeben, da es sich formal nicht um eine Anderung des

Druckes, sondern der Oberflachenspannung an der Luft-Wasser-Grenzflache handelt.

War der gewtinschte Druck erreicht, wurde der mit Hexadekanthiol beschichtete Quarzkris-
tall mittels eines Filmlifts mit einer Geschwindigkeit von 190 pm s senkrecht zur Luft-
Wasser-Grenzflache durch die Phospholipidschicht gefahren. Dabei lagerten sich die Lipide
Uber hydrophobe Wechselwirkungen entsprechend Abbildung 23 auf die Monoschicht des

Quarzes und komplettierten die Modellmembran.

Luft E e
Luft = _E %
YWWW —> (N S EE W
’ ’
A 0 e
R y = ’
Wasser ’

Abbildung 23: Die Komplettierung der Modellmembran. Nach Verdichtung der Phospholipide wird der Quarz-
kristall senkrecht zur Luft-Wasser-Grenzflache durch die Filmschicht gefahren. Durch hydrophobe Wechselwir-

kungen zwischen den Alkanketten wird die Modellmembran auf dem Quarzkristall komplettiert (schwarze Um-
randung).

Die durch die Auflagerung verursachte Abnahme des Lipiddruckes wurde durch entspre-
chende Nachregulierung ausgeglichen.
Um die Auflagerung weiterer Multischichten zu verhindern, wurden die restlichen Phospho-

lipide zunachst abgesaugt, bevor der Quarz aus dem Langmuir-Trog genommen und in
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wassriger Umgebung in die entsprechenden Messzellen eingebaut wurde.

Mit Hilfe der Langmuir-Blodgett-Technik konnten beliebige Modellmembranen (bertragen
werden. Dabei kamen verschiedene Phospholipide und Substanzen zum Einsatz, auf deren
Konzentrationsverhadltnis an den entsprechenden Stellen im Ergebnisteil verwiesen wird.
Abbildung 24 zeigt die Strukturen aller verwendeten Phospholipide, die Struktur des bakte-

riellen Lipid II wurde bereits in Kapitel 2.1 vorgestellt.
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Abbildung 24: Die Strukturen der mit der Langmuir-Blodgett-Technik Ubertragenen und in dieser Arbeit ver-

wendeten Phospholipide.

DOPC, DOPG und DPoPC lagen als in Chloroform geléste Stammzubereitung mit einer
Konzentration von 10 pmol mL™ vor. PL3 wurde als 1,84 mM Lésung, PL5 als 1,24 mM
Ldésung verwendet, beide ebenfalls in Chloroform gel6st. Lipid II wurde, in Chloroform

gelost, als Stammldsung mit einer Konzentration von 6,85 pmol pL™ eingesetzt.

3.4 Quarzmikrowaage

Verwendet wurde das QCM-System LiquiLab 21 der Firma ifak e.V., Barleben, Deutsch-

land. Dabei handelt es sich um ein temperaturstabilisiertes Messsystem, das die Verwen-
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dung von bis zu vier Messzellen gleichzeitig erlaubt.
Die Quarzkristalle wurden in die aus PMMA (Kammerboden) bzw. Polycarbonat (Kammer-
deckel) bestehenden und in Abbildung 25 dargestellten Messzellen eingebaut.

ﬁ Ein-/Auslasskanilen

Kammerdeckel

Silikon-O-Ring
Quarzkristall
Leitgummi

Kammerboden mit
Kontaktstiften

Abbildung 25: Die Darstellung der fiir die QCM-Messungen verwendeten Messzelle. Das Zellvolumen betragt
100 pL, unter Einbeziehung der Ein- und Auslasskaniilen 200 pL.

Der Durchmesser der Messzelle betragt 30 mm, die Hohe (ohne Kontaktstifte) 25 mm. Der
elektrische Kontakt zwischen Quarz und Zelle bzw. Oszillator erfolgt iber ein Leitgummi.
Abgedichtet wird die Zelle Uber einen Silikon-O-Ring. Das Zellvolumen betragt 100 pL,
unter Einbeziehung der Ein- und Auslasskaniile 200 pL. Uber aus Edelstahl gefertigte Ein-
und Auslasskantlen kénnen Versuche unter Flussbedingungen simuliert werden.

Die Messzelle mit Quarzkristall wird, wie in Abbildung 26 dargestellt, in die Quarzmi-
krowaage eingebaut. Uber den Oszillator wird eine Wechselspannung an den Quarzkristall
gelegt, mit deren Hilfe dieser zum Schwingen angeregt wird. Die Messzelle ist (iber
Schlauche (ISMATEC Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutschland) mit
einem Innendurchmesser von 1,02 mm, bestehend aus Silikon bzw. Tygon®, in das Fluss-
system integriert. Die Fllssigkeiten werden mittels einer 12-Walzenpumpe (ISMATEC)
transportiert. Diese ist so eingestellt, dass eine Flussrate von 270 pL min™ erreicht wird,
was einem Schergrad von etwa 5 s entspricht. Die Peptide werden (iber einen Dreiwege-
hahn in das Flusssystem injiziert, der Druckausgleich wahrend der Substanzzugabe erfolgt
mittels eines Uberlaufes. Das komplette System befand sich wahrend der Messungen unter
konstanten Temperaturbedingungen, die durch eine Wasserkiihlung und eine entspre-

chende Heizung gewahrleistet wurden.



Materialien und Methoden 57

¥
‘i
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Abbildung 26: Das QCM-Messsystem LiquiLab 21. Gemessen wird bei konstanter Temperatur, die zu unter-

suchende Substanz wird von auBen in das lber Schlduche verbundene System gegeben.

Die Messungen wurden alle mit aqua dem. durchgefiihrt, das einen pH-Wert von 5,4 auf-
wies. Nach Einschwingen der Quarzkristalle und Erreichen einer Schwingungskonstanz
wurden die entsprechenden Peptidmengen injiziert und die Anderung von Frequenz (7)
und Dampfung (D) in Echtzeit verfolgt. Bei Versuchen zur Bestimmung der absoluten An-
derungen von fund D war das System als Rundlauf geschaltet, das Peptid passierte die
Sensoroberflache also mehrmals. Die Messung wurde nach Erreichen einer konstanten
Frequenz gestoppt. Flir die Bestimmung kinetischer Parameter wurden die Messzellen als
Durchflusszellen geschaltet. Damit war sichergestellt, dass die Konzentration der einge-
spulilten Peptidlésung konstant ist. AuBerdem konnte nach erfolgter Assoziation mit aqua
dem. gesplilt werden, ohne die Flussbedingungen zu verandern. Der Spulvorgang wurde
bis zum Erreichen einer Frequenzkonstanz nach beendetem Dissoziationsprozess fortge-

setzt, danach wurde der Versuchslauf gestoppt.

3.5 Zyklische Voltammetrie

Zur Bestimmung von Permeabilitdtsanderungen an den Modellmembranen wurde eine
elektrochemische Quarzwaage CHI-430 der Firma CH Instruments Inc. (Austin, TX, USA)
verwendet. Neben einer Vielzahl elektrochemischer Bestimmungsmethoden erlaubt dieses
Gerat auch die Verwendung als Quarzmikrowaage. Nachteilig ist dabei aber vor allem,
dass die laut Aussagen des Herstellers mégliche simultane Anwendung von CV und QCM
schwierig ist. In friiheren Untersuchungen zeigte sich, dass die Frequenz des Quarzkristalls
stark von der fir die CV notwendigen veranderlichen Spannung abhdngig ist und somit

eine sensitive Erfassung von Massednderungen verhindert [129]. Da dieses Gerat auBer-
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dem keine Dampfungsanalyse aufweist, wurde es in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich
zur Durchfiihrung der Zyklischen Voltammetrie verwendet.

Die Praparation der CV-Quarzkristalle erfolgte wie in den Kapiteln 3.2 und 3.3 beschrieben.
In wassriger Umgebung wurden die Quarze in die CV-Messzelle eingebaut, die aus Teflon

gefertigt und in Abbildung 27 schematisch dargestellt ist.

Kammerdeckel —— Referenzelektrode
Silber/Silberchlorid

Hilfselektrode —

Platin

Messzelle

[l
— qt;—l— Quarzkristall/
Kammerboden —— 1= Arbeitselektrode

Abbildung 27: Die schematische Darstellung der fiir die CV-Messungen verwendeten Messzelle, inklusive
Dreielektrodenanordnung. Das Kammervolumen betragt 3 mL. Die Peptide werden {ber hier nicht dargestellte
kleine Bohrungen im Kammerdeckel appliziert.

Die Messzelle besteht aus drei Teflonstlicken, die einen Durchmesser von 35 mm und eine
Hoéhe von insgesamt 37 mm haben. Der Kammerdeckel dient als Halterung fiir die Refe-
renz- und die Hilfselektrode und hat auBerdem zwei weitere Aussparungen von je 2 mm
Durchmesser, Uber die die entsprechenden Peptide mittels einer Mikroliterspritze zugege-
ben wurden. Der beschichtete Quarzkristall dient neben seiner Funktion als Tragermaterial
gleichzeitig als Referenzelektrode. Komplettiert wird das Dreielektrodensystem durch einen
die Hilfselektrode darstellenden Platindraht und eine Referenzelektrode (Silber/Silberchlo-
rid). Letztere ist mit 3 M Kaliumchloridlésung gefiillt.

Nach Einbau der Quarze in die Messzelle wird das Wasser gegen eine 5 mM K;[Fe(CN)e]-
Losung ausgetauscht. Das dreifach positiv geladene Eisen dient zusammen mit dem wah-
rend des Versuches entstehenden zweiwertigen Eisen als redoxaktives Ionenpaar. Gelost
wurde das Ks;[Fe(CN)e] in 0,1 M Natriumsulfatliésung, welches als Leitsalz unerwiinschte
Migrationseffekte verhindern sollte. Nach Verbindung der Messzelle mit den entsprechen-
den Elektroden und Kontaktierungen wurde die CV-Messung gestartet. Der abzufahrende
Spannungsbereich wurde zwischen - 0,05 und 0,6 V festgelegt. Die Spannungsgeschwin-
digkeit wurde auf 10 mV s festgesetzt. Insgesamt wurde der Spannungsbereich fiir jede
Messung siebzigmal abgefahren (70 scans), was 35 vollstéandigen Zyklen entspricht. Durch
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die gewahlte Geschwindigkeit war die Dauer eines kompletten Zyklus auf 130 Sekunden
festgelegt. Nach etwa 15 Zyklen wurde das entsprechende Peptid Gber den Kammerdeckel
direkt in das Innere der Messzelle injiziert. Nach Beendigung der Messung wurden die je-

weiligen Zyklovoltamogramme ausgewertet.

3.6 Bildgebende Verfahren
3.6.1 FRAP

Flr die FRAP-Versuche (fluorescence recovery after photobleaching) erfolgte die Mem-
branbildung nicht auf Quarzkristallen, sondern auf diinnen Glasplattchen mit einem
Durchmesser von 18 mm und einer Dicke von 0,2 mm. Zur Reinigung wurden die Glas-
plattchen in einer Lésung aus Wasserstoffperoxid und konzentrierter Schwefelsaure (1:3)
fir 15 Minuten im Ultraschallbad inkubiert. AnschlieBend wurden sie zehnmal mit aqua
dem. gesplilt. Eine zweite Inkubation im Ultraschallbad erfolgte flir 15 Minuten in einer
Ldésung aus Wasserstoffperoxid/Ammoniak/Wasser (1:1:5), gefolgt von flinfzehnmaligem
Spilen mit aqua dem. und abschlieBender Trocknung bei 70°C.

Zur Beschichtung mit einer ersten Monoschicht wurden die Glasplattchen fir 10 Minuten
bei 70°C in einer L6sung aus Monochlorodimethyloktadecylsilan inkubiert, anschlieBend
mit Chloroform und aqua dem. gespiilt und im Luftstrom getrocknet. Auf die erhaltene
hydrophobe Monoschicht wurde eine zweite Schicht aus Phospholipiden analog den Quarz-
kristallen mittels der Langmuir-Blodgett-Technik aufgebracht. Bei den FRAP-Versuchen
kamen DOPC bzw. DOPG zum Einsatz, jeweils mit und ohne 0,1 mol% Lipid II. Zusatzlich
enthielten alle Filme den Fluoreszenzmarker NBD-PE (in Chloroform geldst), der in einer
Menge von 1 mol%, bezogen auf DOPC bzw. DOPG in den Film eingebaut wurde.

Alle Fluoreszenzbilder wurden von mir im Arbeitskreis von PD Dr. Ulrich Rothe in Halle/S.
mit dem konfokalen LSM (laser scanning microscope) Leica DM IRE2 aufgenommen (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). Als Objektiv wurde ein 63 x 1,4 Ol-
Immersionsobjektiv bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm und einer Emissionswel-
lenldnge von 530 nm verwendet. Fir die FRAP-Versuche wurden die Glasplattchen zu-
nachst auf Objekttragern befestigt, diese eingespannt und ein geeigneter Ausschnitt des
jeweiligen Filmes ausgewahlt. Innerhalb des ausgewahlten Feldes mit einer GréBe von
81 x 70 ym? wurde die Fluoreszenz des NBD-PE auf einer Fldche von 53 x 49 ym? durch
Bestrahlen dieses Bereichs mit einer starken Laserintensitat fiir etwa 5 Sekunden geldscht.
Das Einstromen von Fluoreszenzpartikeln in das gebleichte Feld wurde zeitlich aufgeldst
dokumentiert. Dabei erfolgten Fluoreszenzmessung und Bildaufnahme Uber 5 Minuten (1
Bild alle 30 Sekunden) bzw. Uber 25 Minuten (1 Bild alle 5 Minuten).
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3.6.2 AFM

Die AFM-Aufnahmen (atomic force microscopy) wurden im Arbeitskreis von Prof. Udo Ba-
kowsky (Phillips-Universitat Marburg) angefertigt. Die Filme wurden, wie flir die FRAP-
Versuche beschrieben, auf Glasplattchen immobilisiert (ohne den Fluoreszenzmarker NBD-
PE) und zeitnah vermessen. Genauere Angaben zum Prozedere der AFM-Aufnahmen fin-
den sich unter [130].

3.7 Lantibiotika, andere Peptide und Lipid 11

Alle in dieser Arbeit verwendeten Lantibiotika und die Zellwandvorstufe Lipid II wurden mir
dankenswerterweise in isolierter Form vom Arbeitskreis um Prof. Sahl zur Verfligung ge-
stellt.

Um dem Leser dennoch die Mdglichkeit zu geben, Einblicke in die Isolierung der Substan-
zen zu bekommen, wird auf die dazu existierende Literatur verwiesen (Tab. 4).

Lipid II wurde in einer Mischung aus Methanol und Chloroform (1:1) gel6st, so dass eine
Stammlésung von 6,85 pmol/uL entstand. Die Stammldsungen der Peptide wiesen alle
Konzentrationen von 300 pM auf und waren in 0,05%iger Essigsaure (Nisin, methyliertes
Nisin, Gallidermin), 30%igem 2-Propanol (Mersacidin, Lacticin A1 und A2) oder Methanol

(Mersacidin) gel6st. Die Lagerung aller Stammlésungen erfolgte bei -20°C.

Peptid Stamm Isolierung/Referenz
Nisin L. /actis NIZ022186 [48] Bonelli et al. [79]
Methyliertes Nisin L. lactis N1Z022186 Dottavio-Martin & Ravel [131]

Bonev et al. [70]
Mersacidin Bacillus HIL Y-85,54728 [85] Hoechst AG/Chatterjee et al. [132]
Gallidermin S. gallinarum T 3928 [76] Bonelli et al. [79]

Lacticin A1 und A2 L. /actis ssp. cremoris MG1363 [35] Martin et al. [87]
Wiedemann et al/. [90]

Lipid 11 Membranprdparationen aus Schneider et al. [133]
M. luteus DSM 1790 [80]

Tabelle 4: Eine Ubersicht {iber die verwendeten Lantibiotika und Lipid II, ihre Produzentenstimme und die

entsprechenden Referenzen mit Details zur Isolierung.

Die Reinheit des Lipid II lag bei 98%, die von Nisin und methyliertem Nisin bei 99%. Die

einwandfreie Reinheit von Mersacidin, Gallidermin und Lacticin 3147 wurde mittels Mas-
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senspektroskopie Uberpriift.

Nach Erreichen einer konstanten Frequenz (QCM) bzw. nach etwa 15 kompletten Zyklen
(CV) wurden die verschiedenen Mengen der Stammldsungen so in die Messkammer inji-
ziert, dass Peptidkonzentrationen von 15 nM und 1,5 uM, bezogen auf das jeweilige Kam-
mervolumen, erreicht wurden. Fir die Bestimmung kinetischer Parameter wurden 10 pL
der Stammldsung auf 3 ml verdiinnt. Damit wurden konstante Peptidkonzentrationen von

10 mol L™ in das Durchflusssystem injiziert.

Als Vergleichssubstanz wurde die kommerziell erhdltliche B-Kette des Insulin (oxidiert)
verwendet. Das Peptid wurde unter Ultraschallbehandlung in 0,05%iger Essigsaure geldst,
die Konzentration der Stammldsung betrug ebenfalls 300 uM, die Lagerung erfolgte auch
hier bei -20°C. Die Reinheit des Insulin lag bei > 80%. Die Applikation des Peptides mit

den entsprechenden Verdiinnungen erfolgte ebenso wie flir die Lantibiotika beschrieben.

3.8 Statistik

Alle Versuche wurden mehrfach wiederholt. Es wurde sichergestellt, dass der Stichproben-
umfang n > 3 betragt. Die in dieser Arbeit dargestellten Werte sind die entsprechenden
Mittelwerte + Standardabweichungen. Signifikante Unterschiede wurden mit dem unge-
paarten Student’schen t-Test berechnet. Die Signifikanzebenen sind in den jeweiligen Dar-

stellungen angegeben.
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Die Untersuchung des Lantibiotikums Nisin
4.1.1 Die Bestimmung der kinetischen Bindungsparameter

Wie bereits ausfihrlich dargestellt, wurden bisher verschiedene Methoden angewendet,
um den Wirkmechanismus des Nisins aufzuklaren. Der Fokus lag dabei auf Endergebnissen
der Untersuchungen, weniger auf den dabei ablaufenden Einzelprozessen. Die Kombina-
tion der Biosensortechniken QCM und CV erlaubt es, diese Liicke zu schlieBen und auch
die Einzelprozesse der Bindung und der Porenbildung getrennt voneinander zu betrachten.
Fir das Bindungsverhalten von Nisin konnte bereits eine Gleichgewichtsdissoziationskon-
stante ermittelt werden [46]. Welchen Einfluss die einzelnen Prozesse der Assoziation und
Dissoziation auf die Gesamtbindungsfahigkeit haben, wurde dabei nicht untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wurden deshalb mit Hilfe der QCM erstmalig kass und kgiss bestimmt,
um das komplexe Bindungsverhalten des Nisins detailliert beschreiben zu kdnnen.

Alle Untersuchungen wurden an Modellmembranen durchgefiihrt, die Uber die ,selfassem-
bling"- und die Langmuir-Blodgett-Technik auf dem Quarzkristall immobilisiert wurden. Die
Phospholipide fiir die Modellmembranen wurden in Anlehnung an experimentelle Arbeiten
anderer Gruppen ausgewahlt [46, 62, 70]. Auf die Hexadekanthiol-Einzelschicht wurde das
ungeladene Phospholipid DOPC oder das negativ geladene DOPG ubertragen. Anhand die-
ser beiden Phospholipide sollte die Auswirkung geladener Membranen auf die Bindung
untersucht werden. Um die Bedeutung des Lipid II flir den Bindungsschritt untersuchen zu
kdnnen, enthielten die Modellmembranen 0,1 mol% der bakteriellen Zielstruktur. Der Ein-
bau von Lipid II in DOPC und DOPG wurde durch die fluiden Phospholipide toleriert. Die
beim Komprimieren der Phospholipid/Lipid II-Mischung aufgenommene Druckkurve lieB
keine Clusterbildung und keine Phasentrennung erkennen.

Um nisinspezifische Bindungsschritte und —mechanismen zu erkennen, wurden zwei Ver-
gleichspeptide eingesetzt. Durch reduktive Methylierung der Aminogruppen des Lysins
sowie des N-Terminus erhdlt man das methylierte Nisin (NisinM). Dieses Peptid besitzt
acht zusatzliche Methylgruppen, ist wie das nicht methylierte Nisin vierfach positiv gela-
den, zeigte aber in friiheren Untersuchungen eine reduzierte Bindung an Membranen und
keine Porenbildung [70].

Des Weiteren wurde die oxidierte B-Kette des Insulins als Vergleichspeptid verwendet.
Dieses Peptid besteht aus 30 Aminosauren und hat ein a@hnliches Molekulargewicht wie
Nisin (3496 Da). Es besitzt eine zweifach positive Nettoladung, hat aber im Gegensatz zu
Nisin keine intramolekularen Ringe (Abb. 28). Eine spezifische Interaktion mit Lipid II, wie

sie beim Nisin vorliegt, kann ausgeschlossen werden. Der Einfluss der positiven Nettola-
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dung kann somit isoliert betrachtet werden.

Positive Ladung innerhalb des Peptids Coor

Negative Ladung innerhalb des Peptids
M Sulfatierte Cysteinreste

Abbildung 28: Die Struktur der oxidierten B-Kette des Insulins. Dargestellt sind die Ladungsverteilungen
innerhalb des Peptids und die sulfatierten Cysteinreste.

Alle drei Peptide wurden nach Erreichen einer konstanten Frequenz in das Flusssystem
injiziert. Aus den entsprechenden Frequenzdanderungen konnten die kinetischen Bindungs-
parameter wie beschrieben berechnet werden. Tabelle 5 zeigt die Dissoziations-, Assozia-
tions- und Gleichgewichtsdissoziationskonstanten der Bindung von Nisin, methyliertem
Nisin und Insulin (oxidierte B-Kette) an neutrale bzw. negativ geladene Modellmembranen
ohne und mit 0,1 mol% Lipid II.

kass [M_:L S_l] kdiss [S_l] kD [M]
NISIN DOPC 751,96 7,70 « 10* 1,03 ¢ 10°
+ 105,84 + 4,16 ¢ 107 +1,16 ¢ 107
DOPC/ 4676,58 1,77 « 10°3 2,68 ¢ 107
0,1 mol% Lipid I1 + 307,47 ' + 2,95 10*7 £1,74¢107"
DOPG 652,80 2,00 ¢ 10™ 3,13 ¢ 107
+ 119,94 + 7,50 ¢ 107 +1,34107°
DOPG/ 643,83 1,58 « 10* 2,11 107
0,1 mol% Lipid 11 + 255,64 +9,43¢10°° +£9,93¢10°%
NISINM DOPC 2257,94 2,44 ¢ 1073 1,42 « 10°®
+ 1001,81 * + 5261047 + 4,26 ¢ 107
DOPC/ 2430,05 1,58 « 103 7,17 « 107
0,1 mol% Lipid I1 +271,85% + 6,43 ¢ 10" +1,96¢107%"
DOPG 1137,45 3,26 ¢« 107 1,76 « 10
+ 582,95 ¢ +1,53¢10° +5,14¢ 107
DOPG/ 1708,10 1,43 ¢« 10* 1,38 ¢ 107
0,1 mol% Lipid 11 + 706,82 ¢ +9,02010%°" | +7,29e10%°7




Ergebnisse und Diskussion

64

INSULIN DOPC 535,92 6,33 ¢ 10" 1,62 ¢ 10°
+ 246,57 +2,99 « 10* +1,50¢10°
DOPC/ 2431,21 1,81 103 1,34 ¢ 10°®
0,1 mol% Lipid I1 + 1350,04 ¢ + 2,840 10*" + 5981077
DOPG 1440,67 1,99 « 103 2,59 ¢ 10°®
+ 329,60 ¥° +1,11 ¢ 1037 +1,76 ¢ 10°®
DOPG/ 2118,65 1,27 ¢« 103 6,19 ¢ 107
0,1 mol%b Lipid 11 + 264,32 %" + 6,01 ¢ 10%% + 2,98 ¢ 107

Tabelle 5: Die kinetischen Bindungsparameter von Nisin, NisinM und Insulin (B-Kette, oxidiert) an Modell-
membranen aus DOPC bzw. DOPG ohne und mit 0,1 mol% Lipid II. Nisin zeigt eine Lipid 1I-abhdngige Kinetik
an neutralen Membranen. Der Einfluss von Lipid II ist an DOPG-Membranen durch die negative Ladung (ber-
deckt. Methyliertes Nisin zeigt unabhdngig von der Ladung der Membran eine verlangsamte Dissoziation in
Gegenwart von Lipid II. Wie erwartet, hat die Gegenwart von Lipid II keinen Einfluss auf die Bindungskinetik
des Insulins. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir NisinM und Insulin im Vergleich zu Nisin mit %,
fiir DOPG im Vergleich zu DOPC mit © und fiir Lipid II-haltige im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit '

markiert.

Betrachtet man zunachst nur das Nisin, so fallt fir DOPC-Membranen eine starke Lipid II-
Abhangigkeit der Bindungsintensitdt auf. Die Bindung ist in Gegenwart von Lipid II etwa
vierfach starker als ohne Lipid II. Ursache dafir ist eine sechsfach starkere Assoziation an
Lipid II-haltigen Membranen. Eine zweifach schnellere Dissoziation an diesen Filmen im
Vergleich zu reinen DOPC-Membranen beeinflusst die Gesamtbindungsfahigkeit geringfi-
gig und lasst sich durch eine Aufkonzentration des Nisins an der Membran aufgrund der
stirkeren Assoziation erklaren. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante von 2,68 « 107 M
fur Nisin an Lipid II-haltigen DOPC-Membranen stimmt sehr gut mit einer von Wiedemann
et al. verdffentlichten kp iberein (2 « 107 M) [46]. Mikromolare Gleichgewichtsdissoziati-
onskonstanten wie die des Nisins liegen im mittleren Bereich bekannter Bindungskonstan-
ten [134]. Der kp-Wert der starksten bekannten Protein-Ligand-Bindung zwischen Avidin
und Biotin liegt zum Vergleich bei 10 M [135].

Die Bindungskonstanten kp von Nisin an negativ geladenen Filmen ohne und mit Lipid II
liegen im Bereich der Bindung des Peptids an DOPC/Lipid II (3,13 ¢ 10’ M und
2,11 ¢« 107 M). Allerdings ist die Assoziation an diesen Filmen nicht anndhernd so stark
ausgepragt, sondern liegt im Bereich reiner DOPC-Filme. Die Ursache der starken Bindung
ist die im Vergleich zu reinen DOPC-Membranen um ein Vierfaches verlangsamte Dissozia-
tion. Es ist anzunehmen, dass das Nisin durch die ladungsinduzierten Interaktionen sehr
viel starker an der Membranoberflache gebunden ist. Die negative Ladung der DOPG-
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Membran Uberdeckt auch eine Lipid II-abhangige verstarkte Bindung, wie sie an neutralen
DOPC-Membranen zu beobachten ist.

Die Affinitat des methylierten Nisins zu reinen DOPC-Filmen liegt mit einer kp von
1,42 « 10° M im gleichen GréBenbereich wie die des nicht methylierten Peptids. Eine stér-
kere Assoziation wird durch eine schnellere Dissoziation nivelliert. Auch bei NisinM lasst
sich an neutralen Membranen eine Lipid II-Abhdngigkeit der Bindung erkennen. Im Ver-
gleich zu reinen DOPC-Filmen ist die Bindung an Lipid II-haltige Membranen auf das Dop-
pelte erhdht, bedingt durch eine leicht starkere Assoziation und eine etwas langsamere
Dissoziation. Verglichen mit Nisin ist k,ss aber nur halb so groB und die Gesamtbindung der
methylierten Variante schwacher.

Die Bindung von NisinM an reine DOPG-Membranen ist zehnfach schwacher als die von
Nisin. Einer um den Faktor 2 groBeren Assoziation steht eine zehnfach schnellere Dissozia-
tion gegeniber. Es ist vorstellbar, dass die zusatzlichen Methylgruppen, die sich lberwie-
gend an positiv geladenen Lysinresten befinden, die Ladung des Lantibiotikums maskieren
und dementsprechend die ladungsinduzierte Wechselwirkung zwischen Modellmembran
und Peptid verringern. Interessanterweise lasst sich flir NisinM, im Gegensatz zu Nisin,
eine Lipid II-Abhangigkeit an negativ geladenen Membranen erkennen. Die Gleichge-
wichtsdissoziationskonstante kp liegt im Bereich des Nisins (1,38 107 M vs.
2,11 ¢ 107 M) und ist damit auch zehnfach héher als fiir NisinM an Lipid II-freien Mem-
branen. Der verringerten ladungsinduzierten Interaktion ist hier die spezifische Peptid-
Lipid II-Interaktion Gberlagert.

Insulin als Peptid mit fehlendem Lipid II-Bindungsmotiv zeigt lediglich an reinen DOPC-
Filmen mit Nisin vergleichbare kass-, Kaiss- Und kp-Werte. Hier kann von einer dhnlichen un-
spezifischen Anlagerung beider Peptide an die Membran ausgegangen werden. Fir alle
anderen Membranen ist die Bindungsfahigkeit von Insulin bis zum Zehnfachen schlechter.
Fir DOPC/Lipid II liegt die Ursache in einer fehlenden spezifischen Bindung an Lipid II und
damit einer geringeren Assoziationskonstante. Interessanterweise ist die Assoziation an
negativ geladenen Filmen starker ausgepragt als fir Nisin. Mdglicherweise ist durch die
fehlenden intramolekularen Briicken der konformelle Zwang fiir das Insulin geringer, was
vermehrte Ladungsinteraktionen ermdglicht. Trotz groBerer Anzahl ladungsinduzierter In-
teraktionen ist deren Intensitat geringer, die Peptide kénnen deutlich schneller von der

Membran dissoziieren, was in einer insgesamt schlechteren Bindung resultiert.

Die Bestimmung der kinetischen Bindungskonstanten hat gezeigt, dass die Quarzwaage
eine sehr gut geeignete Technik ist, um Bindungsprozesse zu verfolgen. Zusatzlich zu der

Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten konnten erstmalig auch die Asso-



Ergebnisse und Diskussion 66

ziation und Dissoziation als Einzelprozesse des Bindungsschritts betrachtet werden. Es
wurde deutlich, dass beide Prozesse die Bindungskinetik unterschiedlich stark beeinflus-
sen. Erganzend zu bisherigen Erkenntnissen zum Wirkmechanismus des Nisins konnte de-
tailliert gezeigt werden, welchen Einfluss die Membran auf die einzelnen Bindungsschritte
hat.

4.1.2 Die Bestimmung von absoluten Frequenz- und Dampfungsdnderungen

Die bessere Bindung eines Peptids an Membranen ist durch eine verstarkte Assoziation
und / oder durch eine verlangsamte Dissoziation bedingt. In beiden Fallen sollte sich eine
gréBere Menge gebundener Peptide ergeben. Entsprechend der Sauerbrey-Gleichung ist
eine verstarkte Masseanlagerung durch eine erhdéhte Frequenzabnahme zu erkennen. Die
glnstigeren Bindungskonstanten von Nisin an Membranen mit negativen Ladungen oder
mit Lipid II deuten darauf hin, dass sich das Peptid in diesen Fallen in gréBeren Mengen
an der Membran befindet. Entsprechend sollten gréBere Frequenzabnahmen zu beobach-
ten sein. Abbildung 29 zeigt die Frequenzdnderungen der QCM-Messungen nach Peptidzu-
gabe. In Analogie zu Untersuchungen anderer Gruppen wurden Peptidmengen gewahlt,

die den wirksamen Konzentrationen an Modellmembranen ohne und mit Lipid II entspre-

chen.
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Abbildung 29: Die absoluten Frequenzanderungen der mit verschiedenen Modellmembranen beschichteten
Quarzkristalle nach Zugabe von Nisin, NisinM oder Insulin. Trotz Abhdngigkeit der Bindungskonstanten von der
Gegenwart negativ geladener Phospholipide oder der Anwesenheit von Lipid II korreliert dies nicht mit den
absolut gebundenen Peptidmengen. Alle Frequenzénderungen befinden sich unabhangig von der Modellmem-
bran oder der Peptidkonzentration im selben GréBenbereich. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind
fr NisinM und Insulin im Vergleich zu Nisin mit ¥, fiir DOPG im Vergleich zu DOPC mit ° und fiir Lipid II-haltige

im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit  markiert.

Entgegen den Erwartungen lasst sich bei keinem der Peptide eine Abhangigkeit der abso-
lut gebundenen Menge von der Ladung der Membran oder der Anwesenheit von Lipid II
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erkennen. Die Frequenzanderungen liegen flr Nisin alle im selben GréBenbereich. Auf-
grund der vorhandenen Unterschiede in den Bindungskonstanten kann man annehmen,
dass die absolut gebundenen Peptidmengen nicht mit den Bindungskonstanten zu korrelie-
ren sind. Mit Hilfe der Sauerbrey-Gleichung ist es mdglich, die absolut an die Modellmem-
bran gebundenen Peptidmolekiile zu bestimmen. Unter Berlicksichtigung der sensitiven
Flache und der Resonanzfrequenz des Quarzkristalls entspricht in diesem Fall eine Fre-
quenzanderung um ein Hertz einer Massednderung von 1,24 ng. Damit ergeben sich fir
das Nisin aus den Frequenzanderungen in Abbildung 29 Massednderungen an DOPC-Mem-
branen von 4,05 ng bis 7,73 ng bzw. 1,22 pmol bis 2,32 pmol. Uber die Konzentrationsan-
gaben kann man auch das Verhaltnis von Nisin zu Lipid II auf der Sensoroberflache
bestimmen. Legt man den mittleren Kopfgruppenbedarf von Phospholipiden mit 40 A2
zugrunde, ist die aktive Sensorfliche (0,28 cm?) mit rund 7 « 10" Phospholipidmolekiilen
belegt. Die Zahl des darin enthaltenen 0,1 mol% Lipid II liegt bei 7 » 10'° Molekiilen, was
einer Konzentration von 0,12 pmol entspricht. Das Verhadltnis von Nisin zu Lipid II liegt
damit im nM-Bereich bei 10:1 und im puM-Bereich bei 20:1. Literaturangaben gehen von
einem Nisin/Lipid II-Verhaltnis von 2:1 aus [68]. Das in der vorliegenden Arbeit berechne-
te Verhaltnis stimmt damit nicht Uberein. Einem Molekil Lipid II entsprechen deutlich
mehr Nisinmolekile. Damit befinden sich in diesem Fall mehr Nisinmolekiile an der Mem-
branoberflache, als fiir eine potenzielle Porenbildung notwendig sind. Aktuelle Veréffentli-
chungen von Hasper et al. berichten von einem weiteren Wirkmechanismus des Nisins
[136]. Das Peptid bindet nicht nur an die Lipid II-Molekile, die zur Porenbildung notwen-
dig sind. Es rekrutiert zusatzliche Lipid II-Molekiile aus der Membran, insbesondere im
Bereich sich teilender Zellen. Sowohl in unilamellaren Vesikeln, als auch in bakteriellen
Membranen lassen sich nach der Zugabe von Nisin und Lantibiotika mit ahnlichem Bin-
dungsmotiv deutliche punktférmige Ansammlungen von Lipid II erkennen. Andere Berei-
che der Membranen verarmen an Lipid II. Durch das fehlende bzw. durch die Lantibiotika
gebundene Lipid II kann die Zellwandbiosynthese nicht mehr korrekt ausgefiihrt werden
und es kommt zum Absterben der Bakterien. Untersuchungen mit markiertem Nisin haben
gezeigt, dass die beobachteten Ansammlungen auch gréBere Mengen Nisin enthalten. Eine
durch die Rekrutierung von Lipid II bedingte Ansammlung einer Vielzahl von Nisinmoleki-
len wiirde auch das in der vorliegenden Arbeit berechnete Verhdltnis des Peptids zu Li-
pid II erkldren. Im Gegensatz zu bakteriellen Membranen enthalten die Modellmembranen
nur eine begrenzte Menge an Lipid II, das sich punktférmig in der Membran ansammeln
kann. Eine deutlich gréBere Menge an Nisin in diesen Ansammlungen fiihrt zu einem gro-
Beren Mengenverhaltnis von Nisin und Lipid II. Die vermehrte Anzahl an Nisinmolekiilen

beeinflusst aber nicht die Wirkung des Lantibiotikums, wie die mit den Literaturdaten [46]
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Ubereinstimmenden Bindungskonstanten zeigen.

Die Frequenzanderung nach Zugabe von methyliertem Nisin zeigt flir DOPC-Membranen
etwas kleinere Werte als nach Nisinzugabe. Damit wird die in den Kinetikversuchen gezeig-
te geringere Bindungsfahigkeit des NisinM bestatigt. Analoge Aussagen lassen sich fiir
DOPG-Filme treffen, die Frequenzabnahme ist grdBtenteils geringer als bei Nisin. Die
nM-Konzentrationen reichen in diesem Fall nicht aus, um deutliche Frequenzabnahmen
hervorzurufen. Wie flir das Nisin, lasst sich auch bei der Bestimmung der absolut gebun-
denen Mengen NisinM keine Abhdngigkeit von der Anwesenheit des Lipid II erkennen.

Die Frequenzabnahmen nach Zugabe von Insulin fallen geringer aus als nach Zugabe von
Nisin. Auch hier werden die im Vergleich zu Nisin gréBeren kp-Werte und damit die redu-
zierte Bindungsfahigkeit bestatigt. Die in den kinetischen Untersuchungen gezeigte starke-
re Bindungsfahigkeit des Insulins an negativ geladene Membranen lie sich mit dieser Me-
thode nicht bestatigen. Wie erwartet, zeigte sich auch kein Unterschied zwischen Filmen
mit und ohne Lipid II. Schwer erklarbar ist die geringere Masseauflagerung nach Zugabe
der uM-Insulinkonzentrationen zu den reinen Filmen. Vorstellbar waren Interaktionen und
gegenseitige Behinderungen zwischen den einzelnen Molekiilen aufgrund der langge-
streckten Gestalt des Peptids, die eine Anhaftung an die Membranen erschweren.

Zur Charakterisierung der Peptidbindung an Modellmembranen wurden neben den Fre-
quenz- auch die Dampfungsanderungen bestimmt. Um eine bessere Auswertung zu er-
maoglichen, wurden die Dampfungs- gegen die Frequenzwerte aufgetragen und der Anstieg
der entsprechenden Geraden bestimmt. Tabelle 6 zeigt die Betrage der Anstiege aus den
D/f-Graphen. Neben den Werten nach Peptidanlagerung sind auch die D/f-Anstiege der
reinen Filme aufgefihrt.

Betrachtet man zunachst nur die reinen Filme, so fallt auf, dass die Betrage der Anstiege
fir DOPC- und DOPG-Membranen groBer sind als in Anwesenheit von Lipid II. Die Ziel-
struktur der Lantibiotika scheint die Dampfung des Filmes zu verringern und eine rigidisie-
rende Wirkung auf Membranen zu haben. Ein ahnlicher Effekt auf Membranen ist fiir Cho-
lesterol bekannt. Vergleichende Messungen an DOPC- und DOPG-Filmen mit 0,1 mol%
Cholesterol anstelle von Lipid II zeigten ebenfalls einen verringerten Betrag des D/f-
Anstiegs (0,300 + 0,149 fiir DOPC/Cholesterol bzw. 0,270 + 0,149 fiir DOPG/Cholesterol).
Die Zugabe der Peptide verandert die Anstiege in Richtung einer starkeren bzw. schwache-
ren Dampfung der Quarzschwingung. Die Anlagerung von methyliertem Nisin und Insulin
an DOPC zeigt eine konzentrationsabhangige starkere Dampfung als der Film ohne Peptid-
zugabe. Die bis zu 1,5fach starkeren Anstiegswerte kennzeichnen eine lose Auflagerung

der Peptide auf die Membranen.
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DOPC

DOPC/

0,1 mol% Lipid 11

DOPG

DOPG/
0,1 mol% Lipid 11

KEIN PEPTID 0,518 £ 0,064 0,456 + 0,079 0,574 £ 0,117 0,465 £ 0,212
15 nM NISIN 0,732 £ 0,213 0,783 £ 0,167 1,033 £ 0,367 1,635 + 0,240 °
1,5 uM NisIN | 0,594 + 0,214 1,494 + 0,360 2,902 + 1,501 1,043 + 0,295
15 nM Ni1sINM | 0,528 + 0,045 0,146 + 0,066 *"| 0,302 £ 0,029 **| 0,640 £ 0,342 *

1,5 uM NiIsINM

1,606 + 0,389 *

0,301 £ 0,149 #"

0,331 +0,193 ¢

0,855 + 0,387 °

15 nM INSULIN

0,673 = 0,300

0,660 £ 0,240

0,355 % 0,155 *

0,592 + 0,388 *

1,5 pM InsuLIiN| 0,751 £ 0,077 0,986 = 0,626 0,613 + 0,144 0,630 + 0,280

Tabelle 6: Die Anstiege der Dampfungs-Frequenz-Graphen nach Anlagerung von Nisin, NisinM und Insulin (B-
Kette, oxidiert) an Modellmembranen aus DOPC bzw. DOPG ohne und mit 0,1 mol% Lipid II. Generell verrin-
gert die Zugabe von Lipid II die dampfende Wirkung der Membranen und stabilisiert sie damit. NisinM und
Insulin wirken auf DOPG-Membranen ahnlich stabilisierend. Gibt man Nisin zu reinen DOPG-Membranen, so ist
eine starke Zunahme der Viskositat zu erkennen, die eine zusatzliche Auflagerung von Peptidmolekilen impli-
ziert. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir NisinM und Insulin im Vergleich zu Nisin mit #, fiir
DOPG im Vergleich zu DOPC mit ® und fiir Lipid II-haltige im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit *

markiert.

Im Gegensatz dazu sind beide Peptide relativ dicht an der Membranoberflache von reinen
DOPG-Filmen. Diese Filme dampfen den Quarz weniger stark, wie es anhand der D/f-
Anstiege zu erkennen ist. Eine durch Ladungsinteraktionen induzierte Stabilisierung der
negativ geladenen Filme kann angenommen werden. Enthalt die DOPG-Membran Lipid II,
so wird der Quarz nach Peptidzugabe starker gedampft. Es ist wahrscheinlich, dass die
Peptide durch die Targetsubstanz daran gehindert werden, dicht an die Quarz- und damit
auch Membranoberflache zu gelangen. Eine Stabilisierung der DOPG/Lipid II-Membranen
in gleichem AusmaB wie reine DOPG-Membranen ist damit nicht mehr gegeben.

Nach Zugabe von NisinM zu Lipid II-haltigen DOPC-Membranen zeigt sich eine im Ver-
gleich zum reinen DOPC geringere Dampfung. Ursachen hierflir kénnen eine geringere
Menge angelagerten Peptids oder bei groBeren Peptidmengen eine stdrkere Interaktion
mit der Membran sein. Als wahrscheinlicher gilt die zweite Moglichkeit. NisinM besitzt das
Lipid II-Bindungsmotiv, gelangt daher durch die Lipid II-Peptid-Interaktion naher an die
Sensoroberflache und kann eventuell die Membran zusatzlich stabilisieren.

Die mit DOPC/Lipid II-Filmen beschichteten Quarze werden nach Zugabe von Insulin star-

ker gedampft als nach Zugabe von NisinM. Hier wird deutlich, dass Insulin das Lipid II-
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Bindungsmotiv nicht aufweist, daher nicht mit diesem interagiert oder den Film stabilisiert
und nur lose auf der Oberflache des Films liegt.

Die D/f-Anstiege zeigen fir Nisin ein stark abweichendes Verhalten im Vergleich zu den
beiden anderen Peptiden. Auffallig ist zunachst, dass flir alle Filme eine starker dampfende
Wirkung nach Peptidzugabe zu verzeichnen war. Damit ist auch eine zunehmende Viskosi-
tat der Filme anzunehmen. Im Gegensatz zu NisinM zeigt sich bei Nisin keine Abnahme der
D/f-Anstiege, wenn die neutrale Membran Lipid II enthdlt. Da die Bindung von Nisin an
DOPC/Lipid II starker ist als fur NisinM, ist es wahrscheinlich, dass mehr Molekiile die
Membran erreichen. Die Berechnung der absolut gebundenen Nisinmengen hat auch ge-
zeigt, dass mehr Nisin gebunden wird, als eigentlich fir die Porenbildung notwendig ist.
Zusatzlich gebundene Peptide, die nicht in die Permeabilisierung der Membran eingebun-
den sind, lagern sich an der Oberflache der Membran ab. Die damit verbundene Erh6hung
der Membrandicke fiihrt zu einer Zunahme der Dampfung.

Wahrend bei NisinM und Insulin der D/f-Anstieg bei Zugabe zu DOPG-Filmen geringer als
bei Zugabe zu DOPC-Filmen war, ist es im Fall des Nisins genau umgekehrt. Fir 1,5 uM
Nisin ist der D/f-Anstieg an DOPG fast flinfmal so hoch wie an DOPC. Aufgrund der sehr
starken Bindung von Nisin an DOPG sind in diesem Fall mehr Molekiile an der Membran-
oberflache lokalisiert. Diese Tatsache an sich bewirkt schon eine starkere Dampfung. Zum
anderen impliziert der groBe Anstieg eine stark viskose Oberflachenstruktur, wie sie lbli-
cherweise durch groBere molekulare Assoziate verursacht wird. Friihere Untersuchungen
zeigten, dass positiv geladene Peptide nach Kontakt mit negativ geladenen Membranen
Phospholipide herauslésen und molekulare Assoziate bilden kdnnen. Dieser bereits in Kapi-
tel 2.3.1.2 als ,carpet mechanism" beschriebene Vorgang wurde beispielsweise auch fir
das AMP Pardaxin beobachtet [137]. Es kann angenommen werden, dass die Ursache der
starken D/f-Anstiege der Dampfung nach Zugabe von Nisin zu Lipid II-freien DOPG-
Membranen in der Ausbildung solcher Assoziate liegt. Zur Bestatigung dieser Vermutung
sind weiterflihrende Untersuchungen notwendig.

Der ,carpet mechanism® ist in Gegenwart von Lipid II nicht von Bedeutung, da das He-
rauslésen von Molekiilen durch die stabilisierende Wirkung des Lipid II nicht mdglich ist.
Erkennbar ist dies an einem deutlich geringeren D/f-Anstieg nach Nisinzugabe an
DOPG/Lipid II-Filmen.

Die Bestimmung der absoluten Frequenz- und Dampfungsanderungen zeigt, dass sich die
absolut gebundenen Peptidmengen nicht mit den Bindungskonstanten korrelieren lassen.
Die Frequenzabnahmen liegen unabhangig von der Membran alle im selben Bereich.

Dagegen zeigen die dargestellten Ergebnisse der Dampfungsanalyse, dass dieser Aspekt
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der Quarzwaage wertvolle Aussagen uber die Eigenschaften der Modellmembranen liefert,
die in dieser Art bisher nicht getroffen werden konnten. Verdnderungen der viskoelasti-
schen Eigenschaften der Modellmembranen nach der Peptidzugabe kénnen gut erkannt
werden und sind auf die Interaktion zwischen den Peptiden und der Membran zurtickzu-
fihren. Ahnlich wie bei der Bindungsanalyse ist die Abhdngigkeit der Interaktion von der

Zusammensetzung der Membran zu erkennen.

4.1.3 Bildgebungsverfahren zur Charakterisierung der Nisinwirkung

Um zu untersuchen, inwieweit die anhand der Dampfungsanalyse postulierte Ausbildung
molekularer Assoziate an der Modellmembran untermauert werden kann, wurden AFM-
Aufnahmen angefertigt. Die Filme wurden dafiir auf Glasplattchen immobilisiert. Zu eini-
gen Filmen wurde Nisin zugegeben, um mdgliche Veranderungen der Filmstruktur durch
das Peptid zu erkennen. Die Filme wurden zeitnah zur Immobilisierung bzw. zur Nisinbe-
handlung vermessen. Abbildung 30 zeigt beispielhaft einige AFM-Aufnahmen verschiede-

ner Modellmembranen.

Abbildung 30: AFM-Aufnahmen verschiedener Modellmembranen vor und nach Zugabe von Nisin. A) Reines
DOPG. B) DOPG nach Zugabe von Nisin; C) DOPG/Lipid II; D) DOPG/Lipid II nach Zugabe von Nisin; E) Reines
DOPC; F) DOPC nach Zugabe von Nisin.

Wie in den Abbildungen 30 A und 30 E zu erkennen ist, liegen die reinen Phospholipidfilme
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als homogene Schichten vor. Auch in Anwesenheit von 0,1 mol% Lipid II (Abb. 30 C) ist
keine Clusterung in den Membranen zu erkennen. Gibt man Nisin zu DOPG-Membranen, so
sind deutlich die entstehenden Vesikel zu erkennen (Abb. 30 B). Sie sind gleichmaBig liber
den Film verteilt und stehen auch noch in Kontakt mit der Filmoberflache. Dass flr die
Vesikelbildung die Ladung der DOPG-Membran verantwortlich ist, zeigt Abbildung 30 F. Die
Zugabe von Nisin zu DOPC bewirkt keinerlei Vesikelbildung. Auch an DOPG/Lipid II-
Membranen sind keine Assoziate zu beobachten (Abb. 30 D). Damit bestatigen die AFM-
Aufnahmen die membranstabilisierende Wirkung von Lipid II.

Dem Lipid IT kommt so neben der Funktion als Targetstruktur flir Nisin und andere Lanti-
biotika sowie als Bestandteil der Pore noch eine dritte Funktion innerhalb der Membran zu.
In Monoschichten ragt der hydrophobe Bactoprenolteil des Lipid II liber die Schicht hinaus.
Da eine Membran aber aus zwei Monoschichten besteht, ist anzunehmen, dass Lipid II den
Kontakt zwischen beiden Einzelschichten verstarkt. Eine vertikale Diffusion der Matrixmo-
lekiile kdnnte so reduziert sein.

Um dies zu untersuchen, wurde die in Kapitel 3.6 beschriebene FRAP-Technik eingesetzt.
Baut man in Modellmembranen fluoreszenzmarkierte Phospholipide ein, so kann man die
Beweglichkeit der Phospholipide verfolgen. In Abbildung 31 sind fluoreszenzmikroskopi-
sche Aufnahmen zu sehen, welche die Diffusion von markierten Phospholipiden in ein zu-

vor gebleichtes Feld zeigen. Die Diffusion wurde lber 25 min aufgenommen.

DOPC (5 min)  DOPC/LII (5 min) "~ DOPG (5 min) | DOPG/LII (5 min)

- DOPG(25min) DX

L
min)

Abbildung 31: Die Diffusion fluoreszenzmarkierter Phospholipide in gebleichte Bereiche von DOPC- und
DOPG-Membranen ohne und mit Lipid II. Die Bilder zeigen die Zustande jeweils 5 und 25 min nach dem Blei-

chen.

Abgebildet sind die reprasentativen Zustdnde nach 5 und 25 min. Die Zeiten dazwischen

und der Ausgangszustand mit fehlender Fluoreszenz im gebleichten Bereich sind nicht
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dargestellt.

Trotz leichter Unterschiede zwischen DOPC und DOPG zeigte sich deutlich die erwartete
Reduzierung der Lateraldiffusion der Phospholipide in Anwesenheit von Lipid II und damit
auch wieder dessen stabilisierende Wirkung. Die Diffusionsfahigkeit der DOPG-Molekiile ist
geringer als die der DOPC-Molekiile, was sich in einer insgesamt schwacheren Fluoreszenz
innerhalb der gebleichten Flache duBert.

Die stabilisierende Wirkung des Lipid II auf die Membranen bedeutet aber nicht, dass sich
das bakterielle Target oder die Phospholipide in einem statischen Zustand befinden, der
eine Porenbildung verhindern wiirde. Ein dynamischer Kontakt zwischen den hydrophoben
Bereichen des Lipid II und den Phospholipiden ist weiterhin gegeben.

Zur Unterstlitzung dieser Aussagen wurde in einem zweiten FRAP-Versuch die Zunahme
der Pixelintensitat innerhalb des gebleichten Bereichs alle 30 s in den ersten fiinf Minuten
bestimmt. Die Fluoreszenzintensitat wurde gegen die Zeit aufgetragen und der Anstieg der
Geraden bestimmt. Je hoher der Anstieg, desto ausgepragter die Diffusion der

Matrixlipide. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 7 aufgelistet.

reines Phospholipid Phospholipid/Lipid Il
DOPC 2,62 0102 £ 1,94 ¢ 102 1,49 ¢ 102 + 7,78 ¢ 10°
DOPG 5,03 ¢ 103 + 3,68 « 10™ 1,35 107

Tabelle 7: Weiterfiihrende Untersuchungen zur membranstabilisierenden Wirkung von Lipid II. Dargestellt ist
der aus der Fluoreszenz-Zeit-Geraden ermittelte Anstieg. In Gegenwart von Lipid II ist die laterale Diffusion
verringert. Der membranstabilisierende Effekt ist an DOPG-Membranen starker ausgepragt.

Auch hier zeigt sich die reduzierte laterale Diffusion an DOPC-Membranen in Anwesenheit
von Lipid II. Die Diffusion in das gebleichte Feld ist um etwa 45% verringert. Der Einfluss
von Lipid II an DOPG-Membranen ist deutlich ausgepragter. Die Diffusion ist in

Anwesenheit von Lipid II um etwa 75% reduziert.

Die Ergebnisse der bildgebenden Verfahren stellen eine wertvolle Ergdnzung zur
Quarzmikrowaage dar. Hinweise und Postulate, die sich aus den QCM-Ergebnissen

ergeben, kdnnen mit Hilfe der FRAP-Technik und der AFM (iberzeugend bestatigt werden.

4.1.4 CV-Untersuchungen zur Beobachtung nisininduzierter Porenbildung

Die Zyklische Voltammetrie wurde zur Detektion veranderter Membranpermeabilitdten
eingesetzt. Das umfasst neben der Porenbildung auch eine verdnderte Phospholipidord-
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nung innerhalb der Membranen. In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass die in Kapitel
2.9 besprochene (ibliche Auswertung tber Ip und Up fiir Elektroden, die mit Modellmem-
branen beschichtet sind, nicht immer angewendet werden kann [128].

In Abbildung 32 A ist der Verlauf der Stromstdrke an blanken Elektroden und solchen mit
Mono- und Bischichten dargestellt. Bereits die Ausbildung einer ersten Einzelschicht auf
der Elektrode isoliert diese gegeniiber dem Elektronentransfer so stark, dass keine

Peakstrome mehr zu beobachten sind.
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Abbildung 32: Die Auswertung zyklischer Voltammogramme. A) Das Zyklovoltammogramm an einer
unbeschichteten Goldelektrode zeigt den typischen Kurvenverlauf. Die Beschichtung der Elektrode fihrt zu
einem deutlich verminderten Stromfluss. B) Da die Ubliche Auswertung des Zyklovoltammogramms nicht
mdoglich ist, wurde die Flache zwischen den Kurven jedes kompletten Zyklus berechnet und gegen die Zeit

aufgetragen.

Alternativ zur Gblichen Auswertung der Zyklovoltammogramme wurde deshalb die Flache
zwischen zwei Scans integriert. Die Flache als MaB fiir die elektrische Ladung wird durch
die Spannung und die Stromstarke bestimmt. Der Spannungsbereich von -0,05 und 0,6 V
ist flr jeden Scan konstant. Veranderungen der berechneten Flache resultieren daher
ausschlieBlich aus veranderlichen Stromstarken. Die elektrische Ladung wurde gegen die
Zeit aufgetragen (Abb. 32 B). Das Einspritzen der Peptide in die Messzelle bewirkte eine
kurzzeitige Permeabilitatsanderung innerhalb der Membranen. Der anschlieBend durch das
Peptid verursachte Anstieg der Stromstdrke als Zeichen fiir eine erhéhte Permeabilitat der
Membran wurde in Prozent berechnet.

In Abbildung 33 sind die so berechneten veranderlichen Permeabilitdten als Stromanstieg
in Prozent fir Nisin, NisinM und Insulin nach Zugabe zu DOPC- und DOPG-Membranen
ohne und mit Lipid II dargestellt. An nicht geladenen und Lipid II-freien Membranen
kommt es nach Zugabe von Nisin nur zu einem geringen Anstieg der Stromstarke. Folglich

ist die Permeabilitdt der Membran nur leicht erhéht. Der Einbau von 0,1 mol% Lipid II er-
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hoht die Permeabilitdt um den Faktor 2 (15 nM Nisin) bzw. um den Faktor 5 (1,5 pM Ni-
sin). Damit zeigt sich deutlich, dass die Erh6hung der Permeabilitdt von Membranen bzw.
die Porenbildung in Membranen durch Nisin von der Anwesenheit von Lipid II abhdngt. Die
starker ausgepragte Stromzunahme in Gegenwart des bakteriellen Targets korreliert mit
der beobachteten erhéhten Affinitat zu diesen Membranen. Der Anstieg des Faradayschen
Stromes bzw. die Porenbildung erfolgt innerhalb von 65 s und ist offenbar (ber die restli-
che Messzeit stabil. Die Stabilitéat des Nisin-Lipid II-Komplexes und damit der Pore wurde

auch von anderen Gruppen gezeigt [68].
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Abbildung 33: CV-Ergebnisse von Nisin, NisinM und Insulin an DOPC- und DOPG-Membranen ohne und mit
Lipid II. An reinen DOPC-Membranen zeigt Nisin nur einen geringen unspezifischen Stromanstieg. Die Gegen-
wart von Lipid II steigert den Stromfluss um den Faktor 2 (15 nM Nisin) bzw. 5 (1,5 uM Nisin). Eine zuverldssi-
ge Zunahme der Stromstérke konnte des Weiteren fiir die hohen Konzentrationen an methyliertem Nisin beob-
achtet werden. An DOPG-Membranen sind die Effekte deutlich stérker ausgepragt. Alle Peptide zeigen auch an
Lipid II-freien Membranen ausgepragte unspezifische Effekte, die auf eine Zunahme der Permeabilitat durch
veranderte Membranordnung hindeuten. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir NisinM und Insulin
im Vergleich zu Nisin mit #, fiir DOPG im Vergleich zu DOPC mit ¢ und fiir Lipid II-haltige im Vergleich zu Li-
pid II-freien Membranen mit * markiert.

NisinM zeigt an DOPC-Membranen eine deutliche Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung.
Die Zugabe von nM-Konzentrationen fiihrt zu keinem Stromanstieg. Nach der Zugabe der
einhundertfachen Peptidmenge sieht man an nicht targetierten Membranen einen im Ver-
gleich zu Nisin etwas starkeren Anstieg der Stromstdrke, der mit der héheren Assoziati-
onskonstante des NisinM einhergeht. In Anwesenheit von Lipid II ist die Permeabilisierung
ausgepragter als ohne Lipid II, aber geringer als fiir das Nisin. Die Methylierung des Nisins
fuhrt daher nicht nur zu einer Verringerung der Bindungsaffinitdt und —intensitdt, sondern
beeinflusst auch die Porenbildung. Auch hier ldsst sich wieder deutlich der Zusammenhang
zwischen geringer Bindungsaffinitat und verminderter Permeabilisierung der Membranen

von NisinM im Vergleich zu Nisin erkennen. Inwieweit die flir das NisinM dargestellte Zu-
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nahme der Stromstarke auf unspezifische Membranschadigungen zuriickzufiihren ist oder
es entgegen bisheriger Annahmen doch zu einer Porenbildung kommt, kann an dieser
Stelle nur vermutet werden.

Insulin zeigt aufgrund seiner fehlenden Lipid II-Bindungsmotive in nM-Konzentrationen
keine Zunahme der Stromstarke an Lipid II-haltigen Membranen. Der nach Zugabe der
einhundertfachen Konzentration beobachtete Stromanstieg kann auf unspezifische Wech-
selwirkungen mit der Membran zuriickgefiihrt werden. Die im Vergleich zu Nisin und Ni-
sinM leicht verminderte Affinitdt von Insulin zu DOPC-Membranen spiegelt sich im pM-
Bereich in einer schwacheren Zunahme der Stromstdrke wider. Die Stromzunahme nach
Zugabe der geringeren Insulin-Konzentration lasst sich auch aufgrund der hohen Stan-
dardabweichung weder mit den kinetischen Daten noch mit Nisin oder NisinM in Einklang
bringen.

Die an DOPC-Filmen beobachteten Effekte aller drei Peptide, insbesondere die des Nisins,
sind an DOPG-Membranen sehr viel starker ausgepragt. Nisin zeigt an negativ geladenen
Lipid II-freien Filmen eine etwa 2,5fach starkere Zunahme der Stromstarke und damit
auch eine erhdhte Permeabilisierung der Modellmembran. Durch die langsamere Dissozia-
tion an DOPG-Membranen stehen mehr Nisinmoleklile fir unspezifische ladungsinduzierte
Interaktionen zur Verfligung als an DOPC-Membranen. An dieser Stelle kommt neben
mehr Nisinmolekilen noch ein zweiter Punkt zum Tragen. Durch den schon besprochenen
»carpet mechanism®™ und die Ausbildung molekularer Assoziate ist die Membran stark ge-
schadigt und der Transport der Elektronen durch die Membran erleichtert. Die Bedeutung
von Lipid II fiir die Porenbildung zeigt sich an DOPG-Membranen noch deutlicher. Die An-
wesenheit des Targets steigert die Zunahme der Stromstarke auf tiber 100%.

Das methylierte Nisin zeigt aufgrund seiner positiven Ladungen auch ausgepragte unspezi-
fische Effekte an Lipid II-freien Membranen, die quantitativ mit Nisin vergleichbar sind.
Gibt man NisinM zu Lipid II-haltigen DOPG-Filmen, so ist keine Zunahme der Stromstarke
zu verzeichnen, was einer mit Nisin vergleichbaren Bindungsaffinitat widerspricht.

Insulin zeigt an Lipid II-haltigen DOPG-Membranen ein ahnliches Verhalten wie an Li-
pid II-freien. Das AusmaB der Stromzunahme ist konzentrationsabhangig. Die etwa gleich
groBen Werte fiir die 1,5 pM-Konzentrationen zeigen, dass die Permeabilisierung auf Li-
pid II-unabhdngigen Mechanismen beruht.

Eine Besonderheit zeigt das Verhalten von Nisin und Insulin an Lipid II-haltigen DOPG-
Membranen. Durch Zugabe beider Peptide kommt es zundchst an diesen Schichten zu ei-
ner Zunahme der Stromstarke. Wie in Abbildung 34 dargestellt ist, nimmt die Stromstarke

im weiteren Verlauf allerdings wieder ab.
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Abbildung 34: An DOPG/Lipid II-Membranen fiihrt die Zugabe von Nisin und Insulin nach einer anfanglichen
Zunahme der Stromstarke zu einer Abnahme der Permeabilitat. Durch die erhohte Affinitat beider Peptide zu
negativ geladenen Membranen sind eine stdarkere Anlagerung und die zusatzliche Isolierung der Elektrode
moglich.

Die Ursache fiir die Abnahme der Permeabilitdt der DOPG/Lipid II-Membranen liegt in der
erhdhten Affinitat der positiv geladenen Peptide zu negativ geladenen Filmen. Nisin und
Insulin lagern sich verstarkt auf die Membran bzw. dissoziieren nur langsam von dieser ab.
Unabhdngig von der beobachteten Stabilitét der Pore wird die Elektrode durch die zusatzli-
che Peptidschicht starker isoliert und der Elektronentransport erschwert. Die Folge ist die
zu beobachtende Abnahme der Stromstdrke. Da Nisin neben der erhdhten Affinitat gegen-
Uber negativ geladenen Membranen spezifisch an Lipid II bindet, ist der isolierende Effekt
auch schon in nM-Konzentrationen zu beobachten. Die Methylgruppen des NisinM stehen
mit ihrem Raumbedarf einer dichten Anlagerung und Isolierung der Elektrode entgegen.
Durch die Anwesenheit von Lipid II wird die Ausbildung der Vesikel, wie sie flir Nisin an
reinen DOPG-Membranen zu beobachten war, verhindert. Die stabilisierende Rolle des

Lipid IT auf Membranen wird damit erneut untermauert.

Bei den CV-Untersuchungen lag der Fokus auf dem Prozess der Permeabilisierung der
Membran. Mit den Ergebnissen konnten bisherige Erkenntnisse zur Porenbildung durch
Nisin bestatigt werden. Weiterflihrende Aussagen, wie z.B. die zusatzliche Isolierung der
Elektrode durch die Peptide, konnten gemacht werden.

Die Korrelation der CV-Daten mit den Ergebnissen der QCM-Bindungsanalyse zeigt, dass

sich beide Biosensortechniken ideal erganzen.
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4.2 Mersacidin

4.2.1 Die Bestimmung von absoluten Frequenzanderungen und Bindungskon-

stanten

Mersacidin gehort nicht wie Nisin zur Gruppe der Typ A-Lantibiotika und hat dementspre-
chend auch ein anderes Lipid II-Bindungsmotiv. Die strukturellen Unterschiede sollten sich
in einem anderen Verhalten des Mersacidins an Modellmembranen bemerkbar machen.
Aufgrund der aktuellen Datenlage ist ein Lipid II-abhdngiges Bindungsverhalten des Pep-
tids zu erwarten. Zunachst wurde die absolut gebundene Menge an Mersacidin mit Hilfe
der QCM bestimmt. Im Gegensatz zu den Untersuchungen des Nisins bestanden die Mo-
dellmembranen jetzt nur aus DOPC = Lipid II. Der Einfluss der negativen Ladung von
DOPG-Membranen soll bei der Analyse der nachfolgenden Peptide vernachlassigt werden.

Zunachst wurde die Frequenzanderung durch absolut gebundene Mengen an Mersacidin
analysiert. In Anlehnung an die bisher untersuchten Peptide Nisin, NisinM und Insulin mit
ihren unterschiedlichen Strukturen werden auch nach der Zugabe von Mersacidin Fre-
quenzanderungen erwartet, die sich im Bereich der anderen drei Peptide befinden. In Ab-
bildung 35 sind die ermittelten Frequenzdnderungen nach Zugabe von Mersacidin zu

DOPC-Membranen mit und ohne Lipid II dargestellt.

Mersacidin in Methanol gelést
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Abbildung 35: Absolute Frequenzanderungen an DOPC-Membranen ohne und mit Lipid II nach Zugabe un-
terschiedlicher Mengen Mersacidin. Die Werte an reinen DOPC-Filmen befinden sich im Bereich der bisher
untersuchten Peptide. Im Gegensatz dazu ist die Abnahme der Frequenz in Gegenwart von Lipid II sehr viel
gréBer. Damit ist entgegen den Erwartungen eine Lipid II-Abhdngigkeit erkennbar. Statistisch signifikante
Werte bei p < 0,05 sind fiir Mersacidin im Vergleich zu Nisin mit # und fiir DOPC-Membranen mit Lipid II im

Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit " markiert.

Wie zu erkennen ist, zeigen sich lediglich fir reine DOPC-Membranen Frequenzabnahmen
im Bereich des Nisins. An DOPC/Lipid II-Filmen ist die Frequenzabnahme etwa dreimal so

groB. Entgegen den Erwartungen und im Gegensatz zu allen anderen Peptiden zeigt sich
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hier eine Abhangigkeit der absolut gebundenen Menge an Mersacidin von der Anwesenheit
des Lipid II. Die Ursache der zu den bisherigen QCM-Untersuchungen gegensatzlichen
Ergebnisse ist in dem verwendeten Losungsmittel der Mersacidin-Stammldsung zu suchen.
Im Gegensatz zu den bisher untersuchten Peptiden, die in verdiinnter Essigsaure geldst
vorlagen, wurde Mersacidin zundchst in reinem Methanol gelést und spater mit Wasser
verdinnt. Versuche an der QCM, bei denen anstelle des Peptids reines Methanol in das
Rundlaufsystem eines mit DOPC/Lipid II beschichteten Quarzkristalls injiziert wurden, zeig-
ten tatsdachlich eine Frequenzanderung von -2,89 %+ 0,37 Hz. Die Lipid II-abhdngige Fre-
quenzabnahme nach Zugabe von Mersacidin ist demnach auch auf den Einfluss des L6-
sungsmittels zuriickzufiihren. Es konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt wer-
den, dass Methanol mit den Phospholipiden interagiert. Das an die Phospholipide gebun-
dene Wasser wird zum Teil durch Alkoholmolekiile ersetzt. Die membranstabilisierende
Interaktion zwischen Wasser und Phospholipiden ist damit gestért, und die Membran wird
destabilisiert. Methanol ist zusatzlich in der Lage, Phospholipidmolekiile zu I6sen. In Folge
dessen sinkt der Ordnungsgrad der Phospholipide. Sie benétigen gleichzeitig mehr Flache
je Molekil und der Film wird insgesamt fluider. Es konnte gezeigt werden, dass damit auch
eine erhodhte Permeabilitat der Phospholipidschichten einhergeht [138-140]. Vereinzelt
kdnnen so Phospholipidmolekiile aus der Membran herausgel6st werden, was die Ordnung
der Filmschicht zusatzlich vermindert. Wie anhand der CV-Ergebnisse noch gezeigt werden
wird, beeinflusst Methanol neben den Frequenzanderungen tatséchlich auch die Permeabi-
litdt der Membran. Um den stark ausgepragten Effekt des Methanols zu minimieren, wurde
erfolgreich versucht, Mersacidin entgegen der blichen Vorgehensweise in 30%igem 2-
Propanol zu lésen. Die zuvor mit in Methanol geléstem Mersacidin durchgefiihrten Versu-
che wurden wiederholt. Im Folgenden werden die Ergebnisse vorgestellt, die ohne den
Einfluss des Losungsmittels durch die Wirkung des Mersacidins hervorgerufen wurden. An
Stellen, an denen durch Methanol stark abweichende Resultate bereits vorlagen, werden
diese erganzend aufgefiihrt.

Die neu durchgefiihrten Versuche zeigten bei der Bestimmung der absolut gebundenen
Mengen Mersacidin die in Abbildung 36 dargestellten Frequenzédnderungen. Alle Werte der
Frequenzabnahme liegen unter denen in Abbildung 35. Die Anderung der Frequenz fillt
nach Zugabe von Mersacidin etwas geringer aus als nach der Zugabe von Nisin, befindet
sich aber im selben GréBenbereich wie NisinM und Insulin. Eindeutige Abhangigkeiten von
der Peptidkonzentration oder der Anwesenheit von Lipid II wurden wie bei den bisher un-
tersuchten Peptiden nicht festgestellt. Es wird deutlich, dass die Bestimmung der Fre-
quenzanderungen mit Hilfe der QCM mdglicherweise nicht geeignet ist, Unterschiede zwi-

schen den einzelnen Lantibiotika in Abhdngigkeit von der Zusammensetzung der Modell-
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membran zu detektieren. Eventuell sind die ahnlichen Frequenzen auch gar nicht auf die
Limitierung der Technik zurlickzufiihren. Inwieweit es unter Umstanden tatsachlich keine
Unterschiede zwischen den absolut gebundenen Mengen gibt, kann an dieser Stelle al-

lerdings nicht geklart werden.
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Abbildung 36: Absolute Frequenzénderungen an DOPC-Membranen ohne und mit Lipid II nach Zugabe un-
terschiedlicher Mengen Mersacidin. Im Vergleich zu Abbildung 35 ist das Peptid in 30%igem 2-Propanol geldst.
Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir Mersacidin im Vergleich zu Nisin mit ¥ und mit © fir die
Werte von Mersacidin in 2-Propanol, verglichen mit Mersacidin in Methanol, markiert. Auf dem Signifikanzni-
veau von p < 0,05 sind keine Unterschiede zwischen Lipid II-haltigen und Lipid II-freien Membranen zu erken-

nen.

Die Abhangigkeit der Wirkung von den entsprechend immobilisierten Filmen ldsst sich al-
lerdings eindeutig anhand der kinetischen Bindungskonstanten erkennen. Tabelle 8 zeigt

eine Ubersicht (iber die ermittelten Bindungskonstanten von Mersacidin  an

DOPC = Lipid II-Filmen. Da sich die Bindungskonstanten von Mersacidin in Methanol nur

geringfligig unterscheiden, sind sie nicht mit dargestellt.

Kass [M* 5] Kaiss [5™] ko [M]
DOPC 689,46 1,44 ¢ 1073 2,51 10°
+ 251,00 + 3,96 ¢ 107 + 1,77 « 10°
DOPC/ 4132,36 4,45 « 103 9,88 « 107
0,1 mol%b Lipid 11 +1739,92 ' +5,94¢107%" + 4,77 « 107 %

Tabelle 8: Die kinetischen Bindungskonstanten von Mersacidin an DOPC-Membranen. Wahrend die Assoziati-
onskonstanten denen des Nisins entsprechen, verlduft die Dissoziation des Mersacidins deutlich schneller.
Daraus resultiert eine insgesamt schlechtere Bindungsfahigkeit. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind
fiir Mersacidin im Vergleich zu Nisin mit * und fiir DOPC-Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien
Membranen mit * markiert.
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Die Assoziationskonstanten von Mersacidin an DOPC-Filmen zeigen die gleichen Werte wie
Nisin. Auch hier ist die Assoziation in Anwesenheit von Lipid II um den Faktor sechs star-
ker als an reinen DOPC-Filmen. Die unabhangig von Lipid II im Vergleich zu Nisin insge-
samt schlechtere Bindung liegt an der schnelleren Dissoziation des Mersacidins von der
Membran. Wahrend Nisin zusammen mit Lipid II Poren bildet, wurde dies bisher nicht flir
Mersacidin gezeigt. Wenn es durch Mersacidin nicht zu einer Porenbildung kommt, so wird
sich das Peptid vermutlich auch nicht in gleicher Weise wie Nisin in die Membranen einla-
gern. Der Dissoziationsprozess wird so erleichtert und erklart die héheren kyss-Werte des
Mersacidins. Nisin dagegen ist flir die Pore essentiell und wird daher eher in der Membran

gehalten. Die Dissoziation ist somit erschwert.

Flr das Mersacidin wurden mit Hilfe der QCM erstmalig kinetische Bindungskonstanten
bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Assoziation durch die Anwesenheit von Li-
pid II ginstig beeinflusst wird. Die bisherigen Erkenntnisse, dass Mersacidin aufgrund sei-
ner duBeren Gestalt keine Poren ausbilden kann, wurden erweitert. Neben der Form des

Peptids steht seine schnelle Dissoziation einer mdglichen Porenbildung entgegen.

4.2.2 Die CV-Analyse zur Beobachtung moglicher Permeabilitatsdnderungen

Um zu Uberprifen, inwieweit die schnellere Dissoziation des Mersacidins tatsachlich einer
maoglichen Porenbildung entgegensteht, wurden auch fiir dieses Peptid CV-Untersu-

chungen durchgefiihrt.

200 200

Mersacidin in Methanol gelost Mersacidin in 2-Propanol gelost
180 180

[ 15 nM Mersacidin [ 15 nM Mersacidin
160 | I 1,5 uM Mersacidin 160 | I 1.5 uM Mersacidin

140 140
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100 100 o +
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DOPC DOPC/Lipid 11 DOPC DOPC/Lipid 11

Abbildung 37: Die Anderung der Membranpermeabilitit nach Zugabe von Mersacidin in unterschiedlichen
Lésungsmitteln. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir Mersacidin im Vergleich zu Nisin mit #, fir
DOPC-Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit " und mit ° fiir die Werte von

Mersacidin in 2-Propanol, verglichen mit Mersacidin in Methanol, markiert.

Wie bereits erlautert wurde, beeinflusst Methanol die Permeabilitat der Membran. In
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Gegenwart dieses Losungsmittels sollte daher eine verstarkte Zunahme der Stromstarke zu
beobachten sein. In Abbildung 37 sind die entsprechenden Ergebnisse von Mersacidin,
geldst in Methanol oder 2-Propanol, dargestellt.

Wie erwartet, fihrt die Gegenwart von Methanol in hohen Mersacidinkonzentrationen zu
einer deutlichen Erhéhung der Membranpermeabilitat. Die Effekte, die nur durch das Mer-
sacidin bedingt sind, kénnen so nicht isoliert werden.

Eine deutliche Zunahme der Permeabilitat der Membranen und die damit verbundene ge-
stoérte Filmordnung zeigt auch die Dampfungsanalyse. Der D/f-Anstieg ist nach Zugabe von
Mersacidin besonders hoch, wenn das Peptid in Methanol gelést wurde. In Tabelle 9 sind

die aus den D/f-Graphen ermittelten Anstiege, wiederum flir beide Losungsmittel, darge-

stellt.
Lésungsmittel Methanol Ldsungsmittel 2-Propanol
DOPC DOPC/ DOPC DOPC/
Lipid 11 Lipid 11
15 nM
0,575 £ 0,205 0,869 + 0,208 0,355 £ 0,182 0,552 + 0,109
MERSACIDIN
1,5puM
0,599 £ 0,112 1,327 £ 0,639 * 0,508 + 0,184 0,522 £ 0,120 #
MERSACIDIN

Tabelle 9: Die Dampfungsanalyse nach Zugabe von Mersacidin in unterschiedlichen Losungsmitteln. Die durch
Methanol bedingte geringere Ordnung der Membranen spiegelt sich auch in einer starkeren Dampfung wider.
Die Werte der rechten Tabellenhalfte zeigen die nur durch Mersacidin bedingten Effekte. Die im Vergleich zu
Nisin geringere Dampfung korreliert mit der schnelleren Dissoziation des Mersacidins. Statistisch signifikante
Werte bei p < 0,05 sind fiir Mersacidin im Vergleich zu Nisin mit # markiert.

Unter Verwendung von 2-Propanol zeigt sich ein anderes Bild. An reinen DOPC-Membra-
nen kann keine Zunahme der Permeabilitdt festgestellt werden. Ursachlich hierfiir ist die
schwache Assoziation des Mersacidins in Verbindung mit einer schnellen Dissoziation. Un-
spezifische Effekte, wie sie flir das Nisin beobachtet wurden, sind damit nicht mdglich. In
Gegenwart von Lipid II zeigt sich allerdings eine Zunahme der Permeabilitét, wenn auch
mit schwankenden Werten. Fir eine echte Porenbildung ist das Peptid aufgrund seiner
Ldnge und seiner kompakten Gestalt eher ungeeignet. Wahrscheinlich ist ein durch die
Bindung an Lipid II geférderter unspezifischer Effekt. Moglich ist, dass Mersacidin selber
die Ordnung der Phospholipide durch den engen Kontakt mit der Membran stort. Auch
eine Konformationsanderung des Lipid II nach Bindung des Lantibiotikums und eine damit

verbundene gestorte Ordnung der Filme muss in Betracht gezogen werden.
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Die Stérung der Filmordnung durch Mersacidin allein hat geringere Auswirkungen auf die
Dampfung der Quarzschwingung. Die D/f-Anstiege nach Peptidzugabe zu Lipid II-haltigen
DOPC-Filmen in der rechten Halfte der Tabelle 9 sind deutlich geringer als zuvor beschrie-
ben. Sie fallen ebenfalls geringer aus als nach der Zugabe von Nisin zu diesen Modell-
membranen. Auch hier |asst sich wieder der Zusammenhang zwischen schnellerer Dissozi-
ation und einer damit verbundenen geringeren Gesamtbindung des Mersacidins und den

geringeren Effekten an den Membranen im Vergleich zu Nisin zeigen.

Mit der Kombination von QCM und CV konnten keine unspezifischen Effekte beobachtet
werden, die sich auf die Wirkung des Mersacidins zurlickfiihren lassen.

Die in Gegenwart von Lipid II aufgetretene Zunahme der Stromstdrke lasst sich aufgrund
der Struktur des Mersacidins nicht wie bei Nisin mit einer spezifischen Porenbildung erkla-
ren.

Nach Zugabe des Peptids wirken die Filme weniger stark dampfend als nach Nisinzugabe.
Auch hier zeigte die Bindungsanalyse, dass dafilir die schnelle Dissoziation des Mersacidins

verantwortlich ist.

4.3 Gallidermin
4.3.1 Das Verhalten von Gallidermin an DOPC-Membranen

Gallidermin gehdrt wie Nisin zu den Typ A-Lantibiotika. Die an Bindung des Lipid II betei-
ligten Ringe A und B sind in beiden Peptiden nahezu identisch. Aufgrund des Bindungsmo-
tivs sollte Gallidermin zumindest im Bereich der Assoziation ein ahnliches Bindungsverhal-
ten zeigen wie Nisin. Im Gegensatz zu Nisin konnte bisher keine Porenbildung durch Galli-
dermin an DOPC-Membranen beobachtet werden. Bonelli et a/. gehen davon aus, dass das
Peptid zu kurz ist, um als Bestandteil einer mdéglichen Pore die Membran zu durchspannen
[79]. In Anlehnung an die Ergebnisse der Mersacidin-Untersuchungen kénnte man auf-
grund der fehlenden Porenbildung auch bei Gallidermin eine schnellere Dissoziation erwar-
ten. Bevor diese Vermutungen durch die Bestimmung der Bindungskonstanten tberpriift
wurden, sollte zundchst auch fiir das Gallidermin die absolut gebundene Peptidmenge mit
Hilfe der QCM bestimmt werden. Die entsprechenden Frequenzanderungen nach Zugabe
von Gallidermin zu DOPC-Membranen mit und ohne Lipid II sind in Abbildung 38 darge-

stellt. Zum besseren Vergleich sind die Daten des Nisins noch einmal mit aufgefiihrt.



Ergebnisse und Diskussion 84

27 popPc
o ] Gallidermin Nisin
2]
] 1
4]
N o] J
T 61
<
= ]
< _g]
104
] [ 15 nM Peptid (ohne Lipid 11)
s12] [ 1,5 uM Peptid (ohne Lipid 11)
] I 15 nM Peptid (mit Lipid I1)
_14 ] 1,5 uM Peptid (mit Lipid 11)

Abbildung 38: Absolute Frequenzanderungen der mit DOPC-Membranen beschichteten Quarzkristalle nach
Zugabe von Gallidermin oder Nisin. Auch nach Zugabe von Gallidermin lassen sich keine Unterschiede in den
absolut gebundenen Peptidmengen erkennen. Die Frequenzanderungen lassen sich weder mit den Peptidkon-
zentrationen noch mit dem Vorhandensein von Lipid II korrelieren. Auf dem Signifikanzniveau von p < 0,05
sind keine Unterschiede zwischen Gallidermin und Nisin zu erkennen.

Die Frequenzanderungen liegen fiir Gallidermin bei dhnlichen Werten wie fiir Nisin und den
anderen bisher untersuchten Peptiden. Auch an dieser Stelle lasst sich anhand der reinen
Frequenzanderungen nicht zwischen den verschiedenen Peptiden, deren Konzentrationen
oder der Anwesenheit von Lipid II differenzieren. Bisher verhielten sich alle Peptide bei der
Bestimmung der absolut gebundenen Peptidmengen sehr ahnlich. Fir die weiteren Unter-
suchungen des Gallidermins an verschiedenen Modellmembranen wird daher von ahnli-
chen Frequenzdnderungen nach Peptidzugabe ausgegangen. Die Versuche zur Bestim-

mung der entsprechenden Frequenzanderungen wurden deshalb nicht durchgefiihrt.

Um zu Uberpriifen, inwieweit sich die Erwartungen zum Bindungsverhalten des Gallider-
mins bestdtigen lassen, wurden die Bindungskonstanten bestimmt. Die ermittelten Werte
flr Kass, Kaiss Und kp sind, wiederum im direkten Vergleich zu Nisin, in Tabelle 10 aufgelis-
tet.

Die Bindungskonstanten des Gallidermins verhalten sich entgegen den Erwartungen. Be-
reits an reinen DOPC-Membranen ist eine starke Assoziation zu erkennen. Der Wert liegt
im Bereich der spezifischen Assoziation von Nisin an DOPC/Lipid II-Membranen und ist um
den Faktor 5,5 groBer als kass von Nisin an reinen DOPC-Membranen. Es scheint, als kdme
das Gallidermin durch den verkirzten C-Terminus dichter an die Oberflache der Modell-
membran heran und kénnte so besonders gut mit dieser interagieren. Aus der sehr guten

Assoziation resultiert eine insgesamt gute Bindung an reine DOPC-Membranen.
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kass [M_l S_l] kdiss [S_l] kD [M]

GALLIDERMIN DOPC 4134,86 1,40 ¢ 103 5,26 « 107
+ 276,23 % + 2,800 10%% +2,78 ¢ 1077

DOPC/ 1828,42 4,05 10" 2,69 ¢ 107

0,1 mol% Lipid 11 + 876,17 #" £1,2910%%" | +£8,38¢10°

NISIN DOPC 751,96 7,70 « 107 1,03 « 10°

+ 105,84 + 4,16 ¢ 10° +1,16 ¢ 107

DOPC/ 4676,58 1,77 « 1073 2,68 ¢ 107
0,1 mol% Lipid 11 + 307,47 ' +2,95¢ 107" +1,74¢ 107"

Tabelle 10: Die Bindungskonstanten von Gallidermin an DOPC-Membranen ohne und mit Lipid II. Gallidermin
zeigt eine starke Assoziation an reinen DOPC-Filmen, die die Gesamtbindung positiv beeinflusst. In Gegenwart
von Lipid II nimmt die Assoziation ab. Mdéglicherweise ist dies durch die geringere Interaktion zwischen dem
Bactoprenol des Lipid II und dem verkirzten C-Terminus des Gallidermins bedingt. Die geringere Assoziation
ist jedoch so spezifisch, dass die Dissoziation deutlich langsamer verlduft und die Gesamtbindung mit der des
Nisins vergleichbar ist. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind flir Gallidermin im Vergleich zu Nisin mit
# und fiir DOPC-Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit * markiert.

Im Vergleich zu Nisin kehrt sich die Tendenz der Bindungskonstanten nach Peptidzugabe
zu Lipid II-haltigen Filmen um. Die Assoziation des Gallidermins ist deutlich schwécher als
an reinen DOPC-Membranen und auch schwacher als der vergleichbare Nisinwert. Mogli-
cherweise ist die schlechtere Assoziation auf die fehlende Interaktion zwischen dem Bac-
toprenol des Lipid II und dem stark verkiirzten C-Terminus des Gallidermins zuriickzufih-
ren. Die Dissoziation des Gallidermins an DOPC/Lipid II-Membranen verldauft langsamer als
an reinen DOPC-Filmen bzw. langsamer als fiir Nisin an DOPC/Lipid II-Membranen. Ob-
wohl die Assoziation insgesamt schwacher ausfallt, scheint sie im Bereich MurNAc/PP des
Lipid IT doch so stark und spezifisch zu sein, das die Molekiile nicht so schnell von der
Membran dissoziieren kdnnen. Trotz schwacherer Assoziation fiihrt die langsame Dissozia-
tion somit zu einer Gesamtbindung des Gallidermins an DOPC/Lipid II-Membranen, die
besser ist als an reinen DOPC-Filmen und auBerdem dem kp-Wert des Nisins entspricht.

Die gegeniiber dem Nisin verminderte Assoziation schldagt sich auch in den Anstiegen der
D/f-Geraden nieder, die in Tabelle 11 aufgefiihrt sind. Die Werte sind in diesem Fall aus
den Frequenzverldaufen der kinetischen Bestimmungen und der simultan bestimmten

Dampfung ermittelt.
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DOPC DOPC/0,1 mol% Lipid 11
GALLIDERMIN 0,538 + 0,178 0,515 + 0,153 ¢
NISIN 0,594 + 0,214 1,494 + 0,360 "

Tabelle 11: Die Dampfung des Quarzkristalls nach Zugabe von Gallidermin zu DOPC-Membranen ohne und
mit Lipid II. An reinen DOPC-Filmen kann die im Vergleich zu Nisin geringere Dampfung als Hinweis auf eine
Anlagerung des Gallidermins dicht an der Oberfldche gesehen werden. An Lipid II-haltigen Membranen féllt die
Dampfung deutlich geringer aus als fir Nisin. Aufgrund der schwacheren Assoziation scheint eine geringere
Anzahl von Molekiilen gebunden zu haben. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir Gallidermin im
Vergleich zu Nisin mit # und fiir DOPC-Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit '

markiert.

Die im Vergleich zu Nisin geringere Dampfung an reinen DOPC-Membranen scheint die
Vermutung zu bestdtigen, dass die Galliderminmolekiile aufgrund der geringeren Ldange
besonders dicht an die Membran gelangen kénnen. Bei einer dhnlich starken Assoziation
wie der von Nisin an DOPC/Lipid II-Membranen ware auch eine ahnlich starke Dampfung
zu erwarten gewesen. Tatsachlich ist die Dampfung aber deutlich geringer. Méglich sind
eine kleinere Anzahl von Molekiilen an der Membran und eine andere Anlagerung. Wahr-
scheinlicher ist aufgrund der deutlich geringeren Assoziation eine kleinere Anzahl von Gal-

liderminmolekiilen an der Membran.

In bisherigen Untersuchungen zum Wirkmechanismus des Gallidermins an DOPC-
Membranen konnte keine Porenbildung detektiert werden. Im Gegensatz dazu stehen die
Daten der Bindungsanalyse. Eine mit Nisin vergleichbare gute Bindung wirde auch eine
Permeabilisierung der Membran erwarten lassen. Um zu Uberpriifen, inwieweit es mogli-
cherweise doch zu einer Permeabilisierung der Modellmembran durch Gallidermin kommt,
wurden CV-Versuche in gleicher Weise wie flir die bisher vorgestellten Peptide durchge-
fuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 39 dargestellt.

ErwartungsgemaB ist Gallidermin im Gegensatz zu Nisin nicht in der Lage, in Lipid II-
haltigen DOPC-Membranen Poren zu bilden oder deren Permeabilitdt anderweitig zu ver-
andern. Frihere Annahmen, dass Gallidermin flir eine Porenbildung zu kurz ist, lassen sich
hier bestdtigen. Die Literaturangaben fiir die Dicke von DOPC-Doppelschichten liegen zwi-
schen 37,5 A und 38,4 A [141-142]. Die Dicke der hier verwendeten Membranen ist gerin-
ger, da eine der beiden Schichten nicht DOPC, sondern das kiirzere Hexadekanthiol ist.
Von Lewis et a/. wird die Lénge einer Phosphocholin-Kopfgruppe mit ca. 5,5 A angegeben
[143]. Der Abstand der Kohlenstoffatome in Alkanketten betrigt ca. 1,8 A je Atom [141].
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Die Dicke der CigH33SH/DOPC-Membran ware damit um ca. 9 A im Vergleich zu reinen
DOPC-Doppelschichten reduziert. Die resultierende Dicke zwischen 28,4 A und 29,3 A& liegt
im Bereich der Lange des Gallidermins. Wie aber die CV-Ergebnisse zeigen, ist Gallidermin
auch fir die verwendete Modellmembran zu kurz. Es muss hier beachtet werden, dass
nicht das komplette Peptid die Membran durchspannt. Der Lipid II-bindende N-Terminus
befindet sich partiell an der Oberflache der Membran, und das Molekiil kann die Membran
nicht durchspannen. Damit lasst sich auch die Vermutung bekrédftigen, dass das Galli-

dermin nicht mit dem Bactoprenol des Lipid II in Wechselwirkung treten kann.
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Abbildung 39: Die CV-Ergebnisse von Gallidermin im Vergleich zu Nisin an DOPC-Membranen ohne und mit
Lipid II. ErwartungsgemaB ist keine Porenbildung an DOPC/Lipid II-Membranen zu beobachten. Eine ausge-
pragte Zunahme der Stromstarke an reinen DOPC-Filmen durch Gallidermin ist auf die starke Assoziation des
Peptids zuriickzufihren. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir Gallidermin im Vergleich zu Nisin

mit # und fiir DOPC-Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit * markiert.

Eine Permeabilisierung der reinen DOPC-Membran ist entgegen den Erwartungen flir hohe
Konzentrationen an Gallidermin zu beobachten. Die durch die kinetischen Daten implizierte
dichte Lage der Molekiile an der Membranoberflache und die starke Assoziation scheinen
die Anordnung der Phospholipide zu beeintrachtigen. Eine gestérte Membranordnung flihrt
zu einer erhdhten Permeabilitét der Membran und erklart die Zunahme der Stromstarke
durch die Zugabe von Gallidermin. Aufgrund der im Vergleich zu Nisin deutlich starkeren
Assoziation an reinen DOPC-Membranen fallt auch die Permeabilisierung der Membran

durch Gallidermin starker aus.

Mit Hilfe der Quarzwaage konnten auch fiir das Gallidermin erstmalig Bindungskonstanten
bestimmt werden. Die Ergebnisse deuten entgegen bisherigen Annahmen darauf hin, dass
Gallidermin die Membran permeabilisieren kann. Durch die CV-Analyse konnte eine unspe-

zifische Permeabilisierung bestdtigt werden. Einmal mehr konnte demonstriert werden,
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dass sich die beiden Biosensortechniken optimal erganzen.

4.3.2 Der Einfluss verkurzter Modellmembranen auf die Wirkung von Galli-

dermin

Wie gezeigt werden konnte, steht der verkiirzte C-Terminus des Gallidermins einer Poren-
bildung in DOPC-Membranen entgegen. Deshalb sollte eine Verringerung der Dicke der
Membran eine Permeabilisierung der Membran durch Gallidermin erlauben. Durch die Ver-
wendung von DPoPC anstelle des DOPC als Phospholipid wurde eine Verringerung der
Membrandicke angestrebt. DPoPC besitzt Fettsduren, deren Kettenldnge im Vergleich zu
DOPC um zwei C-Atome verkiirzt ist. Obwohl in Arbeiten von Bonelli ef a/. an Liposomen
aus DPoPC keine Freisetzung von Fluoreszenzfarbstoffen durch Gallidermin beobachtet
werden konnte, wurde dieses Phospholipid in der vorliegenden Arbeit bewusst ausgewahlt.
Die eingesetzten Liposomen wurden aus Stabilitatsgriinden unter Verwendung von
50 mol% Cholesterol hergestellt. Cholesterol ist bekannt dafiir, dass es mit Phospholipiden
in Wechselwirkung tritt und deren Orientierung in Membranen verandert. AuBerdem kann
es mit Proteinen interagieren, die in der Membran eingelagert sind [144-146]. Fir die an-
timikrobiell wirkenden Peptide Plantaricin A und Gramicidin S sowie das hamolytisch wir-
kende Melittin wurde gezeigt, dass Cholesterol die Einlagerung in die Membran vermin-
dert. Die teilweise permeabilisierende Wirkung der Peptide auf die Membran ist durch den
Einfluss von Cholesterol ebenfalls reduziert [147-149]. Es ist vorstellbar, dass das Cho-
lesterol auch einen Einfluss auf die Phospholipide der Liposomen hat, die bisher fiir die
Galliderminuntersuchungen verwendet wurden. Dariiber hinaus kann nicht gesagt werden,
inwieweit das Cholesterol auch einen Einfluss auf die Wirkung des Gallidermins hat. Aus
diesem Grund sollte es von Vorteil sein, die Wirkung von Gallidermin ohne die Gegenwart
von Cholesterol zu untersuchen.

Auf den Quarzkristallen, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, waren die im-
mobilisierten Schichten auch ohne Zusatz von Cholesterol stabil. Damit konnte die Wirkung
von Gallidermin auf verkiirzte Membranen ohne stdrende Einfliisse betrachtet werden.

Um zu untersuchen, inwieweit Gallidermin in der Lage ist, die verkirzten Membranen zu
permeabilisieren, wurden CV-Untersuchungen durchgefiihrt. Auch an diesen Membranen
wurde Nisin als Referenz beriicksichtigt. Uberraschenderweise zeigten ausnahmslos alle
CV-Versuche keine Zunahme der Stromstdarke nach Zugabe von Gallidermin oder Nisin.
Betrachtet man nur das Gallidermin, so ist es vorstellbar, dass die gewahlte Modellmem-
bran immer noch zu dick ist. Das Peptid ist nicht in der Lage, diese zu durchspannen. Al-

lerdings ist es erstaunlich, dass auch die Zugabe von Nisin keine Veranderung der Perme-
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abilitat der Membran bewirkt. Weder unspezifische, noch Lipid II-vermittelte Effekte konn-
ten beobachtet werden. Es erscheint unwahrscheinlich, dass Nisin in diesem Fall nicht an
Lipid II-haltige Filme binden kann. Sowohl das Bindungsmotiv des Nisins als auch das Li-
pid II haben sich in ihrer Struktur nicht verandert. Daher erscheint auch eine gednderte
Bindungskinetik eher fraglich. Allerdings hat sich bei den bisherigen Untersuchungen im-
mer ein Einfluss der Bindungskinetik auf die CV-Ergebnisse gezeigt. Deshalb wurden an
dieser Stelle die Bindungskonstanten von Gallidermin und Nisin an DPoPC-Membranen
bestimmt. Eine bessere Interpretation der CV-Ergebnisse soll damit mdglich werden. In
Tabelle 12 sind die Werte fir ks, Kgiss Und kp der beiden Peptide an DPoPC-Membranen

zusammengefasst.

kass [M_l S_l] kdiss [S_l] kD [M]
GALLIDERMIN DPoPC 1421,00 1,32 ¢ 103 1,67 ¢ 10°®
+ 700,61 + 3,10  10* +1,03¢10°
DPoPC/ 771,66 6,67 ¢« 10 9,35 107
0,1 mol% Lipid 11 + 49,07 *# +£9,2410°" + 594108
NISIN DPoPC 1140,56 1,67 « 103 1,19 « 10°®
+ 73,36 + 2,80 10" + 6,19 107
DPoPC/ 3665,49 1,08 « 102 3,47 ¢ 10°
0,1 mol% Lipid 11 +1194,55° +7,40 ¢ 103 +7,80e 107"

Tabelle 12: Die kinetischen Bindungskonstanten von Gallidermin und Nisin an verkiirzten DPoPC-Membranen.
Gallidermin zeigt im Vergleich zu DOPC-Membranen an Lipid II-freien und DPoPC/Lipid II-Membranen eine
schlechtere Bindungsfahigkeit, die sich auf die verminderte Assoziation zurlickfiihren ldsst. Das Verhalten von
Nisin ist dagegen durch eine sehr schnelle Dissoziation charakterisiert, die einer méglichen Porenbildung ent-
gegensteht. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir Gallidermin im Vergleich zu Nisin mit ¥ und fiir
DPoPC-Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit * markiert.

Betrachtet man zunadchst das Gallidermin, so fallt auf, dass die Bindungsfahigkeit an
DPoPC-Membranen insgesamt schlechter ausfallt als an DOPC-Membranen. Die Hauptur-
sache dafur ist die um den Faktor 3 bzw. 2 reduzierte Assoziation. Vor allem die an reinen
DPoPC-Filmen schwachere Assoziation erklart, dass im Gegensatz zu DOPC-Membranen
kein Anstieg der Stromstdrke zu verzeichnen ist. Die Dissoziation bleibt durch die unter-
schiedlichen Lipide relativ unbeeinflusst. Eine ausgepragte Interaktion zwischen Gallider-
min und Lipid IT kann auch an DPoPC-Filmen nicht beobachtet werden. Die fehlende
Wechselwirkung ist anscheinend fiir die ausbleibende Permeabilisierung der Membran ver-
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antwortlich. Entsprechend kann auch mit CV-Untersuchungen keine Zunahme der Strom-
starke bestimmt werden.

Anders verhdlt es sich beim Nisin. Die Assoziationskonstanten zeigen ahnliche Werte wie
an DOPC-Membranen. Eine deutliche Abhangigkeit der Assoziation von der Anwesenheit
des Lipid IT kann auch hier gezeigt werden. Die Dissoziation verlauft an DPoPC-Filmen
allerdings deutlich schneller als an DOPC-Filmen. Ohne Lipid II ist der Dissoziationsprozess
doppelt so schnell, in Gegenwart von Lipid II sogar sechsfach schneller. Insgesamt resul-
tiert daraus, verglichen mit reinen DOPC-Filmen, eine geringfligig schlechtere Bindung an
reine DPoPC-Membranen und eine ca. 13fach schlechtere Bindung an DPoPC/Lipid II-Fil-
me.

Man kann davon ausgehen, dass Lipid II flir Nisin grundsatzlich zuganglich ist. Die schnelle
Dissoziation verhindert jedoch eine Wirkung des Peptids. Eine zeitliche Verzdgerung zwi-
schen der Bindung an Lipid II und einer potenziellen Porenbildung ist erkennbar. Mdgli-
cherweise ist der Bactoprenolrest des Lipid II durch die kiirzere Membran gestaucht und
liegt nicht mehr in seiner urspriinglichen Konformation vor. Damit ist zwar die Bindung des
Nisins an MurNAc/PP ungehindert moglich, die sich anschlieBende Interaktion mit dem
Bactoprenol aber gestért. In Folge dessen kann sich kein korrekter Nisin/Lipid II-Komplex
bilden und das Peptid kann auch nicht als Bestandteil der Pore in der Membran verankert
werden. Dementsprechend schneller verlauft dann auch die Dissoziation.

Die deutlich schnellere Dissoziation spiegelt sich auch in der Dampfungsanalyse wider. In
Tabelle 13 sind die D/f-Anstiege von Gallidermin und Nisin an DPoPC-Membranen darge-
stellt. Die Werte der Anstiege aus den D/f-Geraden liegen fiir DPoPC ohne Peptidzugabe
bei 0,383 £ 0,163 (reines DPoPC) und 0,325 + 0,056 (DPoPC/Lipid II). Diese Werte liegen
deutlich niedriger als die vergleichbaren DOPC-Werte (Tab. 6). Die verkirzten Hexade-
kanthiol/DPoPC-Membranen befinden sich insgesamt dichter an der Oberfldche des Quarz-

kristalls und wirken demzufolge auch weniger dampfend.

DPoPC DPoPC/0,1 mol%o Lipid 11
GALLIDERMIN 0,364 £ 0,193 0,387 + 0,200
NISIN 0,326 + 0,286 0,493 £ 0,093

Tabelle 13: Die Dampfungsanalyse nach Zugabe von Gallidermin oder Nisin zu verkiirzten DPoPC-
Membranen. Fast alle Werte liegen im Bereich der DPoPC-Filme ohne Peptidzugabe. Eine Anlagerung von we-
nigen Molekilen und entsprechend geringer Dampfung wird unter Berlicksichtigung des Dissoziationsverhal-
tens angenommen. Entsprechend der starksten Assoziation fallt allerdings die Dampfung fiir Nisin an Lipid II-
haltigen Membranen etwas starker aus. Auf dem Signifikanzniveau von p < 0,05 sind keine Unterschiede zwi-

schen Gallidermin und Nisin zu erkennen.
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Betrachtet man die D/f-Anstiege nach Peptidzugabe, so sieht man, dass fast alle im Be-
reich der Anstiege der Membranen ohne Peptidzugabe liegen. Eine deutliche Erhéhung der
Dampfung wurde nach Zugabe von Nisin zu Lipid II-haltigen DPoPC-Membranen festge-
stellt. Entsprechend der beobachteten starksten Assoziation in Tabelle 12 ist davon auszu-
gehen, dass sich hier die meisten Molekiile an der Membran angelagert haben. Trotzdem
fallt die Dampfung deutlich geringer aus als die vergleichbare flir DOPC. Ursache ist die an
DPoPC-Membranen deutlich schnellere Dissoziation, die eine langere Wechselwirkung von
mehr Nisinmolekulen verhindert.

Bei allen anderen Dampfungswerten befinden sich entweder verhaltnismaBig wenige Mo-
lekiile an der Membranoberflache, oder die gebundenen Peptidmolekiile nehmen die
Schwingung des Quarzes gut auf und wirken nicht dédmpfend. Flr Ersteres sprechen die

kinetischen Bindungskonstanten, vor allem die recht schnelle Dissoziation.

Wie auch von Bonelli ef a/. konnte an den kiirzeren DPoOPC-Membranen keine Permeabili-
sierung der Filme durch Gallidermin oder Nisin festgestellt werden. Fir beide Peptide
konnte gezeigt werden, dass die Ursache dafiir in der Bindungskinetik zu suchen ist. Die
Gesamtbindungsfahigkeit beider Lantibiotika wird von den Prozessen der Assoziation und
Dissoziation unterschiedlich stark beeinflusst. Es ist einmal mehr erkennbar, dass die
Trennung der beiden Prozesse fiir eine umfassende Charakterisierung des Bindungsverhal-

tens der Lantibiotika essentiell ist.

4.3.3 Der Einfluss verzweigtkettiger Phospholipide auf die Wirkung von Galli-

dermin

In der Literatur finden sich zahlreiche Beitrage Uber die Zusammensetzung bakterieller
Zellmembranen. Die Aufmerksamkeit liegt an dieser Stelle besonders auf den Membran-
komponenten von Stammen, die sich gegeniiber Gallidermin als sensitiv erwiesen haben.
Membranen verschiedener Stamme von Staphylococcus, Streptococcus und Lactococcus
weisen Fettsdauren unterschiedlicher Ldnge auf. Die Anzahl der Kohlenstoffatome variiert
groBtenteils im Bereich zwischen C14 und C18. In geringeren Anteilen kommen auch lan-
ger- und kirzerkettige Fettsdauren vor. Fast alle untersuchten Stamme wiesen neben un-
verzweigten Fettsdauren erhebliche Anteile an verzweigten Fettsauren auf. Dabei handelt es
sich fast ausschlieBlich um anteiso-Fettsauren, die eine Methylverzweigung an der drittletz-
ten Position besitzen. In ganz geringen Mengen sind auch zyklische Verzweigungen in den
Membranen zu finden. Der Anteil der anteiso-Fettsauren variiert stark und kann bis ca.

50% der gesamten Fettsduren ausmachen [150-157]. Es ist anzunehmen, dass die
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verzweigtkettigen Fettsauren die Struktur der Zellmembran und auch von darin integrier-
ten Elementen beeinflussen.

Moglicherweise ist die Wirkung von Gallidermin an das Vorhandensein verzweigtkettiger
Fettsauren in den Zellmembranen der Zielorganismen gebunden. Um dies zu Uberprifen,
wurden in die DPoPC-Membranen 20 mol% Phospholipide eingebaut, die diese Fettsduren
enthielten. Die eingebauten 20 mol% entsprechen dem durchschnittlichen Gehalt der Lite-
raturangaben. In Abbildung 24 (Kapitel 3.3.2) sind die Strukturen der von Dr. Rattay (Mar-
tin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) synthetisierten und mir freundlicherweise zur Ver-
figung gestellten Phospholipide 1-O-Hexadecyl-2-[12-Methyl]-Palmitoyl-s#Glycero-3-
Phosphocholin (PL3) und 1-O-Hexadecyl-2-[a-Hexyl]-Palmitoyl-sm-Glycero-3-Phosphocholin
(PL5) dargestellt. Anstelle der Fettsduren in Position 1 des Glycerols wurden Alkohole ein-
gesetzt und mit den Hydroxylgruppen verethert. Das PL3 kommt dabei einer nattirlichen
anteiso-Verzweigung am nachsten.

Die Modellmembranen aus DPoPC mit PL3 oder PL5 enthielten fur einen Teil der Versuche
ebenfalls Lipid II, das wie bisher in die Membranen eingebaut wurde. Da alle Bestandteile
nach der Kompression auf der Filmwaage keine Phasentrennung zeigten, konnten die
Membranen problemlos auf die entsprechenden Quarzkristalle Gibertragen werden.
Zunachst sollte eine potenzielle veranderte Wirkung von Gallidermin an Modellmembranen
untersucht werden, die das Phospholipid mit einer methylverzweigten Fettsaure enthielten.
Bei der Beobachtung einer mdglichen Zunahme der Permeabilitét der Membran ergab sich

aus den CV-Untersuchungen das in Abbildung 40 gezeigte Bild.

2007 DPoPC/PL3 [ 15 nM Peptid (ohne Lipid 11)

180 t 31,5 uM Peptid (ohne Lipid 11)
I 15 nM Peptid (mit Lipid 11)
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Abbildung 40: Permeabilitdtsanderungen an DPoPC/PL3-Membranen nach Zugabe von Gallidermin oder
Nisin. Fiir das Gallidermin sind ausgepragte unspezifische Effekte zu sehen, die auf einer verminderten Ord-
nung der Phospholipide durch die Methylverzweigung beruhen. Weiterhin lasst sich im Gegensatz zu Nisin eine
deutliche Abhangigkeit der Wirkung von der Anwesenheit des Lipid II erkennen. Statistisch signifikante Werte
bei p < 0,05 sind fiir Gallidermin im Vergleich zu Nisin mit # und fiir DPoPC/PL3-Membranen mit Lipid II im
Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit © markiert.
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Interessanterweise zeigt sich flir Gallidermin erstmalig eine ausgepragte Zunahme der
Stromstarke. Das AusmaB ist von der Konzentration des zugegebenen Peptids und der
Anwesenheit von Lipid II abhangig. Die Zunahme der Stromstarke ist sogar starker als die
fur das Nisin an DOPC-Membranen beobachtete (Abb. 33). Unspezifische Effekte zeigten
sich auch nach Zugabe von Nisin. Eine Lipid II-spezifische Permeabilisierung der
DPoPC/PL3-Membran wurde nicht oder nur in geringem AusmaB detektiert.

Verschiedene dltere Arbeiten haben gezeigt, dass durch die Anwesenheit verzweigtkettiger
Fettsduren die lokale Ordnung von Lipidfilmen gestort wird [158-159]. Nach Modellen von
Rattay et a/. sind Phospholipide, die Fettsauren mit kurzkettigen Verzweigungen besitzen,
gegeneinander verschoben bzw. gegenliber der Ausrichtung unverzweigter Phospholipide
gekippt [160]. Die verzweigten Seitenketten sind dabei entgegengesetzt ausgerichtet, wie
in Abbildung 41 dargestellt ist.

Anordnung gekippt

B Phosphocholin-Kopfgruppe
B An Glycerol gebundene Fettséuren
B Verzweigung der Fettséure
Anordnung gegeneinander verschoben

Abbildung 41: Schematische Darstellung der mdglichen Anordnung von Phospholipiden mit kiirzerkettig
verzweigten Fettsauren. Die Phospholipide kénnen gegeneinander verschoben sein. Dabei wird der Platzbedarf
erhoht und die Dichte der Packung der Membran verringert. Bei sehr kurzen Verzweigungen sind die Seitenket-
ten in Richtung der Kopfgruppen angeordnet. Der Platzbedarf der Phospholipide wird dadurch kaum beein-
flusst. Allerdings kann sich dabei die Membran neigen [nach 160].

Die stabilisierende Interaktion zwischen den Alkanketten ist nicht mehr gegeben und die
Membranstrukturen sind aufgelockert. Substanzen kénnen sich in eine weniger geordnete
Membran leichter einlagern als in eine hoch geordnete Schicht. Die verzweigte Methyl-
gruppe des PL3 zeigt sich flir die gesteigerte Unordnung der Membranen verantwortlich
und hat damit einen indirekten Einfluss auf die Wirkweise der Lantibiotika. Die Zugabe von
Gallidermin und Nisin in hohen Konzentrationen flihrt zu einer ausgepragten unspezifi-
schen Permeabilisierung der Membran, die durch den veranderten Ordnungsgrad der
Schicht erleichtert ist. Die fur das Gallidermin beobachtete sehr starke Zunahme der
Stromstdrke an Lipid II-haltigen Filmen ist zu einem Teil sicherlich auch durch die unspezi-
fischen Effekte bedingt.
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Mdglicherweise beeinflusst die gebundene Methylgruppe neben der Ordnung der Phospho-
lipide auch die Bindungskinetik der Lantibiotika an diesen Membranen. Um das zu Uberpri-
fen, wurden die Bindungskonstanten fiir Gallidermin und Nisin an DPoPC/PL3-Membranen

mit und ohne Lipid II bestimmt. Die Werte sind in der Tabelle 14 zusammengefasst.

kass [M_l S_l] kdi:;s [S_l] kD [M]

GALLIDERMIN DPoPC/PL3 1116,08 6,70 ¢ 10 2,38 ¢ 107
+ 729,38 +1,82¢10* + 2,80 1087

DPoPC/PL3/ 1726,80 1,50 « 107 8,43 « 107

0,1 mol% Lipid 11 + 626,48 +1,05¢103° +3,7¢107"

NISIN DPoPC/PL3 1062,79 2,07 ¢ 107 1,35 10°

+ 136,40 + 1,30 107 + 3,54 107

DPoPC/PL3/ 1645,67 2,61 107 1,89 « 10°®

0,1 mol% Lipid 11 + 1115,79 +1,03¢10° + 7,69 ¢ 107

Tabelle 14: Die Bindungskonstanten von Gallidermin und Nisin an DPoPC/PL3-Membranen. Die durch das
methylverzweigte PL3 geringere Membranordnung ermdglicht trotz gleichbleibender Assoziation eine bessere
Einlagerung des Gallidermins in die Membran. Die Ursache dafiir ist eine deutlich verlangsamte Dissoziation
des Peptids. In Gegenwart von Lipid II ist die Assoziation des Gallidermins erhdht, vermutlich durch eine bes-
sere Interaktion zwischen dem Peptid und Lipid II. Nisin zeigt an beiden DPoPC/PL3-Membranen eine schnelle-
re Dissoziation als an DPoPC-Filmen. Eine dadurch bedingte geringere Einlagerung in die Membran, verglichen
mit Gallidermin, kann angenommen werden. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fir Gallidermin im
Vergleich zu Nisin mit #. fiir Lipid II-haltige im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen mit " und fiir die DPoPC-

Membranen mit PL3 im Vergleich zu den PL3-freien Membranen mit ¢ markiert.

Die Assoziation an reine DPoPC/PL3-Membranen ist fir das Gallidermin im Vergleich zu
DPoPC-Filmen ohne methylverzweigte Fettsaure nahezu gleich. Allerdings verlauft die Dis-
soziation in Gegenwart des methylverzweigten Phospholipids deutlich langsamer als ohne
PL3. Die daraus resultierende sehr viel bessere Gesamtbindung korreliert mit den ausge-
pragten unspezifischen Effekten der CV-Untersuchungen. Es scheint, als wiirde durch die
gestorte Filmordnung die Interaktion zwischen der Membran und Gallidermin erhdht. Das
Peptid kann sich in bestehende Fehlstellen besser einlagern. Eine daraus folgende partielle
Integration von Gallidermin in die Membran wiirde auch die verlangsamte Dissoziation
erklaren.

In Gegenwart von Lipid II zeigt sich an DPoPC-Membranen erstmalig ein positiver Einfluss
des bakteriellen Targets auf die Wirkung des Gallidermins. Die Assoziation ist, verglichen

mit den Werten ohne methylverzweigte Phospholipide, mehr als doppelt so stark. Mogli-
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cherweise liegt das Lipid II durch die gestérte Ordnung der Membran in einer Konformati-
on vor, die es dem Gallidermin erlaubt, auch mit gréBeren Bereichen des Bactoprenols zu
interagieren. Zusatzlich zu der beschriebenen unspezifischen Einlagerung des Gallidermins
in die Membranen wird eine Ansammlung des Peptids durch Lipid II geférdert. Eine damit
verbundene zusatzliche Aufweitung der Phospholipide erklart auch den gréBeren Anstieg
der Stromstarke. An dieser Stelle wird deutlich, dass die Verfligbarkeit des Lipid II in der
Membran von der Zusammensetzung derselben abhangt. Durch unterschiedlich zusam-
mengesetzte Membranen wird die bakterielle Zielstruktur unterschiedlich prasentiert. Die
Interaktion zwischen Lipid II und den Lantibiotika wird neben der Struktur der Peptide
auch durch die Anordnung des Lipid II in der Membran bestimmt. Diese Aussagen decken
sich mit Untersuchungen von Bonelli et a/. [79]. In dieser Arbeit konnte eine Porenbildung
durch Gallidermin, im Gegensatz zu Nisin, in Lactococcus lactis nicht beobachtet werden.
Allerdings war die MHK des Gallidermins um eine Zehnerpotenz geringer als die des Nisins.
Unter Bericksichtigung der Aussagen in der vorliegenden Arbeit ist es mdglich, dass die
Membranzusammensetzung in L. /actis sich positiv auf die Anordnung des Lipid II aus-
wirkt. Das Gallidermin kann trotz fehlender Porenbildung das Lipid II effektiver als Nisin
binden und es damit der Zellwandbiosynthese entziehen.

Eine schnellere Dissoziation des Gallidermins von Lipid II-haltigen DPoPC/PL3-Membranen
im Vergleich zu Lipid II-haltigem DPoPC flihrt dazu, dass die Gesamtbindungsfahigkeit
durch die Methylverzweigung nur geringfiigig verbessert ist.

Nisin zeigt an den Lipid II-freien DPoPC/PL3-Membranen eine Bindungskinetik, die mit der
an DPoPC-Filmen vergleichbar ist. Gegeniiber dem Gallidermin ist die Assoziation in etwa
gleich, die Dissoziation allerdings deutlich schneller. Eine dem Gallidermin ahnliche Einla-
gerung des Peptids in bestehende Fehlstellen des Films erscheint durch die schnelle Disso-
ziation nicht in gleichem AusmaB gegeben. Mdglicherweise ist sie auch durch die groBere
raumliche Ausweitung des Nisins erschwert. Dieses Verhalten wirde auch das geringere
Ausmal der Membranpermeabilisierung, wie es die CV-Ergebnisse zeigten, erklaren.

An Lipid II-haltigen DPoPC/PL3-Membranen zeigt Nisin im Vergleich zu Gallidermin einen
héheren kp-Wert, der durch eine etwas langsamere Assoziation und eine schnellere Disso-
ziation bedingt ist. Diese Tatsache alleine mag vielleicht eine etwas geringere Permeabili-
tdt der Membran erklaren, nicht aber die ausgepragten Unterschiede der CV-Daten zwi-
schen den beiden Peptiden. Zusatzlich wird vermutlich auch in DPoPC/PL3-Membranen die
Interaktion zwischen Nisin und Lipid II so vermindert sein, dass eine Porenbildung ahnlich
wie in DPoPC-Membranen ohne PL3 nicht mdglich ist.

Unabhangig von der Bindungskinetik werden die Membranen durch die Interaktion mit

Gallidermin oder Nisin in ihrer Fluiditat kaum verandert, wie die Werte aus der Damp-
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fungsanalyse in Tabelle 15 zeigen. Die D/f-Werte flir die DPoPC/PL3-Membranen liegen bei
0,315 + 0,047 fir Lipid II-freie und 0,345 + 0,157 fir Lipid II-haltige Membranen.

DPoPC/PL3 DPoPC/PL3/
0,1 mol%o Lipid Il

GALLIDERMIN 0,344 £ 0,202 0,320 £ 0,183 °

NISIN 0,187 + 0,107 0,420 £ 0,312

Tabelle 15: Die Dampfung von DPoPC/PL3-Membranen nach Zugabe von Gallidermin oder Nisin. Die Mem-
bran toleriert die Einlagerung von Gallidermin, eine Zunahme der Dampfung ist nicht zu beobachten. An Li-
pid II-freie Membranen lagern sich im Vergleich zu Gallidermin weniger Nisinmolekiile an, wie die geringere
Dampfung vermuten lasst. An DPoPC/PL3-Membranen mit Lipid II wirken die bakterielle Zielstruktur und die
Struktur des Nisins einer dhnlich wie Gallidermin tolerierten Einlagerung in die Membran entgegen. Entspre-
chend starker fallt auch die Dampfung aus. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir die DPoPC-
Membranen mit PL3 im Vergleich zu den PL3-freien Membranen mit ¢ markiert.

Nach Zugabe von Gallidermin verandern sich diese Werte kaum. Auch hier besteht wieder
die Mdglichkeit, dass sich relativ wenige Molekiile an der Oberflache der Membran befin-
den, oder das angelagerte Peptid sich wenig dampfend auswirkt. Eine eindeutige Differen-
zierung ist schwierig. Jedoch deutet die Wirksamkeit des Gallidermins in den CV-
Untersuchungen darauf hin, dass sich in diesem Fall die angelagerten Molekiile wenig
dampfend auswirken. Eine gute Tolerierung der eingelagerten Galliderminmolekile durch
die Membran und die darin enthaltenen Fehlstellen kann angenommen werden.

Dass sich an Lipid II-freien DPoPC/PL3-Membranen mehr Gallidermin- als Nisinmolekiile
befinden, lieB sich schon anhand der kinetischen Analyse und der besseren Bindung fiir
das Gallidermin vermuten. Die geringe Dampfung durch Nisin ldsst auch auf eine Anlage-
rung in kleineren Mengen schlieBen. Die wenigen Molekiile, die sich in die Membran einla-
gern, werden, ahnlich wie beim Gallidermin, gut toleriert. An Lipid II-haltigen Membranen
kommt wieder die groBere raumliche Ausweitung des Nisins gegeniiber dem Gallidermin
zum Tragen. Durch die nach wie vor stabilisierende Wirkung des Lipid II auf die Membran
ist eine Einlagerung des Nisins in die Fehlstellen der Membran erschwert. Das Peptid findet
sich in gréBerem AusmaB an der Membranoberflache wieder, was eine starkere Dampfung
nach sich zieht. Bei Gallidermin ist dieser Effekt deutlich schwacher ausgepragt. Das klei-
nere Molekil kann sich trotz Lipid II in die Fehlstellen der Membran einlagern.
Methylverzweigte Fettsdauren sorgen in den Phospholipidmembranen fiir eine Abnahme des
Ordnungszustandes und verursachen mdglicherweise Fehlstellen innerhalb der Filme. Es

konnte gezeigt werden, dass es dadurch zu ausgepragten unspezifischen Effekten nach
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Zugabe von Gallidermin kommt. Um die Fehlstellen in den Membranen zu verringern und
den Ordnungszustand zu erhdhen, wurde das PL3 durch das bereits beschriebene PL5
ersetzt. Dieses Phospholipid enthdlt an Position zwei des Glycerols eine Fettsdure, die am
zweiten Kohlenstoff eine Hexylkette aufweist. Den Modellvorstellungen von Rattay et al.
zufolge zeigen die Phospholipide mit steigender Kettenlange der Verzweigung ein anderes
Verhalten in der Membran. Langerkettige Verzweigungen flihren dazu, dass die Phospholi-
pide sich wieder in einer aufrechten Position in der Membran befinden. Dadurch ist die
Stabilitdt der Membran erhdht. Je nach Anordnung der Seitenketten zueinander bzw. zu
den Fettsdureketten benachbarter Phospholipide ist die Anzahl der Fehlstellen in der
Membran im Vergleich zu kiirzerkettigen Verzweigungen reduziert. In Abbildung 42 sind
die beiden mdglichen Anordnungen der Phospholipide mit langerkettigen Verzweigungen

schematisch dargestellt.

Anordnung antiparallel

B Phosphocholin-Kopfgruppe
B An Glycerol gebundene Fettsauren
W Verzweigung der Fettsdure

Anordnung gegeneinander verschoben

Abbildung 42: Schematische Darstellung der méglichen Anordnung von Phospholipiden mit langerkettig
verzweigten Fettsauren. Die einzelnen Lipidmolekiile kénnen antiparallel oder gegeneinander verschoben vor-

liegen. In beiden Fallen befindet sich die Membran in einer senkrechten Anordnung [nach 160].

Die Phospholipide kénnen antiparallel vorliegen, das heiBt, dass sich die Phosphocholin-
kopfe innerhalb einer Doppelschicht nicht mehr gegeniiber befinden. Liegen die Phospho-
lipide gegeneinander verschoben vor, so stehen sich die Kopfgruppen nahezu direkt ge-
gentiber. Die Anordnung der Fettsduren ist seitenverkehrt. In beiden Fallen ist, durch die
Verzweigung einer Fettsdaure bedingt, der Platzbedarf der Phospholipide erhéht. Durch die
relativ gleichmaBige Anordnung der Alkylreste und das Ineinandergreifen der Ketten
kommt es zur schon angesprochenen Verringerung der Fehlstellen in der Membran.

Mit dem Einbau des hexylverzweigten Phospholipids in die DPoPC-Membranen sollte eine
solche Verringerung der Fehlstellen angestrebt werden. Die Mdglichkeit unspezifischer
Wechselwirkungen zwischen den Peptiden und einer defekten Membran sollte so einge-
schrankt werden. Dennoch ist es mdglich, die Auswirkung der verzweigten Fettsduren auf
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die spezifische Wirkung von Gallidermin in DPoPC-Membranen mit und ohne Lipid II zu
untersuchen.

Aufgrund geringerer unspezifischer Effekte sollte die Zunahme der Permeabilitdt nach Zu-
gabe von Gallidermin zu DPoPC/PL5-Membranen deutlich geringer ausfallen als an
DPoPC/PL3-Filmen. Um dies zu Uberprifen, wurden auch an dieser Stelle CV-Untersu-
chungen durchgeflihrt. Die Ergebnisse von Gallidermin und Nisin an DPoPC/PL5-Membra-

nen mit und ohne Lipid II sind in Abbildung 43 dargestellt.

2003 ppopc/PLS [ 15 nM Peptid (ohne Lipid 11)
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Abbildung 43: Die durch die Zugabe von Gallidermin und Nisin verursachten Anderungen in der Permeabilitat
von DPoPC/PL5-Membranen. Beide Peptide zeigen Effekte nur in hohen Konzentrationen. Unspezifische Effekte
fallen relativ gering aus. Die Gegenwart von Lipid II fiihrt zu einem starken Anstieg der Stromstdrke, der sich
auf die Interaktionen zwischen den Peptiden und Lipid II zurlickfihren lasst. Statistisch signifikante Werte bei
p < 0,05 sind fiir Gallidermin im Vergleich zu Nisin mit # und fiir DPoPC/PL5-Membranen mit Lipid II im Ver-
gleich zu Lipid II-freien Membranen mit © markiert.

Beim ersten Betrachten fallt auf, dass sich Gallidermin und Nisin in ihrem Verhalten an
DPoPC/PL5-Membranen dhneln. Die permeabilisierende Wirkung beider Substanzen ist ab-
hangig von der Gegenwart des Lipid II und der Peptidkonzentration. Das Ausmaf der un-
spezifischen Permeabilisierung ist deutlich reduziert. In niedrigen Konzentrationen zeigen
beide Peptide keine Effekte mehr. Nach Zugabe hoher Peptidkonzentrationen zu Lipid II-
freien Membranen ist die Zunahme der Stromstarke im Vergleich zu DPoPC/PL3-
Membranen um mindestens 50% reduziert. In Gegenwart von Lipid II liegt die Zunahme
des Stroms durch beide Peptide bei etwa 70%. Sie fallt damit fiir das Gallidermin an
DPoPC/PL5-Membranen geringer aus als an DPoPC/PL3-Membranen. Den Werten in Abbil-
dung 40 liegt eine Addition spezifischer und unspezifischer Effekte zugrunde. Die geringe-
ren Werte an DPoPC/PL5-Membranen zeigen dagegen, dass die Stabilitat und der Ord-
nungsgrad tatsachlich im Vergleich zu DPoPC/PL3-Membranen erhéht sind.

Auch wird an dieser Stelle erneut deutlich, dass das Gallidermin flir eine Porenbildung in



Ergebnisse und Diskussion 99

Membranen verzweigtkettige Fettsauren bendtigt. Dabei fallt nach Einsatz von hohen Gal-
liderminkonzentrationen die Permeabilisierung der Membran in Gegenwart von Lipid II
starker aus als an Lipid II-freien Filmen.

Nisin zeigt in Gegenwart von Lipid II an Membranen mit hexylverzweigten Fettsduren eine
gréBere Zunahme der Stromstarke als an DPoPC/PL3-Membranen. Anscheinend erméglicht
die jetzt wieder aufrechte Anordnung der Phospholipide eine erneute Umorientierung des
Lipid II. Die Konformation der bakteriellen Zielstruktur in DPoPC/PL5-Membranen ahnelt
der in DOPC-Membranen und ermdglicht eine fiir die Porenbildung ausreichende Wechsel-
wirkung zwischen Nisin und Lipid II.

Theoretisch sollte sich die an diesen Filmen verstarkte Interaktion zwischen Nisin und Li-
pid II und die spezifische Permeabilisierung der Membran durch Gallidermin in einem Bin-
dungsverhalten an DPoPC/PL5-Filmen widerspiegeln, das sich von dem an DPoPC/PL3-
Membranen unterscheidet. Deshalb wurden von beiden Peptiden ks, Kaiss und kp an den

hexylverzweigten Membranen bestimmt. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 16

dargestellt.
kass [M_:L s_l] kdiss [s_l] kD [M]
GALLIDERMIN DPoPC/PL5 1177,96 3,77 « 10* 2,94 ¢ 107
+ 309,53 +2,35¢10%° +1,46¢107°
DPoPC/PL5/ 1121,1 1,05 ¢ 103 9,06 « 107
0,1 mol% Lipid 11 + 454,65 * + 1,68 107° +2,95¢107"
NISIN DPoOPC/PL5 2692,84 8,47 « 10* 2,36 ¢ 107
+ 1419,92 +2,4810%° + 1,02 ¢ 107
DPoPC/PL5/ 9040,87 2,09« 103 3,41 ¢ 107
0,1 mol% Lipid 11 + 3266,11 + 1,48 1037 +2,260107°

Tabelle 16: Die kinetischen Bindungskonstanten von Gallidermin und Nisin an DPoPC/PL5-Membranen. Die
Bindung von Gallidermin ist in Gegenwart von Lipid II schlechter. Dagegen zeigt Nisin eine durch Lipid II ge-
forderte deutlich starkere Bindung. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir Gallidermin im Vergleich
zu Nisin mit #, mit " fiir Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen und fiir die DPoPC-
Membranen mit PL5 im Vergleich zu den PL5-freien Membranen mit ¢ markiert.

Gallidermin zeigt eine insgesamt schlechtere Bindung an Membranen, die Lipid II enthal-
ten. Dieses Verhalten war anhand der CV-Daten nicht zu erwarten gewesen. Entscheidend
fur die Bindungskinetik ist in diesem Fall die Dissoziation, die an Lipid II-haltigen
DPoPC/PL5-Schichten bei unveranderter Assoziation schneller als an Lipid II-freien Filmen
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verlauft. Die Fahigkeit des Gallidermins, DPoPC/PL5-Membranen zu permeabilisieren,
scheint insgesamt zwar von der Anwesenheit des Lipid II, nicht aber von der Bindungsin-
tensitat abzuhangen.

Schaut man sich dagegen das Verhalten des Nisins an, so fallt eine starke Abhdngigkeit
der Assoziation von der Anwesenheit des Lipid II auf. Die beiden k,ss-Werte unterscheiden
sich um den Faktor 3,4. Hier lasst sich eindeutig ein Zusammenhang zwischen stdrkerer
Assoziation und einer erhéhten Permeabilisierung der Modellmembran erkennen. Die Dis-
soziation an Lipid II-haltigen DPoPC-Membranen verlauft ca. 2,4-mal schneller als an Li-
pid II-freien Schichten. Daraus resultiert eine insgesamt schlechtere Bindungsfahigkeit.
Wie die CV-Untersuchungen erkennen lassen, ist die schlechtere Dissoziation fiir eine Po-
renbildung in Lipid II-haltigen Membranen weniger entscheidend als die Assoziation.

Im Gegensatz zu den anderen Schichten zeigt sich fir Gallidermin an DPoPC/PL5-
Schichten auch anhand der Dampfungsanalyse eine Abhangigkeit von Lipid II. Die Werte
der D/f-Anstiege liegen ohne Peptidzugabe bei 0,597 + 0,103 flr Lipid II-freie und
0,351 £ 0,188 fur Lipid II-haltige Filme. Der Lipid II-freie DPOPC/PL5-Film ist starker fluid
als reine DPoPC-Membranen. Der durch die antiparallele Anordnung der Phospholipide
bedingte erhdhte Platzbedarf der Phospholipide lasst die Membran starker dampfend wir-
ken. Enthalt der Film Lipid II, so wird die DPoPC/PL5-Membran stabilisiert und die Damp-
fung ist entsprechend geringer. Welche Veranderungen der Dampfung Gallidermin und

auch Nisin verursachen, soll anhand der D/f-Anstiege in Tabelle 17 gezeigt werden.

DPOPC/PL5 DPOPC/PL5/
0,1 mol% Lipid 11

GALLIDERMIN 0,946 + 0,158%° 0,663 £ 0,439 "

NISIN 0,321 +£ 0,182 0,407 + 0,003

Tabelle 17: Das Dampfungsverhalten von DPoPC/PL5-Membranen nach Zugabe von Gallidermin oder Nisin.
Nisin zeigt eine deutliche Stabilisierung der Membran. Im Falle des Gallidermins lagern sich dagegen mehr
Molekiile an die Membran und dampfen diese starker. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind fiir Galli-
dermin im Vergleich zu Nisin mit #, mit " fiir Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen
und fiir die DPoPC-Membranen mit PL5 im Vergleich zu den PL5-freien Membranen mit © markiert.

Die Zugabe von Nisin bewirkt in der Lipid II-freien Membran eine deutliche Stabilisierung
und damit eine deutlich reduzierte Dampfung. An Lipid II-haltigen Membranen kommt
dieser Effekt nicht zum Tragen, da die bakterielle Zielstruktur schon ausreichend stabilisie-

rend wirkt.
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Der recht hohe Wert des D/f-Anstieges flir DPOPC/PL5-Membranen nach Zugabe von Galli-
dermin kann seine Ursache in einer verstarkten Interaktion zwischen der Membran und
dem Peptid haben. Dagegen sprechen aber zwei Punkte. Zum einen ware dann eine aus-
gepragte Zunahme der Stromstdrke an Lipid II-freien Membranen zu erwarten gewesen,
was aber nicht der Fall war. Zum anderen hatte bei einer verstarkten Interaktion die Asso-
ziationskonstante deutlich héher ausfallen miissen, was aber nicht beobachtet werden
konnte. Alternativ kommt als Ursache flir die hohe Dampfung die Anlagerung von deutlich
mehr Molekiilen als nach Nisinzugabe in Betracht. Dies erscheint insofern wahrscheinlich,
als dass die Galliderminmolekiile langsamer von der Membran dissoziieren. Gibt man Galli-
dermin zu Lipid II-haltigen DPoPC/PL5-Membranen, so fallt das AusmaB der Dampfung
geringer aus, verglichen mit Lipid II-freien Filmen. Ein Eindringen des Gallidermins in die
Membran mit gekoppelter Permeabilisierung kann sich wiederum stabilisierend auf die
Membran auswirken und so die Dampfung verringern. Das AusmaB der Verringerung der
Dampfung fallt nicht so stark aus wie beim Nisin. Der Effekt der membranstabilisierenden
Wirkung des Lipid II kommt weniger deutlich zum Tragen. Aufgrund der Bindungskonstan-
ten erscheint es unwahrscheinlich, dass sich mehr Gallidermin- als Nisinmolekiile an der
Membran anlagern. Der Wert des D/f-Anstieges muss also aus einer anderen Art der An-
bzw. Einlagerung resultieren. Es ist eher unwahrscheinlich, dass sich das Gallidermin in
gleicher Weise wie das Nisin in die Membran einlagert und diese durchspannen kann. Das
Gallidermin bindet zwar an Lipid II, kann aber die Membran nicht durchspannen. Sofern es
sich im Bereich der Membranoberflache befindet, kann es —im Komplex mit Lipid II — die
Phospholipide gegeneinander verschieben. Der Film wird dadurch fluider und dampft den

Quarz deutlich starker.

Bisherige Untersuchungen zum Wirkmechanismus des Gallidermins haben gezeigt, dass
das Peptid /n vitro keine Poren in Membranen bildet, deren Phospholipide zu lang sind.
Eine im Gegensatz dazu stehende gute /n vivo-Wirksamkeit lasst weitere Einflussfaktoren
auf die Wirksamkeit des Gallidermins vermuten.

Da bakterielle Membranen zum Teil erhebliche Mengen an verzweigtkettigen Fettsauren
besitzen, wurden in dieser Arbeit entsprechende Phospholipide in die Modellmembranen
eingebaut. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl kiirzerkettige als auch langerkettige
Verzweigungen die Wirkung des Gallidermins auf Modellmembranen positiv beeinflussen.
Verzweigtkettige Fettsauren in Bakterien besitzen fast immer Methylverzweigungen. In
dieser Arbeit traten starke und vor allem Lipid II-unabhdngige Effekte an Membranen auf,
die methylverzweigte Fettsduren enthielten. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die

Zusammensetzung der Modellmembranen die Anordnung des Lipid II beeinflusst und des-
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sen Verfiigbarkeit gegenliber den Lantibiotika verandert. Es ist anzunehmen, dass auf-
grund dieser Ergebnisse die gute /in vivo-Wirksamkeit des Gallidermins in hohem MaB auf
den Einfluss der Membran zurtickzuftihren ist.

4.4 Lacticin 3147

Flr das Zweikomponenten-Lantibiotikum Lacticin 3147 wurde die synergistische Wirkung
beider Einzelpeptide von Wiedemann et al. gezeigt [90]. Wahrend das Lacticin Al als Ein-
zelpeptid die Zellwandsynthese hemmen kann, zeigt die alleinige Gabe von Lacticin A2
keine Wirkung. Beide Peptide besitzen Strukturelemente, die typischen Lantibiotika ahneln.
Die Struktur des Ltn Al enthalt das Lipid II-Bindungsmotiv des Mersacidins. Daher ware
eine ahnlich gute Bindung wie das Typ B-Lantibiotikum zu erwarten. Das Ltn A2 besitzt
zwar eine ahnlich langgestreckte Gestalt wie Nisin, weist aber einen anderen N-Terminus
auf. Flr das Ltn A2 ist demnach auch ein anderes Bindungsverhalten als fiir Nisin anzu-
nehmen. Um das Bindungsverhalten der Einzelpeptide charakterisieren zu kénnen, wurden
die kinetischen Bindungskonstanten zunachst fiir die beiden Einzelpeptide bestimmt. An-
schlieBend wurde die Bindungsfahigkeit der Kombination beider Peptide untersucht. Die
zeitverzbgerte Injektion von Ltn Al und Ltn A2 gestaltete sich als schwierig. Eine mogliche
Dissoziation von Ltn Al konnte nicht eindeutig ausgewertet werden, da sie von der Assozi-
ation des spdter dazu gegebenen Ltn A2 Uberlagert wurde. Aus diesem Grund wurden
beide Peptide zeitgleich in die jeweilige Messzelle injiziert und der Gesamtverlauf von As-
soziation und Dissoziation ausgewertet. In Tabelle 18 sind die ermittelten Bindungskon-
stanten sowohl flir die Einzelpeptide als auch fiir die kombinierte Gabe an DOPC-
Membranen mit und ohne Lipid II zusammengefasst.

Lacticin Al zeigt eine recht starke Assoziation an reinen DOPC-Membranen. Im Vergleich
zum strukturdhnlichen Mersacidin (Tab. 8) ist kiss mehr als dreimal so gro. Damit ist die
Gesamtbindung des Ltn Al an reinen DOPC-Membranen trotz etwas schnellerer Dissoziati-
on im Vergleich zu Mersacidin verbessert. Ahnliche Tendenzen zeigen sich in Gegenwart
von Lipid II. Die bakterielle Zielstruktur fiihrt zu einer deutlich besseren Bindung des
Ltn Al.

Die Bindungskonstanten des Ltn A2 zeigen ganz deutlich, dass dieses Peptid trotz ahnli-
cher langgestreckter Gestalt wie das Nisin nicht dessen Lipid II-Bindungsmotiv besitzt. An
reinen DOPC-Filmen ist die Gesamtbindung des Ltn A2 schlechter als die des Nisins.
Hauptursache ist eine sehr schnelle Dissoziation des Peptids von der Membran. In Gegen-
wart von Lipid II zeigt sich eine im Vergleich zu Nisin (Tab. 5) etwa flinffach schlechtere

Assoziation. Bei fast unveranderter Dissoziation ist die Gesamtbindung des Ltn A2 somit
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wie erwartet deutlich schlechter als die des Nisins. Die Assoziation des Ltn A2 ist vergli-
chen mit Ltn Al in Gegenwart von Lipid II auch mehr als dreimal schwacher. Die im Ver-
gleich zu Ltn Al bessere Gesamtbindung resultiert aus einer deutlich langsameren Dissozi-
ation. Die Assoziationskonstanten beider Einzelpeptide unterstlitzen den von Wiedemann

et al. aufgestellten dreistufigen Wirkmechanismus mit einer bevorzugten Bindung des

Ltn Al an Lipid II und einer nachfolgenden Anlagerung des Ltn A2.

kass [M_l S_l] kdiss [S_l] kD [M]
LACTICIN Al DOPC 2174,37 2,49 ¢ 107 1,22 « 10°®
+ 1083,19 +1,27 « 107 + 45107
DOPC/ 3204,07 9,85 107 3,49 « 10°®
0,1 mol% Lipid I1 + 378,01° £6,89¢10%%7¢| £1,100107%"°
LACTICIN A2 DOPC 3042,09 1,27 » 1072 5,15 10°
+ 1871,57 + 6,44 ¢ 1037 + 3,13 10°7
DOPC/ 951,66 1,02 ¢ 103 1,26 « 10°®
0,1 mol% Lipid 11 + 378,35 +1,65¢10%%" | +£3,76¢107%
LACTICIN A1/ DOPC 1342,89 3,04 ¢ 103 2,75 10°
LACTICIN A2 + 1084,70 + 1,43 1037 + 6,07 « 107
DOPC/ 1883,27 3,94 ¢ 107 1,21 « 10°®
0,1 mol% Lipid 11 + 286,78 2% | +£2,11103% + 2,40 ¢ 107 %4

Tabelle 18: Die Bestimmung der Bindungskonstanten von Lacticin 3147. Die Assoziation an DOPC/Lipid II-
Membranen ist fiir das Ltn A1 am starksten, was die Annahme einer initialen Bindung des Peptids an Membra-
nen fordert. Die Dissoziation verlauft relativ schnell. Die Assoziation von Ltn A2 verlauft in Gegenwart von
Lipid II deutlich langsamer, ebenso die Dissoziation. Bei simultaner Gabe beider Einzelpeptide befinden sich die
Werte der Bindungskonstanten zwischen denen der Einzelpeptide. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05
sind im Vergleich zu Nisin (Ltn A2 und Kombination) bzw. zu Mersacidin (Ltn A1) mit #, mit  fiir Membranen
mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien Membranen, fiir Ltn A1 im Vergleich zu Ltn A2 mit °, fiir die Kombi-
nation im Vergleich zu Ltn A1 mit ® und fiir die Kombination im Vergleich zu Ltn A2 mit © markiert.

Die kombinierte Injektion beider Einzelpeptide zeigt an reinen DOPC-Membranen eine As-
soziationskonstante, die niedriger als die der beiden Einzelpeptiden ist. Mdglicherweise be-
hindern sich beide Peptide gegenseitig, und ein AusmaB der Assoziation, wie es flir die
Einzelkomponenten gezeigt wurde, kann nicht erreicht werden. Der Wert der Gesamtbin-
dungsfahigkeit steht zwischen dem der Einzelpeptide. In Gegenwart von Lipid II ist die
Assoziation gesteigert, und die Dissoziation verlauft geringfligig schneller. Daraus resultiert
eine bessere Gesamtbindungsfahigkeit gegeniber reinem DOPC. Die Bindungskonstanten
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der kombinierten Gabe der Lacticine zu Lipid II-haltigen Membranen kénnen auch mit de-
nen der Einzelpeptide verglichen werden. Die Assoziation fallt starker aus als bei alleiniger
Zugabe von Ltn A2, aber deutlich geringer im Vergleich zur alleinigen Ltn A1-Gabe. An-
scheinend ist durch die Gegenwart von Ltn A2 die komplette Assoziation von Ltn Al ge-
stort. Im Gegenzug verhindert Ltn A2 aber auch die schnelle Dissoziation des Ltn Al von
der Membran. Die Dissoziationskonstante der Kombination liegt zwischen denen der Ein-
zelpeptide. Dies spricht dafiir, dass fir die volle Wirksamkeit beide Peptide bendétigt wer-
den. Lacticin A1 kann zwar als Einzelpeptid deutlich besser an die Membranen binden,
kann eine mdgliche Wirkung aber aufgrund der schnellen Dissoziation nicht entfalten. Lac-
ticin A2 dagegen dissoziiert zwar weniger schnell von der Membran, kann aber nicht in
dem AusmaB assoziieren wie Ltn Al und daher als Einzelpeptid nicht wirken. Durch die
simultane Injektion beider Peptide wird die Dissoziation des Ltn A1 gehemmt, und dieses
Peptid befindet sich in groBerem AusmaB an der Membran. Damit steht es, dem dreistufi-
gen Wirkmechanismus entsprechend, fiir die Bindung von Ltn A2 zur Verfligung. Die Asso-
ziation von Ltn A2 ist somit erhéht. Beide Peptide kénnen dann in Kombination die Mo-
dellmembranen permeabilisieren.

Wie anhand der bisher untersuchten Peptide zu erwarten war, zeigte die Analyse der abso-
lut gebundenen Peptidmengen keine Unterschiede zwischen den Einzelpeptiden und der
Kombination aus Ltn A1 und Ltn A2 bzw. der An- und Abwesenheit von Lipid II. Die be-
stimmten Frequenzanderungen lagen mit Werten zwischen - 1,98 Hz und - 4,56 Hz im
Bereich der anderen untersuchten Lantibiotika.

Die unterschiedlichen Bindungskinetiken der Einzelpeptide und der kombinierten Gabe
sollten sich aber in Unterschieden der Permeabilisierung der Membran niederschlagen. Die
entsprechenden CV-Ergebnisse sind in Abbildung 44 zu sehen.

Beim Betrachten der Abbildung 44 fallt zunachst auf, dass Lacticin A1 und A2 an reinen
DOPC-Filmen keine Zunahme der Stromstarke hervorrufen. Eine Permeabilisierung der
Membran findet somit nicht statt. Fir Lacticin A2 ist die fehlende Permeabilisierung mit der
sehr schnellen Dissoziation und der damit verbundenen fehlenden Verweildauer an der
Membran erkldrbar. Die Bindungskonstanten des Ltn A1 an reinem DOPC wirden aller-
dings eine fehlende Permeabilisierung des Films erwarten lassen. Eine Korrelation zwi-
schen der vergleichsweise guten Bindung und den CV-Ergebnissen kann nicht aufgestellt

werden.
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Abbildung 44: Der Anstieg der Stromstarke nach Zugabe von Lacticin 3147 zu DOPC-Membranen ohne und
mit Lipid II. Aufgrund der stdrkeren Assoziation ist eine Permeabilisierung durch das Einzelpeptid nur bei
Ltn Al zu erkennen. Fir eine volle Wirksamkeit sind aber erwartungsgemaB beide Peptide essentiell. Bei simul-
taner Gabe von Ltn Al und A2 zeigt sich demzufolge auch eine Abhangigkeit der Wirkintensitat von der Pep-
tidkonzentration und der Anwesenheit von Lipid II. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind im Vergleich
zu Nisin (Ltn A2 und Kombination) bzw. zu Mersacidin (Ltn A1) mit #, mit " fiir Membranen mit Lipid II im Ver-
gleich zu Lipid II-freien Membranen, fiir Ltn Al im Vergleich zu Ltn A2 mit °, fiir die Kombination im Vergleich
zu Ltn A1 mit 2 und fiir die Kombination im Vergleich zu Ltn A2 mit © markiert.

Enthélt die Modellmembran Lipid II, so stellt man eine Ubereinstimmung zwischen den CV-
Daten und bereits verdéffentlichen Ergebnissen fest [90]. Wahrend Ltn A2 keinen Anstieg
der Stromstdrke zeigt, ist das Lacticin Al auch als Einzelpeptid in der Lage, die Membran
zu permeabilisieren. Dies ist umso bemerkenswerter, als dass sich die Dissoziation und die
Gesamtbindung flir das Ltn Al verglichen mit Ltn A2 als schlechter herausstellten. Ledig-
lich die Assoziation ist fiir Ltn Al deutlich starker ausgepragt und ist damit vermutlich der
fur die Permeabilisierung entscheidende Schritt. Es wird an dieser Stelle einmal mehr deut-
lich, dass es nicht ausreicht, die Gleichgewichtsdissoziationskonstante zu bestimmen. Ent-
scheidend und notwendig ist die Betrachtung der Assoziation und der Dissoziation als Ein-
zelprozesse.

Injiziert man Ltn Al und Ltn A2 zeitgleich in die Messzelle, so ist an allen Modellmembra-
nen eine deutliche Zunahme der Stromstarke zu beobachten. Das AusmaB der Zunahme
hangt von der Peptidkonzentration und der Anwesenheit von Lipid II ab. Die bessere Per-
meabilisierung der Lipid II-haltigen Membran korreliert wiederum mit der starkeren Asso-
ziation. Eine etwas schnellere Dissoziation ist fir die Permeabilisierung in diesem Fall nicht
entscheidend. Obwohl sich ks und kgss der Peptidkombination zwischen den Werten der
Einzelpeptide befindet, ist eine Zunahme der Stromstdrke zu verzeichnen. Es kann ange-
nommen werden, dass die deutlich bessere Permeabilisierung der Membran tatsachlich auf
additiven Effekten beider Einzelpeptide beruht. Damit bestitigen sich die Uberlegungen
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von Wiedemann et al. hinsichtlich des Zusammenwirkens von Lacticin A1 und A2 und ei-
nem mehrstufigen Wirkmechanismus.

Eine bevorzugte Einlagerung in die Membran bei gleichzeitiger Gabe beider Lacticine zeigt
auch die Dampfungsanalyse. Tabelle 19 zeigt die Anstiege der D/f-Graphen, die im Rah-

men der kinetischen Analyse bestimmt wurden.

DOPC DOPC/
0,1 mol%o Lipid Il

LACTICIN Al 0,110 £ 0,017#° 0,334 £ 0,085 "
LACTICIN A2 0,848 + 0,351 0,314 £ 0,285°
LACTICIN A1/A2 0,875 + 0,290 %4 0,958 + 0,762

Tabelle 19: Die Dampfungsanalyse an DOPC-Membranen nach Zugabe von Lacticin 3147. Aufgrund der guten
Assoziation befindet sich Ltn Al dicht an der Membran und dampft diese weniger stark. Die Zugabe von Ltn A2
fiihrt wegen einer schwacheren Interaktion zu einer starkeren Dampfung. Recht hohe Dampfungswerte fiir die
Kombination beider Peptide sind auf die groBere Peptidmenge und daraus resultierende additive Effekte beider
Einzelpeptide zurlickzufiihren. Statistisch signifikante Werte bei p < 0,05 sind im Vergleich zu Nisin (Ltn A2 und
Kombination) bzw. zu Mersacidin (Ltn A1) mit #, mit " fiir Membranen mit Lipid II im Vergleich zu Lipid II-freien
Membranen, fiir Ltn Al im Vergleich zu Ltn A2 mit ° und fiir die Kombination im Vergleich zu Ltn A1 mit 2

markiert.

Lacticin Al reduziert die Dampfung unabhangig von der Anwesenheit des Lipid II. Die
verminderte Dampfung kann durch die relativ dichte Anlagerung des Ltn Al an die Mem-
bran verursacht sein. Mdglich sind eine intensive Wechselwirkung vor allem mit den obe-
ren Bereichen der Membran und eine zusatzliche Stabilisierung derselben. Lacticin A2 zeigt
eine Abhangigkeit des Dampfungsverhaltens von der Anwesenheit des Lipid II. An reinen
DOPC-Filmen kommt die ausgepragte Dampfung wahrscheinlich durch die Anzahl der gut
assoziierenden Ltn A2-Molekiile zustande. Die schnelle Dissoziation scheint keinen Einfluss
darauf zu haben. Die Kombination beider Lacticine flihrt unabhéngig von Lipid II zu einer
Zunahme der Dampfung. Es ist vorstellbar, dass selbst nach Interaktion beider Peptide
und partieller Einlagerung in die Membran noch ein ausreichend groBer Teil des Komplexes
aus der Membran herausragt. Die Uberstehenden Teile des Komplexes werden auch nicht
in enger Nachbarschaft stehen und so keine Mdglichkeit eines Kontaktes untereinander
haben. Folglich werden sie auch nicht in der Lage sein, die Schwingung des Quarzes gut

aufzunehmen. Entsprechend groB ist die Dampfung in diesem Fall.

Das Verhalten der Lacticine A1 und A2 in dieser Arbeit bestdtigt die Annahme eines mehr-
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stufigen Wirkmechanismus, an dem beide Komponenten beteiligt sind. Eine ausgepragte
Permeabilisierung der Membran zeigt sich nur nach simultaner Injektion beider Peptide.
Lacticin Al alleine kann nicht nur an die DOPC/Lipid II-Membran binden, es kann sie an-
scheinend auch permeabilisieren. Detaillierte kinetische Untersuchungen zeigten, dass die
Veranderungen in den Stromstdrken nicht vollstdndig mit den kinetischen Bindungskon-
stanten zu korrelieren sind. Es konnte gezeigt werden, dass der Prozess der Assoziation

eine wichtige Rolle spielt.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit einer Gruppe antimikrobieller Substanzen, den
Lantibiotika. Einzelne Schritte im Wirkprozess der Lantibiotika wurden detailliert mit Hilfe
der Quarzmikrowaage und der Zyklischen Voltammetrie unter /in vitro-Bedingungen simu-
liert. Die Wirkung der Lantibiotika konnte an verschiedenen Modellmembranen untersucht
werden. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf dem initialen Bindungsschritt der Pepti-
de und der damit verbundenen Bindungskinetik. Mit Hilfe der Quarzmikrowaage wurden
nicht nur die Gleichgewichtsdissoziationskonstanten bestimmt. Es war erstmalig mdglich,
die an der Bindung der Lantibiotika beteiligten Prozesse der Assoziation und der Dissoziati-
on getrennt zu betrachten und Bindungskonstanten zu bestimmen. Anhand der Damp-
fungsanalyse ermdglichte der Einsatz der Quarzwaage dariber hinaus Aussagen zu den
viskoelastischen Eigenschaften der Modellmembranen.

Durch die Anwendung der Zyklischen Voltammetrie konnten Permeabilitdtsanderungen in
den Modellmembranen verfolgt werden, die sich aus Lipid II-unabhangigen und Lipid II-
abhangigen Prozessen zusammensetzten.

Zusammengefasst ergab die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Simulierung der
antimikrobiellen Aktivitdt ausgewahlter Lantibiotika mittels kombinierter Biosensortechni-

ken folgende Ergebnisse:

Nisin

Die Bestimmung der Bindungskonstanten zeigte, dass an ungeladenen DOPC-Modell-
membranen vor allem die Assoziation durch die Anwesenheit von Lipid II positiv beein-
flusst wird. Die durch Lipid II verstarkte Bindung wird an DOPG-Membranen durch die ne-
gative Ladung der Phospholipide liberdeckt.

Die Bestimmung der absolut gebundenen Nisinmengen mittels QCM zeigte keine Korrelati-
on mit den Bindungsparametern.

In Gegenwart negativ geladener Phospholipide zeigten sich nach Zugabe von Nisin ausge-
pragte Lipid II-unabhdngige Effekte, die mit dem Modell des ,carpet mechanism" be-
schrieben werden kdnnen. Die Gegenwart der bakteriellen Zielstruktur wirkt den unspezifi-
schen Effekten durch die Stabilisierung der Membran entgegen. Der Einsatz bildgebender
Verfahren unterstiitze die Aussage einer Membranstabilisierung durch Lipid II.

Nach Zugabe von Nisin zeigte sich an DOPC- und DOPG-Filmen eine Permeabilisierung der
Membran. Deren AusmaB war in Gegenwart von Lipid II und negativ geladenen Phospholi-

piden deutlich verstarkt.
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Mersacidin

Auch fir das Mersacidin wurden erstmalig kinetische Bindungskonstanten bestimmt. Das
AusmalB der Assoziation wurde wiederum durch die Anwesenheit von Lipid II ginstig be-
einflusst. Die Analyse des Bindungsschritts hat gezeigt, dass nicht die kompakte Gestalt
des Molekiils, sondern auch eine sehr schnelle Dissoziation von der Membran einer mdgli-
chen Porenbildung entgegensteht.

Unter Anwendung der CV konnte eine Permeabilisierung der Membran nur in hohen Mer-
sacidinkonzentrationen und in Gegenwart von Lipid II beobachtet werden. Da eine spezifi-
sche Porenbildung wie fiir Nisin ausgeschlossen wird, ist dies am Wahrscheinlichsten auf

eine Stérung der Filmordnung nach der Bindung des Mersacidins zurlickzuftihren.

Gallidermin

In Gegenwart von Lipid II zeigte Gallidermin eine ahnlich gute Affinitat gegenliber DOPC-
Membranen wie Nisin, obwohl die Assoziation des Gallidermins schwacher ist als die des
Nisins. Der trotzdem ahnlich guten Affinitat der beiden Peptide an DOPC/Lipid II-Membra-
nen liegt die im Vergleich zu Nisin langsamere Dissoziation des Gallidermins zugrunde.
Eine anhand der Bindungsdaten vermutete Porenbildung durch Gallidermin konnte an
DOPC-Membranen nicht gezeigt werden.

Aufgrund der geringeren Lange des Gallidermins lie sich vermuten, dass dieses Peptid in
kiirzeren Modellmembranen zur Porenbildung befahigt ist. Die CV-Analyse zeigte jedoch
keine Permeabilisierung verkirzter Membranen. Anhand der Bestimmung der kinetischen
Bindungsparameter lie sich erkennen, dass die Ursache dafiir im Bindungsverhalten des
Gallidermins liegt.

In einem weiteren Schritt wurde die Wirkung von Gallidermin auf Modellmembranen mit
verzweigtkettigen Fettsdauren untersucht. Die Wirkung des Gallidermins auf die Modell-
membranen wurde durch die verzweigtkettigen Fettsauren positiv beeinflusst. Die Zusam-
mensetzung der Membran beeinflusste dabei vor allem die Anordnung des Lipid II und
damit dessen Zuganglichkeit gegentiber den Lantibiotika. Gallidermin zeigte an Modell-
membranen mit verzweigtkettigen Fettsauren eine deutlich verbesserte Bindungskinetik
und die Fahigkeit zur Permeabilisierung der Membran. Damit konnten von anderen Arbeit-
gruppen beobachtete Unterschiede des Gallidermins zwischen fehlender Porenbildung /in

vitro und sehr guter Wirksamkeit /n vivo erklart werden.

Lacticin 3147
Das Verhalten von Lacticin 3147 an DOPC-Membranen bestatigte die bereits existierende

Annahme eines mehrstufigen Prozesses, in dem die beiden Einzelpeptide Ltn A1 und
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Ltn A2 zusammenwirken. Die Bindungsanalyse der Einzelpeptide zeigt eine deutliche bes-
sere Bindung fir Ltn A1 im Vergleich zu Ltn A2 und untermauert damit die Rolle des
Ltn Al im initialen Bindungsschritt des Lacticin 3147.

Wie anhand der CV-Daten gezeigt werden konnte, hat die schlechtere Bindung des Ltn A2
zur Folge, dass dieses Peptid nicht alleine in der Lage ist, die Membran zu permeabilisie-
ren. Die CV-Analyse zeigte weiterhin, dass die volle Permeabilisierung der Modellmembran

tatsachlich nur durch die Kombination der beiden Einzelpeptide erreicht werden kann.

Die Untersuchung aller in dieser Arbeit vorgestellten Lantibiotika zeigte, dass sich die QCM
und die CV ideal erganzen. Durch die kombinierte Anwendung beider Techniken wurden
detaillierte Beitrage zum Wirkmechanismus der Lantibiotika geliefert. Darliber hinaus er-
moglichte die Verwendung von Modellmembranen eine einfache und vor allem variable
Simulation bakterieller Membranen. Der Einfluss der Zusammensetzung der Membranen

auf die Wirkung der Lantibiotika konnte damit eindrucksvoll demonstriert werden.
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