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Kurzfassung

Plasmamembranen umgeben Zellen und deren Organellen, weshalb sie in praktisch jedem
Lebewesen vorkommen und wichtige biologische Funktionen iibernehmen. Dabei fungieren sie
als spezifische Barriere, die die Diffusion von Stoffen in und aus der Zelle regulieren.
Biomembranen reagieren empfindlich auf Temperatur- und Druckénderungen sowie auf die
Anwesenheit bestimmter Cosolventien. Die Eigenschaften von Membranen hingen auch von
ihrer Lipidkomposition ab, sodass durch die Manipulation ihrer Zusammensetzung oder durch
Verdnderungen der duleren Einfliisse die Funktionen dieser zelluldren Bestandteile verandert
werden konnen. Diese Arbeit beschiftigt sich im Wesentlichen mit den Auswirkungen
verschiedener Substanzen auf Modellbiomembranen in Abhingigkeit des Drucks und der

Temperatur.

In jlingster Vergangenheit wurde die Existenz von hohen Konzentrationen bestimmter
Magnesiumsalze in unterirdischen Seen des Planeten Mars angenommen. Da das
Vorhandensein von fliissigem Wasser essentiell fiir die Entstehung von Leben ist, wurde hier
der Effekt dieser Salze unter Hochdruck auf Phospholipidmembranen untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass das Kation der Salze die Membranen weniger beeinflussen, wihrend
anionische Perchlorate die Vesikel deutlich destabilisieren. In Bakterien vorkommende
ungesittigte Lipide liberstehen diese Einfliisse, sodass prokaryotische Zellmembranen in den

Salzlaken unterhalb des Siidpols der Marsoberflache tiberdauern kénnten.

Mittlerweile konnten diverse Spezies sowohl in der Tiefsee als auch in Seen mit hohen
Konzentrationen an Osmolyten gefunden werden. Infolgedessen miissen diese Organismen
mehrere Adaptionen im Laufe der Evolution durchlaufen haben, um solche hohen
hydrostatischen und osmotischen Driicke zu tolerieren. Zur Untersuchung dieser Anpassungen
wurden komplexe Modellbiomembranen den entsprechenden Bedingungen ausgesetzt. Dabei
reagieren Membranen auf die Erhohung des hydrostatischen Drucks mit der Bildung von
geordneten Lipidphasen zur Verringerung des Volumens. In hypotonischen Losungen
regulieren Lipiddoppelschichten iiber oszillierende Phasenseparationen mit kurzfristiger
Porenbildung die Konzentrationsdifferenz zwischen intra- und extravesikulirem Raum,
wihrend sie in hypertonischen Medien mithilfe von Anderungen der Vesikeltopologie

uberdauern.
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Antimikrobielle Peptide stellen eine neuartige Art von Antibiotika dar, gegen welche pathogene
Keime noch keine Resistenzen entwickelten. Eine weitere Moglichkeit, verderbliche
Lebensmittel langer haltbar zu machen, liegt in der Anwendung von Hochdruck zum Abtdten
mikrobieller Keime. In dieser Arbeit wurde eine Kombination dieser MaBBnahmen auf die
Struktur einer bakteriellen Modellmembran untersucht. Das Peptid (P)GKY20 nimmt unter
Druck eine helikale Konformation an, welche mit den Lipidkopfgruppen der Membran
wechselwirkt. Dies fiihrt zu einer verringerten Hydratation der Lipiddoppelschicht aufgrund
der Aggregation des Peptids. Somit unterstiitzt die Hochdruckbehandlung die antimikrobielle
Wirkung des Peptids auf bakterielle Membransysteme.

Lysosomen sind Zellorganellen in Eukaryoten, die gealterte oder defekte Biopolymere
innerhalb der Zelle verdauen. Da manche Tumorvarianten diesen Prozess verwenden, um sich
der korpereigenen Immunantwort zu entziehen, ist die Inhibierung von Lysosomen ein
wichtiges Ziel in der Arzneimittelforschung. Es wurden pseudo-Naturstoffe verwendet, deren
Eigenschaft durch lysosomale Membranen zu diffundieren mithilfe eines komplexen
Modellmembransystems bestétigt wurde. Aufgrund ihrer leicht basischen Struktur kdnnen sie
den sauren pH-Wert im Inneren des Zellorganells anheben, sodass die Aktivitit der

verdauenden Enzyme drastisch sinkt und somit die Funktion des Lysosoms beeintrichtigt wird.

Zuletzt befasst sich diese Arbeit mit dem Einbau von kiinstlichen Lipiden auf Imidazolbasis in
verschiedene Phospholipidmembransysteme zur gezielten Manipulation derer Eigenschaften.
Wihrend langkettige und ungeséttigte Derivate die Membranfluiditit senken, wird sie durch
die Interkalation von Imidazolen mit geséttigten Kohlenwasserstoftketten erhoht. Eine weitere
Verbindung weist deutliche strukturelle Ahnlichkeiten mit Cholesterin auf, sodass sie wie der
Naturstoff in Modellmembranen geordnete Domédnen bildet. Aufgrund der Variabilitit ihrer
Struktur kann die fluoreszierende Cholesterin-dhnliche Verbindung eingesetzt werden, um von

diesem Sterol abhéngige zellulire Prozesse in vivo zu identifizieren.
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Abstract

Plasma membranes surround cells and their organelles, which is why they are found in nearly
every organism and are responsible for important biological functions. In fact, they act as
specific barriers that regulate the diffusion of substances into and out of the cell. Blomembranes
are sensitive to changes in temperature and pressure, as well as to the presence of certain
cosolvents. The properties of membranes also depend on their lipid composition, so that
manipulating the content of different lipids or changing external influences can adjust the
functions of these cellular components. This work is mainly concerned with the effects of

different substances on modelbiomembranes as a function of pressure and temperature.

In recent years, high concentrations of certain magnesium salts have been found in subterranean
lakes on the planet Mars. Since the presence of liquid water is essential for the origin of life,
the effect of these salts under high pressure on phospholipid membranes was investigated. It
was shown that the cation of the salts had less influence on membranes while perchlorates
significantly destabilised lipid vesicles. Unsaturated lipids found in bacteria withstand these
conditions, supporting the hypothesis that prokaryotic cell membranes may survive in the

martian brines.

Meanwhile various species have been found both in deep sea and in lakes with high
concentrations of osmolytes. Consequently, these organisms must have undergone several
adaptions to tolerate the high hydrostatic and osmotic pressures. To investigate these changes,
complex model membranes were exposed to the corresponding conditions. Membranes respond
to increasing hydrostatic pressure by forming ordered lipid phases to reduce their volume. In
hypotonic solutions, lipid bilayers regulate the concentration difference between the intra- and
extravesicular space via oscillating phase separations with short-term pore formation, while

they survive in hypertonic media with the help of changes in vesicle topology.

Antimicrobial peptides are a new type of antibiotic to which microbial pathogens have not yet
developed resistance. Another way to extend the shelf life of perishable foods is to use high
pressure to inhibit microbial germs. In this work, a combination of these methods was used on
the structure of a bacterial model membrane to explore structural changes. The peptide
(P)GKY20 assumes a helical conformation under pressure, which interacts with the lipid head

groups of the membrane. This leads to reduced hydration of the lipid bilayer due to aggregation
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of the peptide. Thus, the high-pressure treatment promotes the antimicrobial effect of the

peptide on bacterial membrane systems.

Lysosomes are cell organelles in eukaryotes that digest aged or defective biopolymers within
the cell. Since some tumour variants use this process to evade the body's immune response,
inhibiting lysosomes is an important target in drug discovery. Pseudo-natural products have
been used whose ability to diffuse across lysosomal membranes has been confirmed by
analysing this process in a complex model membrane system. Due to their slightly basic
structure, they can raise the acidic pH inside the cell organelle, therefore decreasing the activity

of the digesting enzymes drastically and impairing the function of the lysosome.

Finally, this work includes the incorporation of imidazole-based artificial lipids into various
phospholipid membrane systems to specifically manipulate their properties. While long-chain
and unsaturated derivatives decrease membrane fluidity, intercalation of imidazoles with
saturated hydrocarbon chains increases it. Another compound shows clear structural similarities
with cholesterol as well as forming lipid rafts like the natural substance in model membranes.
This cholesterol analogue could be used to explore the dynamic visualization of cholesterol-

dependent cellular pathways in life cells.
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- E Energie

- EFSA europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit

- FSD FOURIER-self-deconvolution (dt. FOURIER-Dekonvolution)
- GP Generalisierte Polarisation

- GUV giant unilamellar vesicle (dt. riesige unilamellare Vesikel)
- H Enthalpie

- I Intensitét

- g liquid-disordered (dt. fliissig-ungeordnet)

- b liquid-ordered (dt. fliissig-geordnet)

- LUV large unilamellar vesicle (dt. gro3e unilamellare Vesikel)
- MLV multilamellare Vesikel

- p Druck

- Q0 Streuvektorbetrag

- Radius

- Rg hydrodynamischer Radius (Gyrationsradius)

- S Entropie

- S solid-ordered (dt. fest-geordnet)

- SuUV small unilamellar vesicle (dt. kleine unilamellare Vesikel)
-t Zeit

- T Temperatur

- TIn melting temperature (dt. Schmelztemperatur)

4 Volumen

- 0 Streuwinkel

- A Wellenldnge
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Kapitel 1

Einleitung

Das Forschungsgebiet der biophysikalischen Chemie umfasst die Bereiche der Biochemie, der
physikalischen Chemie und der Biophysik und ist somit in der Lage, interdisziplindre Probleme
zu 16sen. Dabei werden essentielle Biopolymere unter verschiedenen Bedingungen mithilfe von
physikalischen sowie chemischen Messmethoden untersucht und deren Ergebnisse sowohl

unter physikalisch-chemischen als auch biologischen Gesichtspunkten interpretiert.

Diese Form der Grundlagenforschung behandelt im Wesentlichen das Studium von biologisch
relevanten Makromolekiilen wie Proteinen, Nukleinsduren und Lipiden sowie deren
Wechselwirkungen. Dazu werden biologische Modellsysteme verwendet, welche wesentlich
einfacher aufgebaut sind als beispielsweise lebende Zellen, um detaillierte Informationen iiber
die spezifischen Biomolekiile zu erhalten. Diese Arbeit befasst sich mit der Erforschung von
Modellbiomembranen zur Simulation von unterschiedlichen Zellmembranen und deren

Organellen unter verschiedenen Einfliissen und physikalischen Bedingungen.

1.1 Plasmamembranen

Zellen sind die kleinste lebende Einheit aller Organismen und werden durch Plasmamembranen
von ihrer Umgebung abgegrenzt. Mehrere eukaryotische Zellorganellen, wie das
Mitochondrium oder auch das Lysosom, sind ebenfalls von solchen Membranen umgeben.
Dabei agieren sie als selektive Permeabilititsbarriere, sodass eine geregelte Diffusion
bestimmter Stoffe zwischen dem Zellinnerem mit der Umgebung gewaihrleistet ist.
Biomembranen spielen auch eine wichtige Rolle in der interzelluldren Signaltransduktion und
der Bildung von neuen Zellverbindungen. Mithilfe der Wechselwirkungen zwischen
Zellmembranen und bestimmten Proteinen des Zytoskeletts werden Zellen zudem mechanisch

stabilisiert.l' !



1.2 Lipide innerhalb der Plasmamembran

Plasmamembranen bestehen aufgrund ihrer vielféltigen Aufgaben aus mehreren verschiedenen
Bestandteilen. Die genaue Verteilung der einzelnen Komponenten einer Membran sind sowohl
art- als auch funktionsspezifisch. Dennoch stellen Lipide neben Kohlenhydraten und Proteinen
den grofiten Anteil innerhalb der Membranen dar. Diese Naturstoffe sind aufgrund ihres
amphiphilen Charakters essentiell fiir die Barrierefunktion. Um diese Eigenschaft zu erreichen,
bestehen sie aus einer hydrophilen Kopfgruppe und hydrophoben Alkylketten. Die in
eukaryotischen Membranen am hiufigsten vorkommende Lipidspezies sind die sogenannten
Phospholipide, welche sich durch ein mit zwei Fettsduren sowie einer Phosphatgruppe
verestertem Glycerinriickgrat auszeichnen. Eine hohe Varianz der Phospholipide wird durch
Modifikation der Kopfgruppenstruktur sowie der Linge und Séattigungsgrad der Alkylketten
erreicht. Zusitzlich kénnen durch Anderungen des Riickgrats oder dessen Verkniipfungen

weitere Lipidspezies wie Sphingolipide entstehen. (s. Abb. 1.1).1]

Phospholipide Sphingomyeline BMPs
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Abbildung 1.1.: Darstellung der Struktur von verschiedenen Phospholipiden und bestimmten Kopfgruppen. Die
charakteristischen Hauptbestandteile dieser Lipide sind die hydrophoben Kohlenwasserstoftketten (blau) und hydrophilen
Kopfgruppen (rot).

Aufgrund dieser zahlreichen strukturellen Moglichkeiten bilden eukaryotische Organismen
iiber 1000 verschiedene Lipidspezies, sodass jede biologische Membran ihre funktionellen
Eigenschaften liber ihre Zusammensetzung erreichen kann. Dadurch bleibt die Erhaltung
bestimmter physikalischer Eigenschaften, wie beispielsweise die Fluiditit, unter schwankenden

dulleren Bedingungen jederzeit moglich. Die Entdeckung dieses Prozesses der sogenannten



homooviskosen Adaption lieferte wichtige Einblicke fiir das Verstindnis von Organismen,

welche unter extremen oder sich stindig variierenden Umweltbedingungen iiberleben.'!

1.3 Aggregations- und Phasenverhalten von Lipiden

Die molekulare Struktur der Lipide bedingt ihr spezielles Aggregationsverhalten in wissrigem
Milieu. Dabei lagern sich bevorzugt die hydrophoben beziehungsweise hydrophilen
Bestandteile der Lipide zusammen, sodass die unpolaren Kohlenwasserstoftketten von
Wassermolekiilen abgeschirmt und die polaren Kopfgruppen diesen ausgesetzt werden. Auf der
Grundlage dieses hydrophoben Effekts entstehen elastische Aggregate aus Lipiden in polaren
Losungsmitteln.'!] Das Aussehen dieser supramolekularen Strukturen wird von der optimalen
Packung der Lipide bestimmt, welche wiederrum von den jeweiligen Kopfgruppen- und
Kettenregionen abhdngt, da diese fiir die geometrische Form eines einzelnen Lipids
verantwortlich sind. Die bevorzugte Struktur innerhalb des Lipidpolymorphismus kann mithilfe

eines kritischen Packungsparameters

cpp="1n (1.1)
A-l

vorausgesagt werden, welcher das molekulare Volumen Vm und die Lénge / der
Kohlenwasserstoffkette sowie die Fliche der polaren Kopfgruppe A einbezieht.l!>!13] Dieser
Parameter ist nicht nur ausschlieBlich von der Struktur des Lipids abhéngig, sondern auch von
den vorherrschenden du3eren Bedingungen wie Temperatur, Druck, Ionenstirke und pH-Wert,
da diese die Flache der Kopfgruppe stark verindern konnen. Wihrend Phosphatidylcholin
(PC)-haltige Kopfgruppen einen Packungsparameter von ~1 besitzen und somit bevorzugt
planare Doppelschichten bilden, fiihren kleinere Kopfgruppen aus Phosphatidylethanolamin
(PE) zu einer Kegelstumpfform des Lipids (CPP > 1), welche die Aggregation zu inversen
Mizellen bevorzugt.'>!¥ Diese Aggregate finden sich in nicht-lamellaren Lipidphasen, wie der
invers hexagonalen (Hi) oder den kubischen Phasen (Qu), deren Eigenschaften bei biologisch
relevanten Vorgingen, wie der Endo- oder Exozytose, bendtigt werden, wihrend planare
Doppelschichten in Membranen hauptsdchlich fiir die Abgrenzung bestimmter Zellen oder
deren Kompartimente verantwortlich sind.*'>!4 Bei einem Wassergehalt von bis zu
30 Gewichtsprozent stapeln sich diese Doppelschichten {ibereinander. Diese konnen auf planen
Festkorpern deponiert werden, sodass Messungen an der Oberfliche einer Membran
beispielsweise mittels Rasterkraftmikroskopie moglich sind. Erhoht sich der Wasseranteil,
aggregieren diese Doppelschichten zu multilamellaren Vesikeln (MLVs), dessen

Doppelschichten durch polare Losungsmittel, wie Wasser, voneinander getrennt sind.
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Unilamellare Vesikel, welche aus einer einzigen Doppelschicht bestehen und Gréfen von 10-
50 um erreichen konnen, sind somit die beste Néherung einer Zellmembran in vitro und
ausschlieBlich in verdiinnten Ldsungen mit hohem Wasseranteil stabil.l'! Die gebildeten

Aggregatstrukturen sind in nachfolgender Abbildung 1.2 dargestellt.

-~
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Strukturen, welche aus Lipiddoppelschichten gebildet werden konnen.
a) unilamellares Vesikel, b) multilamellares Vesikel, ¢) planare Lipiddoppelschicht.

Lipiddoppelschichten weisen unterschiedliche lamellare Phasen auf, die von der
Membrankomposition sowie verschiedenen Umweltbedingungen, wie der Temperatur, dem
Druck oder auch bestimmten Zusitzen abhingig sind (siche Abb. 1.3). Dabei kommt es zu einer
Anderung der Dynamik und der lamellaren Ordnung der Lipide sowie zu
Konformationsinderungen innerhalb der Kohlenwasserstoffketten.!'¥l Phospholipide liegen bei
langerer Lagerung unter extrem kalten Temperaturen in der kristallinen Lc-Phase vor, in
welcher sich die Lipide in einem orthorhombischen Gitter befinden. Hierbei kommt es zu
praktisch keiner lateralen Diffusion oder Rotation der einzelnen Lipidmolekiile innerhalb der
Doppelschicht. Durch Temperaturerh6hung wird die Bildung der gelférmigen Lp-Phase (oder
auch so-Phase genannt) induziert. Eine hohe Packungsdichte innerhalb des quasi-hexagonalen
Gitters wird durch maximal gestreckte Kohlenwasserstoffketten in all-trans-Konformation
erzielt. Diese konnen sich bei entsprechendem Hydratationsgrad beziiglich der
Membrannormalen neigen (Lp"), wenn die Kopfgruppen im Vergleich zu den hydrophoben
Ketten einen hoheren Platzbedarf aufweisen. Diese Gelphase besitzt eine hohe laterale Ordnung

und schrankt somit die laterale Diffusion einzelner Lipidmolekiile innerhalb der Membran stark
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ein. Weitere Temperaturerh6hung fiihrt zur Bildung der gelférmigen Pg-Phase, in welcher die
Lipidkopfgruppen eine periodisch gewellte Uberstruktur einnehmen und damit die
Schichtdicke der Membran erhohen. Dieser Prozess wird auch Voriibergang genannt. Erst in
der physiologisch relevanten fliissig-kristallinen Lo-Phase (oder auch ld¢-Phase), welche bei
weiter steigender Temperatur gebildet wird, erhoht sich die Rotationsfreiheit wie auch die
laterale Diffusion der Lipide innerhalb der Doppelschicht deutlich. Dies ist durch die
Konformationsdnderung der Kohlenwasserstoffketten bedingt, da diese nach dem
Hauptphaseniibergang von Lp- zu Lo-Phase hiufiger gauche-Konformationen annehmen.!'¥]
Aufgrund dieser sperrigeren Konformere reduziert sich die Packungsdichte und damit auch die
VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen zwischen den Fettsduregruppen. Ein Phasentibergang ist
ungeachtet dessen energetisch begiinstigt, da die erh6hte Anzahl an Rotationsfreiheitsgraden

die Konformationsentropie entsprechend erhoht.[”]
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der temperatur- und druckabhiingigen Phasen einer Lipiddoppelschicht in
wissrigem Medium. Bei niedrigen Temperaturen ist der Ordnungsparameter der Lipiddoppelschicht relativ hoch und die
Kohlenwasserstoffketten in einer gestreckten all-trans-Konformation. Durch Temperaturerh6hung geht die Lipidmembran von
der Lg- in die Pg-Phase iiber, wobei eine gewellte Uberstruktur ausgebildet wird. Ein weiterer Temperaturanstieg fiihrt zum
Ubergang in die Lo-Phase in welcher die hydrophoben Ketten vermehrt gauche-Konformere einnehmen und somit die laterale
Diffusion erhdhen und den Ordnungsparameter verringern. Befindet sich eine hohe Konzentration von Cholesterin innerhalb
der Membran wird die Ausbildung einer lo-Phase beobachtet, welche sich durch eine relativ hohe laterale Diffusion und einem
erhéhten Ordnungsparameter auszeichnet.
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In dieser fluiden Phase besitzt die Membran eine erhohte Fluiditit, da die Kopfgruppenregion
wegen der verringerten Packungsdichte stark hydratisiert wird. Diese Eigenschaft machen sich
alle Organismen zu Nutze, weshalb Zellmembranen in vivo hauptsichlich in dieser Phase
vorliegen. Die jeweilige Ubergangstemperatur hiingt auch von der Membranzusammensetzung
ab, da beispielsweise kiirzere oder ungesittigte Alkylketten weniger VAN-DER-WAALS-
Wechselwirkungen ausbilden, die Packungsdichte erhdhen und somit die Hauptphasen-
libergangstemperatur erniedrigen. Ein weiterer beeinflussender Faktor stellt der vorherrschende
Umgebungsdruck dar. Bei steigendem Druck ist nach dem Prinzip von LE CHATLIER derjenige
Zustand am giinstigsten, der insgesamt das geringste Volumen einnimmt. Dies sind besonders
die Gelphasen, da deren Packungsdichte aufgrund der Vielzahl an all-trans-Konformationen
hoher und somit deren Volumen kleiner als jenes in der Fliissigphase ist.'® Nach dem
Grundsatz der homooviskosen Adaption sind somit besonders Lipide mit kurzen oder
ungesittigten Alkylketten in Plasmamembranen von Lebewesen zu finden, die tiefen
Temperaturen oder hohen Driicken ausgesetzt sind.l'*!7! Eine weitere Komponente, die hiufig
in eukaryotischen Zellmembranen gefunden werden kann, ist das Sterol Cholesterin.!”! Dieser
polyzyklische Alkohol erhoht die Rigiditdt der Lipiddoppelschicht, da Interaktionen zwischen
dem starren Steroidgeriist und den hydrophoben Ketten der Lipide die Bildung gestreckter all-
trans-Konformationen induziert. Der Ubergang in die Gelphase wird jedoch behindert, da eine
kristalline Packung der Lipide durch den Einbau von Cholesterin gestort wird.!'®!] Die
Hauptphaseniibergangstemperatur wird mit steigender Cholesterinkonzentration zunehmend
breiter und es wird eine Phasenkoexistenz innerhalb dieses Bereiches induziert. Dabei liegt die
fliissig-geordnete lo-Phase (s. Abb. 1.3), in welcher die Lipide dhnliche laterale Diffusions-
geschwindigkeiten und Rotationsfreiheiten wie in der l¢-Phase erreichen, neben l¢-Bereichen
vor. Der Unterschied dieser beiden Phasen liegt in der Konformation der hydrophoben Ketten.
Wihrend in der fliissig geordneten Phase diese meist in all-trans-Konformation vorliegen,

kommen vermehrt gauche-Konformationen in der l¢-Phase vor.[”)

Zurzeit wird in der Wissenschaft die Existenz cholesterinhaltiger raft-Dominen in
Zellmembranen diskutiert. Experimente in vitro belegen, dass sich diese geordneten lipid-rafts
besonders in Kombination mit geséttigten Phospho- und Sphingolipiden in ansonsten fluiden
Membranen bilden.*”) In Abbildung 1.4 ist ein phasensepariertes Vesikel, welches mithilfe
eines Fluoreszenzmikroskops detektiert wurde, gezeigt. Die ls-Phase wurde durch einen
Fluorophor rot markiert, wiahrend ein griiner Fluoreszenzmarker verwendet wurde, um die lo-

Phase sichtbar zu machen.
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung von rafts innerhalb einer Lipidmembran am Beispiel einer Aufnahme eines
markierten Vesikels unterm Fluoreszenzmikroskop. Dabei stellen die roten Bereiche (N-Rhodamin) die 1¢-Phase dar,
wihrend die l,-Phase mit einem griinen Farbstoff (NBD) markiert wurde. In der lo-Phase lassen sich generell mehr geséttigte
und langere Phospholipide sowie einen hoheren Cholesteringehalt finden.

Eine groBe Herausforderung ist die Existenz dieser Doménen in vivo zu beweisen, da diese
Dominen eine kleine GroBe sowie eine kurze Lebenszeit aufweisen.!! Weitere Modelle
zeigen, dass diese Doménen einen Einfluss auf die Konformation der in der Membran

befindlichen Proteine und deren Funktion z.B. bei der Signalweiterleitung haben kénnten.[2223]



Kapitel 2

Zielsetzung

Biomembranen spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Entwicklung von Leben
durch ihre essentiellen Eigenschaften, welche praktisch jede Zelle sowie zahlreiche Organellen
benotigen. Nur durch diese Trennschichten ist ein selektiver Transport von Enzymen,
Wirkstoffen und vielen weiteren Molekiilen in den intra- oder extrazelluliren Raum moglich.
Aufgrund dieser Eigenschaften ist es aktuelles Ziel der Forschung, mithilfe von neu
entwickelten Methoden und Theorien, diesen zelluldiren Grundbaustein bis ins Detail zu
verstechen. Die Untersuchung der Interaktion dieser Membranen mit unterschiedlichen
natiirlichen und synthetischen Stoffen sowie die strukturelle Anderung dieser unter
verschiedensten Umweltbedingungen geben wichtige Einblicke in die Erforschung von
Anwendungen, wie die Entwicklung von Arzneistoffen, oder auch des Verstdndnisses von
moglichem Leben auflerhalb irdischer Bedingungen. Ein weiteres aktuelles Forschungsthema

liegt in der gezielten Modifikation der Biomembranen zur Modulation biologischer Prozesse.

In dieser Arbeit werden daher unter den vorherig genannten Gesichtspunkten folgende Projekte

vorgestellt:

)] EINFLUSS VERSCHIEDENER MARSSALZE AUF DIE STRUKTUR VON

MODELLBIOMEMBRANEN

Durch die Hinweise auf das Vorhandensein von unterirdischen Seen auf dem Planeten
Mars ist es von groflem astrobiologischem Interesse, mogliches Leben auf dem
Nachbarn der Erde zu untersuchen. Diese Salzlaken weisen einen auffallig hohen Anteil
an bestimmten Magnesiumsalzen auf, deren Einfluss auf zelluldres Leben in
Kombination mit dem gesteigerten Umgebungsdruck noch véllig unerforscht ist. In
diesem Projekt wurde die Stabilitit und Struktur verschiedener Modellmembranen

daher unter diesen extremen Umweltbedingungen untersucht.
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LEBEN UNTER EXTREMEN BEDINGUNGEN IN HINBLICK AUF BIOMEMBRANSYSTEME

Wihrend die Anpassung an hohe Umgebungsdriicke besonders fiir Tiefseeorganismen
eine entscheidende Rolle spielt, kommen hohe Konzentrationen an Salzen und
Osmolyten in bestimmten Seen vor, welche als Lebensraum von halophilen Organismen
genutzt werden. Daher ist die Erforschung der Adaption von Organismen unter diesen
Umweltbedingungen von grofler Relevanz. In diesem Projekt wird der Einfluss von
hohem hydrostatischem Druck im Vergleich zu hohem osmotischem Druck auf

komplexe Modellbiomembranen untersucht.

EINFLUSS EINES ANTIMIKROBIELLEN PEPTIDS AUF BAKTERIELLE MEMBRANEN UNTER

HOCHDRUCK

Mikrobielle Keime sind eine immer wachsende Herausforderung fiir die
Lebensmittelverarbeitung. Um dieses Problem zu {iberwinden, ohne die Nahrwerte der
Nahrungsmittel zu verdndern, wird aktuell an neuen Methoden geforscht. Bisherige
Anwendungen finden sich in der Verwendung von antimikrobiellen Peptiden
(engl. antimicrobial peptides, kurz AMP) oder auch in der kurzfristigen Erhéhung des
Umgebungsdrucks, um bestimmte Lebensmittel 14nger haltbarer zu machen. Dieser Teil
der Arbeit befasst sich mit der Kombination aus diesen beiden Methoden, um mdglichst
viele verschiedene mikrobielle Keime abzuschwichen. Dazu wurden die strukturellen
Anderungen eines AMPs auf einer bakteriellen Modellmembran unter Hochdruck

analysiert.
WIRKUNG VON INDUCIN AUF LYSOSOMALE MODELLMEMBRANEN

Ein wichtiges eukaryotisches Zellorganell stellt das sogenannte Lysosom dar. Diese
speziellen Vesikel haben die Funktion, verschiedene Biopolymere zu umschlieBen und
zu verdauen, um Beschiddigungen oder Fehlfunktionen der Zelle durch diese zu
vermeiden. Aufgrund dessen sind Lysosomen an der Verhinderung von mehreren
Krankheiten, wie beispielsweise der Bildung von Tumoren, von grof3er Relevanz und
damit von grofBem Interesse im Arzneimitteldesign. In diesem Projekt wird eine
lysosomale Membran modelliert und die Wirkung verschiedener Substanzen, welche

den Prozess der Autophagie in Zellen induzieren, auf diese untersucht.



V)

EINFLUSS VON LIPIDIERTEN IMIDAZOLEN AUF LIPIDMODELLMEMBRANEN

Die Herstellung von Lipidanaloga erlaubt das Studium und die Manipulation
lipidabhéngiger Prozesse in lebenden Zellen. Viele dieser Verbindungen basieren auf
dem Strukturmotiv der N-Heterocyclischen Carbene (NHC). Wihrend sich bereits
mehrere Studien mit geladenen Imidazoliumsalzen befassten, werden in diesem Projekt
verschiedene neutral geladene Lipidmimetika in Modellmembranen eingebaut und
deren Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften der Phospholipid-

doppelschichten untersucht.
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Kapitel 3

Einfluss verschiedener Marssalze auf die

Struktur von Modellbiomembranen

Die folgenden Ergebnisse sind bereits in Physical Chemistry Chemical Physics 23 (2021), 14212-14233 ver6ftentlicht.
3.1 Einleitung

In den letzten Jahren wurden vermehrt Organismen gefunden, welche unter extremen
Umweltbedingungen iiberdauern koénnen. Diese Organismen werden als Extremophile
bezeichnet.”*! Die vorherrschenden physikalischen und chemischen Parameter wie
Temperatur, Druck und pH-Wert weichen dabei enorm von bereits bekannten Lebensrdumen
ab.[24-26] Beispielsweise konnen sich halophile (gr. salzliebende) Mikroorganismen selbst unter
Salzkonzentrationen bis zu 35 % vermehren, wihrend piezophile (gr. druckliebende)
Lebewesen in der Tiefsee Driicke bis zu 1000 bar tolerieren.**?”! Dabei sind in allen drei
Domainen des Lebens, welche aus Bakterien (Prokaryoten), Eukaryoten und Archaeen bestehen,
piezophile Organismen zu finden, die an hohe hydrostatische Driicke adaptiert sind.*”) Diese
Driicke herrschen nicht nur unter Wasser, sondern auch im Inneren eines Planeten. Auf der Erde
befinden sich in diesem Bereich 50-87 % aller Mikroorganismen.?®2) Damit Leben auf einem
Planeten entstehen kann, wird das Vorhandensein von fliissigem Wasser angenommen. Neuste
Erkenntnisse zeigen, dass es dieses sowohl auf der Oberfldche des Mars gab als auch dass unter
der Oberfliche mdgliche Seen entstehen konnten.!** 3?1 Diese befinden sich in einer Tiefe von
bis zu 10 km und sind somit Driicken von bis zu 1000 bar ausgesetzt, wie Lebewesen in der
irdischen Tiefsee.l**) In diesen subterranen Gebieten sind besonders hohe Salzkonzentrationen
zu finden. Auf dem Mars sind dabei das magnesiumhaltige Perchlorat (Mg(ClOs4)2) und Sulfat
(MgS0s4) hiufig anzutreffen.?**>) Wihrend Sulfate auf der Erde ebenfalls vermehrt unter
dessen Oberfliche vorkommen, sind Perchlorate nur selten und in speziellen Habitaten zu
finden.[**32! Diese Perchlorate stdren als chaotrope Salze Wasserstoffbriickenbindungen und
konnen somit die Struktur und Funktion von Biomolekiilen beeintrichtigen.[**) Allerdings
bilden diese Salze in Wasser auch ein sogenanntes Eutektikum und verringern dessen

Schmelzpunkt auf bis zu -70 °C, was das Vorhandensein von fliissigem Wasser auf dem Mars
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ermdglicht. Zur Einschitzung mdglichen Lebens unter diesen extremen aufBlerirdischen
Bedingungen und dessen Entstehung konnen verschiedene biologisch-relevante
Makromolekiile unter diesen speziellen physikalischen und chemischen Parametern studiert
werden.*?! Bisher konnte gezeigt werden, dass Enzyme, wie a-Chymotrypsin, unter dem
Einfluss von Magnesiumperchlorat verringerte Aktivititen aufweisen, wiahrend die Zugabe von
Magnesiumsulfat einen gegenteiligen Effekt bedingt.*>*”) Durch die Applikation von Druck
konnte die Aktivitit des Enzyms selbst bei Anwesenheit von Magnesiumperchlorat gesteigert
werden, wodurch diese Bedingungen bewohnbarer scheinen als zuvor angenommen.l*”]
Aufgrund dessen ist die Untersuchung von Lipidmembranen unter diesen Bedingungen von
besonderem Interesse und Ziel dieses Projekts, da diese Biomolekiile ebenso wie Proteine

essentiell fiur zelluldres Leben sind.

3.2 Materialien und Methoden
3.2.1 Materialien

Die fiir dieses Projekt verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 3.1

aufgefiihrt.

Tabelle 3.1: Bezugsquellen der Chemikalien fiir die Untersuchung von Marssalzen auf Biomembranen.

Chemikalien Bezugsquelle

Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland)
Cholesterin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
DOPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPH Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
DPPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
HEPES Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Laurdan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Mg(ClOa)2 Thermo Fischer (Kandel, Deutschland)
MgSO4 Abcr (Karlsruhe, Deutschland)
NBD-DHPE Molecular Probes (Invitrogen, USA)
N-Rh-DHPE Molecular Probes (Invitrogen, USA)
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3.2.2 Probenpriparation

Die unterschiedlichen Lipidmischungen wurden aus Stammldsungen mit einer Konzentration
von 10 mg mL™! vermischt. Die entsprechenden Magnesiumsalze und Fluorophore wurden
ebenfalls zu dieser Mischung hinzugegeben. Danach wurde das Losemittel mittels eines Stroms
aus Stickstoff verdampft und der iibrige Feststoff mittels eines Lyophilisators mindestens 2 h
im Vakuum getrocknet. Daraufhin wurde der Lipidfilm mit einem 10 mM HEPES Puffer bei
einem physiologischem pH-Wert von 7,4 aufgenommen. In einem Ultraschallbad, welches liber
die Phaseniibergangstemperatur der entsprechenden Lipidmischung erhitzt wurde, wurden die
Proben fiir 20 Minuten mit Ultraschallwellen behandelt. AnschlieBend wurden die Lésungen
fiinfmal in fliissigem Stickstoff eingefroren und wieder aufgetaut, um eine moglichst homogene
Verteilung an Vesikeln zu erreichen. Die somit entstandenen multilamellaren Vesikel wurden
fiir die DSC-, Fluoreszenzspektroskopie- und Rontgenkleinwinkelstreuungsexperimente sowie
fiir die Messung der dynamischen Lichtstreuung verwendet. Fiir jede Messung wurden

mindestens zwei Proben pro Lipidsystem angesetzt.

Um fiir die Mikroskopie detektierbare gro3e unilamellare Vesikel (GUVs) herzustellen, wurde
die Elektroformationsmethode verwendet.[**) Dabei wurden 100 L einer Lipidldsung mit einer
Konzentration von 1 mg mL™! mit Fluorophoren versetzt, sodass 0,1 Molprozent aller Lipide
fluoreszent markiert waren. Bei der Praparation durch Elektroformation wurden 20 pL dieser
Losung auf ein Indium-Zinn bedampftes Deckglas (ITO-Coverslip) gegeben und mithilfe eines
Spin-Coaters bei 800 Umdrehungen pro Minute fiir eine Minute beschichtet. Dieser wurde
daraufhin fiir mindestens 2 h im Vakuum getrocknet. In einer RC-21B Formationskammer
(Warner Instruments, Hamden, USA) wurde der Lipidfilm mit 10 mM HEPES Puffer
hydratisiert und mithilfe eines Funktionsgenerators TG315 der Firma Thurlby Thandar
Instruments, Huntingdon, UK, einem elektrischen Feld, welches iiber ein 6 mm schmales
Kupferklebeband (3M, Neuss, Deutschland) auf den Objekttrager tibertragen wurde, ausgesetzt.
Dabei wurde fiir DPPC und das 5-Komponentensystem eine Frequenz von 500 Hz und eine
steigende Spannung von 0,14 V fiir 5 Minuten, 1,25 V fiir 20 Minuten und schlieBlich 3,5 V
fiir 90 Minuten bei 75 °C gewahlt. Fiir die Priaparation von DOPC wurde dieselbe Frequenz mit
0,1 V fiir 10 Minuten, 1 V fiir 20 Minuten und 1,6 V fiir 150 Minuten bei 20 °C verwendet.
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3.2.3 Wirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)

Die Losungen aus multilamellaren Vesikeln wurden fiir die DSC-Messungen mit einem Q20
Differential Scanning Calorimeter der Firma TA Instruments aus New Castle, USA, vermessen.
Dabei wurden 20 pL dieser Losungen mit einer Konzentration von 10 Gewichtsprozent Lipid
in die entsprechenden Tiegel (7zero pans) liberfiihrt und mit den passenden Deckeln (7zero
hermetic lids, beide ebenfalls von TA instruments) hermetisch verschlossen. Als Referenz
wurden 20 pL des verwendeten 10 mM HEPES Puffers in die Referenzzelle gefiillt. Die

Heizrate nach einem 5-miniitigem Aquilibrierzeitraum betrug 1 °C min™'.

3.2.4 Fluoreszenzspektroskopie

Zur Messung der Intensitit der Fluoreszenzemission wurde ein K2 multifrequency phase
modulation fluorometer der Firma ISS Inc. aus Champaign, USA, verwendet. Der gemessene
Temperaturbereich von 5 bis 75 °C wurde mithilfe eines Wasserbades erreicht, wihrend eine
speziell angefertigte Druckzelle die Messung bei Driicken von 1 bis 2000 bar bei 25 °C sowie
45 °C erméglichte. Die Lipidkonzentration betrug 1 mg mL™'. Vor der Priparation wurde eine
entsprechende Menge Fluorophor (Laurdan oder DPH) zur Lipidlosung hinzugegeben, um ein
Verhiltnis von 0,000735 mol Fluorophor pro mol Lipid zu erhalten. Die mit dem Fluorophor
Laurdan markierten Proben wurden bei einer Wellenldnge von 390 nm angeregt, wahrend die
Emission zwischen 410 und 500 nm detektiert wurde. Eine Quantifizierung der Verdnderungen
der Spektren kann durch die Berechnung des GP-Wertes (generalized polarisation)
durchgefiihrt werden. Dieser enthélt Informationen tiber die laterale Ordnung und die Fluiditat
der Modellmembran und lésst sich mit folgender Formel berechnen:**!

I - Iy (3.1)
Iy + Iy

GP=

Dabei entspricht /s der Fluoreszenzintensitét bei 440 nm und /r der Fluoreszenzintensitét bei
490 nm. Bei zunehmender Fluiditdt der Membran gelangen mehr Wassermolekiile in die Néhe
des interkalierten Farbstoffs, dessen Emissionsmaximum abhéngig von der Polaritdt seiner
Umgebung ist. Demnach gibt ein hoher GP-Wert eine hohe laterale Ordnung der Membran an,
wihrend ein niedriger GP-Wert eine erhohte Fluiditdt der Lipiddoppelschicht anzeigt.

Die Emission des bei einer Wellenldnge von 350 nm angeregten Fluorophors DPH wurde
zwischen 380 und 480 nm aufgenommen. Die Anisotropie » wurde bei dem Emissions-
maximum von 420 nm bestimmt, um Aussagen iiber die Rotationsdynamiken der Kohlen-

wasserstoffketten treffen zu konnen. Der Wert der Anisotropie sinkt bei steigenden
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Rotationsmoglichkeiten innerhalb der Ketten, wéhrend hohe Anisotropiewerte fiir geringe
Bewegungen innerhalb des hydrophoben Teils der Membran stehen. Diese Werte werden aus
den Intensititen verschieden polarisierten Lichts ermittelt:["]

_ Ly -G Iy (3.2)
L,y +2-G- Ly

r

Die Subskripte ,,v*“ und ,,h* geben die vertikale und horizontale Position des Anregungs- und
Emissionspolarisators an, sodass Ivv fiir die Intensitdt des parallelen Lichtes und /v fiir die
Intensitidt des senkrecht polarisierten Lichtes bei jeweils vertikaler Anregung steht. Der
gerdteabhiangige Korrekturfaktor G wird vor jeder Messung bestimmt und ist definiert als das
Verhiltnis der Intensititen von horizontaler Intensitit zu vertikaler Intensitdt bei horizontal

polarisierter Anregung:

Y (3.3)

I

Fiir jedes Experiment wurde die Photonenzdhlung tiber den Zeitraum von einer Sekunde pro

Wellenlidnge gemittelt.

3.2.5 Rontgenkleinwinkelstreuung

Ein SAXSess mc? der Firma Anton-Paar aus Graz, Osterreich mit der dazugehdrigen TCS
Control Unit zur Temperaturreglung wurde fiir die Rontgenkleinwinkelstreuungsmessungen
verwendet. Die Rontgenstrahlung wurde mithilfe einer aus Kupfer bestehenden Rontgenréhre
erzeugt und in eine Quarz-Kapillare (p-cell, Anton-Paar) geleitet. In diese wurden 10 pL einer
Losung aus multilamellaren Vesikeln mit einer Lipidkonzentration von 10 Gewichtsprozent
gefiillt. Die Messung wurde in einer evakuierten Kammer durchgefiihrt, um Streuungseffekte
der Luft zu reduzieren. Dabei wurden als Detektoren sogenannte imaging plates verwendet,
welche 30 Minuten lang den Rontgenstrahlen ausgesetzt waren. DPPC-haltige Proben wurden
in einem Temperaturbereich von 20 bis 60 °C vermessen, wihrend fiir die Systeme DOPC und

DOPE:DOPG (70:30) die Temperatur konstant bei 20 °C gehalten wurde.

3.2.6 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Fir die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde ein konfokales Laser Scanning
Mikroskop Biorad MRC 1024 der Firma Zeiss aus Werdohl in Deutschland, welches mit einem
invertierten Nikon Eclipse TE-300 Mikroskop verbunden war, verwendet. Ein laser combiner

L4Cc-CSB-130 von Oxxius Simply Light (Lannion, Frankreich) oder eine Andor iXon Ultra
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Kamera des Unternehmens Acal BFi aus Dietzenbach in Deutschland in Kombination mit einer
100 Watt Quecksilber Lampe von Nikon aus Tokio, Japan, wurden zur Detektion der
Fluorenzenzemission bei einer Anregung von 488 nm und 561 nm genutzt. Als Objektiv wurde
ein CFI Plan Apochromat Lambda mit einer 100-fachen VergroBBerung und einer numerischen
Apparatur von 1,45 ebenfalls von Nikon gewihlt. Die 0,25 und 0,5 molaren Salzlésungen

wurden nach der Vesikelpriparation iiber ein Schlauchsystem in die Préparationszelle geleitet.

3.3 Ergebnisse und Diskussion
3.3.1 Wirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)

Um mehr dariiber zu erfahren, wie sich die thermodynamischen Eigenschaften und
Phaseniiberginge von Lipid-Doppelschichtmembranen verdndern, wenn sie mit Salzen in
Kontakt kommen, die auch auf dem Mars vorkommen, wurden zuerst Warmestromdifferenz-
kalorimetrie (DSC)-Messungen durchgefiihrt. Als bereits charakterisiertes Modellmembran-
system wurden multilamellare Vesikel aus dem Lipid DPPC verwendet. Dieses Phospholipid
besteht aus zwei gesittigten Kohlenwasserstoffketten aus jeweils 16 Kohlenstoffatomen,
welche an eine Phosphatidylcholin-Kopfgruppe gebunden sind. In Abbildung 3.1 sind die
Thermogramme von DPPC-Vesikeln unter dem Einfluss der Salze Mg(ClO4)2, NaClOs, MgSO4

und Na2SOs4 in verschiedenen Konzentrationen gezeigt.
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Abbildung 3.1: DSC-Thermogramme von DPPC-Vesikeln in Anwesenheit von a) Mg(Cl0O4)2, b) NaClQO4, ¢) MgSO4 und

d) Na2SOq4 in verschiedenen Konzentrationen. Die Loslichkeitsgrenze der Salze liegt bei ~ 1 M. Zum Vergleich ist in jedem
Diagramm DPPC in reinem Puffer (schwarz) gezeigt.

Das DSC-Thermogramm der Membran aus DPPC in reinem Puffer zeigt einen Voriibergang
von der Lg’- zur Pg’-Phase bei einer Temperatur von 36,0 + 0,5 °C und einen Hauptphasen-
tibergang von der L -Phase zur fluiden La-Phase bei 41,6 + 0,5 °C, welche mit entsprechenden
Literaturwerten iibereinstimmen.!*"*?! In Abbildung 3.1 a) ist erkennbar, dass die Zugabe von
0,25 M Magnesiumperchlorat zu einer Verringerung der Hauptphaseniibergangstemperatur um
2 °C fiihrt, was auf einen destabilisierenden Effekt auf die geordnete Gelphase zurilickzufiihren
ist. Bei hoheren Salzkonzentrationen ist dieser charakteristische Peak nicht mehr zu erkennen
und die Bildung eines neuen endothermen Ubergangs bei 53,3+0,2°C (0,5M) bzw.
59,6 £ 0,1 °C (1 M) wird beobachtet. Der Austausch des Kations von Magnesium zu Natrium
zeigt eine &dhnlich destabilisierende Wirkung auf die Gelphase der Membran durch die
Verringerung der Schmelztemperatur 7m um 3 °C (s. Abb. 3.1 b)). Dabeti tritt eine Verbreiterung
des DSC-Peaks auf, welcher auf eine verringerte Kooperativitit des Phasentibergangs schlie3en

lasst. Der Voriibergang zwischen den Gelphasen Lp” und Pp” ist zudem nicht mehr detektierbar.
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Die Bildung zusitzlicher thermodynamischer Ubergiinge tritt im Gegensatz zum Magnesium-
haltigen Salz nicht auf. Abbildung 3.1 c) zeigt, dass die Zugabe von Magnesiumsulfat die
Ubergangstemperatur von der Gel- zur fluiden Phase um bis zu 3 °C erhoht. Dies weist auf eine
Stabilisierung der Lp’-Phase hin, die durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem
doppelt negativ geladenem Sulfation und der positiv geladenen Cholin-Kopfgruppe
hervorgerufen wird. Dieses Verhalten wird auch bei Zusatz von Natriumsulfat beobachtet
(s. Abb. 3.1 d)). Diese Ergebnisse belegen, dass das Phasenverhalten der Lipiddoppelschicht

im Besonderen vom Anion des Salzes kontrolliert wird.

3.3.2 Fluoreszenzspektroskopie

Mithilfe des solvatochromen Membranfarbstoffes Laurdan kénnen Informationen iiber den
Ordnungsparameter und die Fluiditit des Modellmembransystems erhalten werden. Aufgrund
seiner amphiphilen Struktur ldsst sich dieser Fluorophor problemlos in Membranen
interkalieren. Durch sein grofles Dipolmoment im angeregten Zustand gibt das
Emissionsmaximum dieses Farbstoffs Auskunft {iber die Polaritdt seiner Umgebung. Dadurch
kann das Ausmal} von eindringendem Wasser in die Doppelschichtoberfliche quantitativ
erfasst werden. Da das Eindringen von Wasser in die Membran abhidngig von ihrer
Packungsdichte und damit auch ihrer Fluiditét ist, ist diese Sonde auch dafiir geeignet,
Aussagen iiber diese Eigenschaft der Membran zu treffen.*”) Das Emissionsmaximum von
Laurdan liegt bei 490 nm, wenn die Lipide in der fluiden Lo-Phase vorliegen, wéhrend es sich
in den geordneteren Gelphasen zu 440 nm verschiebt. Der GP-Wert (s. Gleichung 3.1) wird
dabei zur Quantifizierung dieser Verschiebung genutzt. In Abbildung 3.2 ist der Einfluss

verschiedener Salze auf den temperaturabhidngigen GP-Wert einer DPPC-Membran gezeigt.
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Abbildung 3.2: Temperaturabhiingige GP-Werte von DPPC Vesikeln unter Zugabe von 0,5 M MgSO4, Na:SO4 und
NaClOa. Mithilfe eines BOLTZMANN-Fits wurden die Ubergangstemperaturen bestimmt.

Die sigmoidale Abnahme des GP-Wertes mit steigender Temperatur wird durch das
Phasenverhalten der Vesikel bestimmt, da die Lipide bei Temperaturen um 20 °C in der
Gelphase vorliegen und somit wenig Wassermolekiile in die Membran eindringen konnen. Das
Emissionsmaximum von Laurdan liegt dabei bei 440 nm, woraus ein GP-Wert von 0,5
resultiert. Da die Doppelschicht oberhalb von 42 °C in die fluide Lo-Phase iibergeht, verschiebt
sich das Emissionsmaximum des Fluorophors zu 490 nm aufgrund der abnehmenden lateralen
Ordnung durch die Bildung von entropisch bevorzugten gauche-Konformeren in den
Kohlenwasserstoftketten der Lipide. Die Umgebungspolaritit fiir die Laurdanmolekiile steigt
dabei, da Wassermolekiile in den oberen Kettenbereich interkalieren konnen, wodurch die GP-
Werte negative Zahlen annehmen. Am Wendepunkt der Auftragung des GP-Wertes gegen die
Temperatur kann die Phaseniibergangstemperatur abgelesen werden. Dabei fillt auf, dass die
Sulfat-haltigen Salze in einer Konzentration von 0,5 M unabhéngig vom Kation diese um 2 bis
3 °C erhohen und die laterale Ordnung der Membran in der fluiden Phase erhéhen. Die Zugabe
von 0,5 M Natriumperchlorat fiihrt zu einer Verringerung der Ubergangstemperatur um 3 °C
und einer Destabilisierung der Gelphase. Diese Beobachtungen sind konsistent mit den
Ergebnissen aus den DSC-Messungen (s. 3.3.1). Das relativ groe Perchlorat-Anion besitzt
wegen seines chaotropen Charakters die Eigenschaft, Wasserstoffbriickenbindungen zu storen.
Dies ist durch seine geringe Ladungsdichte bedingt, weshalb das Anion seine Hydrathiille
abstreifen kann, um in unpolare Strukturen, wie beispielsweise hydrophobe Bereiche von

Proteinen, eindringen zu kénnen.****! In dem hier vorliegenden Fall einer Membran wiiren dies
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die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten, welche eine hohere Konformationsunordnung
durch die Einlagerung des lons aufweisen und somit die niedrigeren Ordnungsparameter in der
Gelphase erkldren. Im Gegensatz dazu weist das Sulfat-Anion eine hohe Ladungsdichte auf und
ist dadurch stark solvatisiert, sodass es nicht leicht in die Lipiddoppelschicht diffundieren kann.
Die Messung des GP-Wertes der DPPC-Vesikel unter Zugabe von Magnesiumperchlorat war
nicht moglich, da das charakteristische Laurdan-Spektrum unter diesen Bedingungen nicht
mehr detektierbar war. Der Fluorophor wird vermutlich durch das Perchlorat oxidiert, da dieses
aufgrund der durch das Ion induzierten geringen Packungsdichte der Membran einfacher an den
Farbstoff gelangen kann. Zur Uberpriifung des Einflusses von Magnesiumsulfat auf die DPPC-

Membran wurden zudem druckabhingige Messungen durchgefiihrt.

0,6

0,5

0,41

QoA = DPPC20°C
& 0,31 e DPPC45°C
1 A DPPC +1MMgSO, 20 °C
0,24 v DPPC+1MMgSO, 45 °C
0,1-
0,0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000
p/ bar

Abbildung 3.3: Druckabhiingige GP-Werte von DPPC-Vesikeln bei 20 und 45 °C in Puffer und unter Zugabe von 1 M
MgSOa.

Die in Abbildung 3.3 gezeigten GP-Werte beweisen die Druckunempfindlichkeit der Gelphase,
da sich diese bereits durch eine hohe Packungsdichte auszeichnet. Durch Druckerhéhung in der
fluiden Phase, welche DPPC bei einer Temperatur von iiber 42 °C erreicht, ist ein
druckinduzierter Phaseniibergang in die Gelphase bei 500 bar erkennbar. Bedingt wird dieser
Ubergang durch das geringere partielle Volumen der Lipide in der Gelphase gegeniiber der Lo-

d.1*042] Einen signifikanten

Phase, welches bei Erhohung des Umgebungsdrucks favorisiert wir:
Einfluss auf dieses druckabhidngige Phasenverhalten durch die Anwesenheit von

Magnesiumsulfat ist nicht zu erkennen.
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Zur Bestimmung der Lipidordnung bei der Zugabe von Magnesiumperchlorat wurde der
Fluorophor DPH (1,6-Diphenyl-Hexatrien) verwendet, welcher sich bevorzugt in dem
hydrophoben inneren Teil der Doppelschicht einbaut. Durch die Messung der
Fluoreszenzanisotropie des Farbstoffes konnen wichtige Informationen {iber die
Bewegungsfreiheit der Kohlenwasserstoffketten getroffen werden. Nimmt eine Membran eine
fluide Phase ein, erhdht sich auch ihr partielles Volumen, weshalb der Fluorophor innerhalb der
Kettenregion mehr Raum fiir Rotationsbewegungen in Anspruch nehmen kann und die
Emission von parallel polarisiertem Licht verringert. Die mithilfe von Gleichung 3.2 bestimmte
Anisotropie steht in reziproker Beziehung zur Membranfluiditit.***° In Abbildung 3.4 ist die
Anisotropie des DPHs in DPPC-Vesikeln gegen die Temperatur unter Einfluss von

Magnesiumperchlorat aufgetragen.
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Abbildung 3.4: Temperaturabhiingigkeit der Anisotropie von DPH in DPPC-Vesikeln in Puffer (schwarz) und unter
Zugabe von 0,25 M (griin) und 0,5 M Mg(ClO4): (rot).

Bei Temperaturen oberhalb 41 °C liegt DPPC in der fluiden Phase vor, welche aufgrund der
geringeren Packungsdichte niedrigere Anisotropiewerte im Vergleich zu Gelphasen aufweisen.
Die Zugabe von Magnesiumperchlorat fiihrt zu einer deutlichen Senkung dieser Werte, sodass
kein Phaseniibergang zwischen Gel- und fluider Phase mehr erkennbar ist, da die Membran im
gesamten Temperaturbereich von 5 bis 75 °C eine erhdhte Fluiditét erreicht. Diese Beobachtung
stitzt die These, dass das Perchlorat-Anion in diese Bereiche der Membran interkaliert und
somit die Packungsdichte verringern kann. Die in der DSC detektierten endothermen Peaks bei

iiber 50 °C aus Abb. 1 a) konnen mithilfe der Anisotropiemessungen nicht weiter analysiert
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werden, da es sich vermutlich nicht um konformationsdynamische Anderungen handelt und die

Fluiditit ebenfalls nahezu konstant bleibt.[*’!

3.3.3 Rontgenkleinwinkelstreuung

Die Rontgenkleinwinkelstreuung wurde zur Berechnung der lamellaren Distanz
(Wiederholungseinheit) der Doppelschichten innerhalb multilamellarer Vesikel (MLVs)
verwendet. Dieser Abstand kann aus den in der elastischen Streukurve I(Q) auftretenden
BRAGG-Peaks bestimmt werden. Q entspricht dem Streuvektorbetrag, welcher iiber folgende

Gleichung definiert ist:

0= 47” sind (3-5)

Dabei steht / fiir die Wellenlinge der verwendeten Rontgenstrahlung (in diesem Fall 1,54 A fiir
Kupfer) und @ fiir den halben Streuwinkel. Die Maxima aus den Streukurven wurden nach einer
Entschmierung mithilfe einer GAUSSIAN-Funktion modelliert, um deren Positionen zu
bestimmen. Dadurch kann die vorliegende Lipidphase identifiziert werden, da diese
charakteristische Abstinde zwischen den BRAGG-Peaks zeigen.[*?! Die Positionen der Maxima
der lamellaren Phasen sind immer gleich weit voneinander entfernt (1:2:3...), wihrend sich
diese Abstinde fiir die inverse hexagonale Phase (Hi) 1:N3:2:N7... oder fiir die inverse

kubische Phase Im3m (QE) \2:\4:\6:V8. .. unterscheiden.*** Mithilfe der BRAGG-Gleichung

kann die lamellare Gitterkonstante nach

2 (3.6)
dGitter = Q_
1

berechnet werden. Definitionsgemal besteht dieser Parameter aus der Addition der Dicke einer
Lipiddoppelschicht d1 und der Dicke der interlamellaren Wasserschicht dw zwischen den
Lipiddoppelschichten innerhalb eines multilamellaren Vesikels.*?l Abbildung 3.5 zeigt
ausgewdhlte temperaturabhédngige Streukurven von DPPC-Vesikeln verschiedener

Konzentrationen unter dem Einfluss von 0,5 M MgSO4 und Mg(ClO4)z.
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Abbildung 3.5: Temperaturabhingige Rontgenstreukurven multilamellarer Vesikel aus a) 20 Gewichtsprozent DPPC,
b) 20 Gewichtsprozent DPPC + 0,5 M MgSOs4, ¢) 10 Gewichtsprozent DPPC + 0,5 M Mg(ClO4)2 und d) 20 Gewichts-
prozent DPPC + 0,5M Mg(ClO4)2. Zur Deutung der verschiedenen SAXS-Muster sind schematisch in a) und b)

multilamellare Vesikel und in ¢) die invertierte bikontinuierliche kubische Phase (Q})I) Im3m gezeigt.

Die Abstinde der auftretenden BRAGG-Peaks sind fiir DPPC-Vesikel in Puffer und unter der
Zugabe von MgSOs immer in einem ganzzahligen Abstand, woraus geschlossen werden kann,
dass die vorliegenden Lipidphasen lamellarer Natur sind. In Anwesenheit von
Magnesiumperchlorat betrégt das Verhéltnis der Distanz zwischen den messbaren Peaks erster
und zweiter Ordnung bei Temperaturen bis 40 °C 1 zu ~1,4. Dieses Beugungsmuster ist

bezeichnend fiir die bikontinuierliche inverse kubische Phase /m3m (Qfl). Sie besteht aus einer

einzigen fluiden Lipiddoppelschicht, welche zu einer periodischen Oberfliache gefaltet ist, in
der das Wasser in unzusammenhéingenden Kompartimenten gehalten wird (s. Abb. 3.5 c)).[*>4¢~
¥ Wird der Lipidanteil verdoppelt, sind keine BRAGG-Peaks hoherer Ordnung bei
Temperaturen unter 50 °C zu erkennen, sodass den Aggregaten in diesem Bereich keine
bekannten Strukturen zugeordnet werden konnten. Bei hoheren Temperaturen wird ein

Phaseniibergang zu einer lamellaren Lipidphase beobachtet, welcher in Ubereinstimmung mit
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den DSC-Daten steht (s. 3.3.1). Die Gitterkonstante dieser Phase wurde mithilfe von Gleichung
3.6 auf einen Wert von 5,6 nm bestimmt. Die temperaturabhéingigen Gitterkonstanten von

DPPC-Vesikeln in Puffer und unter Zugabe von MgSOs sind in Abbildung 3.6 dargestellt.
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Abbildung 3.6: Gitterkonstanten d von DPPC-Vesikeln in Puffer (schwarz) und unter Zugabe von 0,5 M MgSOy4 (rot)
in Abhiingigkeit der Temperatur.

Der Phaseniibergang zwischen den beiden Gelphasen bei ~35 °C erhoht die Gitterkonstante der
Membran deutlich, da die Lipide in der Pg’-Phase eine periodisch gewellte Uberstruktur
einnehmen, dessen Platzbedarf sich dadurch vergroBert. Eine Anderung in die fluide Phase ab
42 °C bewirkt eine Verringerung der Gitterkonstanten durch die Bildung von gauche-
Konformeren innerhalb der Acylketten, welche die Dicke der Lipiddoppelschicht erniedrigen.
Die Anwesenheit von Magnesiumsulfat hat keinen Einfluss auf die Temperaturabhidngigkeit
der Gitterkonstante, allerdings werden die absoluten Werte dieses Parameters um bis zu einem
Nanometer in der fluiden Phase erhoht. Die Messungen des lateralen Ordnungsparameters der
Membran (s. 3.3.2) lassen auf eine groBere Membrandicke schlie3en, welche durch dieses Salz
bedingt wird. Eine Erhohung des Wertes fiir die interlamellare Wasserschicht dw kann ebenfalls

in Betracht gezogen werden.

Eine Membran bestehend aus dem Lipid DOPC liegt aufgrund seiner ungeséttigten Kohlen-
wasserstoffketten bei Temperaturen oberhalb von -22 °C in der fluiden Lo-Phase vor.!*? Diese
lamellare Phase zeigt deutliche BRAGG-Reflexe und ist auch in Anwesenheit der getesteten
Magnesiumsalze stabil (s. Abb. 3.7). Die Gitterkonstante fiir diese Membran in Puffer bei 20 °C
betrdgt 6,5 + 0,1 nm und wird durch 0,5 M Magnesiumsulfat auf 7,2 + 0,1 nm erhoht, wahrend
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das entsprechende Perchloratsalz den d-Wert um 0,9 nm auf einen Wert von 5,4 + 0,1 nm
verringert. Obwohl die Gitterkonstante durch das Magnesiumperchlorat drastisch verringert
wird, sind die multilamellaren Vesikeln aus diesem Lipid in der Losung stabil. Diese Abnahme
ist vermutlich durch eine diinnere intermolekulare Wasserschicht dw bedingt, die durch den

grofleren osmotischen Druck entsteht.

Zur Uberpriifung des Einflusses von Magnesiumperchlorat auf bakterielles Leben wurde ein
Modellmembransystem bestehend aus den Lipiden DOPE und DOPG in einem molaren
Verhiltnis von 70:30 verwendet. Die Kopfgruppen der Lipide aus Phosphatidylethanolamin
(PE) und Phosphatidylglycerol (PG) kommen speziell in Bakterien hiufig vor.’" Im Inlet der

Abbildung 3.7 ist die gemessene Rontgenstreukurve gezeigt.
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Abbildung 3.7: Rontgenstreukurve von 20 Gewichtsprozent DOPC und DOPE:DOPG in einem molaren Verhiiltnis von
70:30 bei 20 °C in Puffer und in Anwesenheit von 0,5 M MgSO4 und Mg(ClO4)>.

Da beide Lipide bei 20 °C in der fluiden Phase vorliegen, zeigen die lamellaren Schichten
innerhalb der Vesikel eine hohe Unordnung, sodass keine BRAGG-Reflexe hoherer Ordnungen
detektierbar sind. Der lamellare Abstand des 2-Komponentensystems wurde auf 5,5 £ 0,1 nm
und stimmt damit mit der Gitterkonstanten reiner DOPE Doppelschichten (5,1 nm[*’!) nahezu
iberein. Die Zugabe von Mg(ClO4)2 verdndert diesen Abstand nicht (5,6 + 0,1 nm), sodass die
Struktur der bakteriellen Modellmembran durch diese hochkonzentrierte Magnesium-

perchlorat-Losung nicht beeinflusst wird.

3.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Zuletzt wurden morphologische Anderungen von giant unilamellar vesicles (GUVs) unter

einem Fluoreszenzmikroskop untersucht, die durch die Zugabe der auf dem Mars gefundenen
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Salze induziert werden konnten. Abbildung 3.8 zeigt mikroskopische Aufnahmen von GUVs
aus den Lipiden DPPC und DOPC vor und nach Zugabe von 0,5 molaren Magnesium-haltigen

Salzlésungen.

DPPC

Abbildung 3.8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von GUVs bestehend aus DPPC (links) und DOPC (rechts) vor
(oben) und nach (unten) der Zugabe von 0,5 M MgSO4 und Mg(ClO4): bei 20 °C. Als Fluorophor wurde N-Rhodamin-
DHPE verwendet. (Messung durchgefiihrt von M. HERZOG)

Die Erhohung der extravesikuldren Salzkonzentration und der dadurch entstehende osmotische
Stress hat in allen Féllen eine Verformung der sphérischen Vesikel zur Folge. Dabei zeigt sich,
dass die Zugabe von Magnesiumperchlorat sowohl bei den in der Gelphase befindlichen
DPPC-, als auch bei den fluiden DOPC-Vesikeln, zu einem Schrumpfen der Vesikel fiihrt.
Magnesiumsulfat scheint die Topologie der GUVs aus DPPC verhéltnismiBig wenig zu

beeinflussen, wihrend DOPC-Vesikel durch dieses Salz schrumpfen und fusionieren konnen.

Um die komplexeren phasenseparierten Zellmembranen von Eukaryoten unter hohen
Magnesiumsalzkonzentrationen zu  simulieren, wurden Vesikel aus einem 5-
Komponentensystem (5 KS) hergestellt. Dieses enthélt einen Cholesterinanteil von
25 Molprozent, sodass sowohl liquid-ordered (lo) als auch liquid-disordered (la) Doménen in
einem einzigen Vesikel bei Raumtemperatur nebeneinander vorliegen. Diese Bereiche kdnnen

mithilfe von spezifischen Fluorophoren einzeln markiert werden. In diesem Fall wurde die lo-
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Phase mit NBD-DHPE (griin) und die li-Phase mit N-Rhodamin-DHPE (rot) angefarbt
(s. Abb. 3.9).

Abbildung 3.9: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von GUVs bestehend aus
DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Cholesterin (45:5:20:5:25) vor (oben) und nach (unten) der Zugabe von 0,5S M MgSO4 und
Mg(ClO4)2 bei 20 °C. Als Fluorophore wurden N-Rhodamin DHPE (rot, 1¢-Phase) und NBD-DHPE (griin, lo-Phase)
verwendet. (Messung durchgefiihrt von M. HERZOG)

Eine Phasenkoexistenz der lo- und l¢-Phase innerhalb der Vesikel ist bei Raumtemperatur durch
die beiden Fluorophore erkennbar, welche in den GUVs diese einzelnen Bereiche visualisieren.
Die Injektion von Magnesiumsulfat zu der Modellmembran fiihrt zur Aggregation der Vesikel
und einer deutlichen Verringerung der Anteile der fluiden-ungeordneten Phase, sodass die
Vesikel nun hauptsdchlich aus gesittigten Lipiden und Cholesterin aufgebaut sind.
Magnesiumperchlorat hat einen noch drastischeren Einfluss auf dieses Membransystem, da die
Vesikel durch Zugabe dieses Salzes innerhalb weniger Minuten zerfallen. Um den Effekt des
osmotischen Stresses auf die GUVs zu minimieren, wurde auch die Préparation der Aggregate

in den jeweiligen Salzlosungen durchgefiihrt. In einer Mg(ClO4)2-Losung fand keine Bildung
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von Vesikeln statt, wihrend in einer MgSO4-Losung wenige aggregierte Vesikel gebildet

werden konnten (s. Abb. Al).

3.4 Zusammenfassung

Die Interaktionen zwischen Metallionen mit einer Lipidmembran sind von der GrofBe, der

315531 Eine  weitere

Ladung und den Bindungseigenschaften der Ionen abhingig.!
Charakterisierung von Salzen in Bezug auf deren Einfluss auf Biomolekiile ist durch die
HOFMEISTER-Reihe gegeben, welche Salze nach ihrer chaotropen Wirkung auf Makromolekiile
in wissrigen Losungen klassifiziert."*! Wihrend Sulfate in biochemischen Anwendungen als
kosmotrope Salze verwendet werden, besitzen Perchlorate einen eher chaotropen Charakter.
Zweifach positiv geladene Kationen wie Ca*" oder Mg?* weisen eine hohe Ladungsdichte auf
und werden an Lipiddoppelschichten adsorbiert. Wechselwirkungen zwischen den Ionen und
der Kopfgruppenregion konnen nicht nur Konformationséinderungen in dem hydrophilen Teil
der Membran verursachen, sondern auch fiir eine dichtere Packung der

S1-531 In vorherigen Studien

Kohlenwasserstoffketten in der fluiden Phase verantwortlich sein.!
wurde nachgewiesen, dass Magnesiumionen im Vergleich mit Kalziumionen wesentlich
geringere  Bindungskonstanten zu Lipidkopfgruppen besitzen. Somit interagieren
Magnesiumionen mit der Oberfliche von Liposomen auch in einem geringeren Mal3e, sodass
die hydrophilen Lipidgruppen weiterhin zugiinglich fiir Wassermolekiile sind.!*!) Daher gehen
keine schidlichen Auswirkungen von diesem auf dem Mars vorkommenden lonen auf die

Struktur und Fluiditdt von Biomembranen aus, da trotz ihrer Anwesenheit eine ausreichende

Hydratation der Membran gegeben ist.

In diesem Projekt konnte demonstriert werden, dass die Kombination aus den Einfliissen von
hohem Umgebungsdruck und hohen Konzentrationen auf dem Mars befindlicher Salze
verschiedene Auswirkungen auf die Stabilitit und Struktur von Modellmembranen zeigen.
Konzentrationen unter 0,5 M Mg(ClO4)2 erniedrigen die Hauptphaseniibergangstemperatur von
DPPC um wenige Grad Celsius und fiihren somit zu einer Fluidisierung der Membran. Bedingt
wird dies durch die geringe Ladungsdichte des Anions, weshalb dessen Hydrathiille abgestreift
werden kann, um in hydrophobe Bereiche der Membran zu interkalieren und somit fiir eine

4] Durch eine Erhdhung der

hohere Unordnung im Alkylkettenbereich zu sorgen.!
Salzkonzentration dndert sich das Phasenverhalten der Liposomen. Es kommt zur Ausbildung

von nicht-lamellaren Phasen. In Anwesenheit von 10 Gewichtsprozent DPPC nehmen die
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Lipide eine kubische Struktur an, welche bei hohen Temperaturen oder Erhohung der
Lipidkonzentration in eine fluide lamellare Phase iibergeht. Kubische Lipidphasen wurden
bisher sowohl Chloroplasten als auch im Inneren Teil von Membranen des Mitochondriums
gefunden. Anwendungen finden diese auch in der Pharmakologie zur gezielten Freisetzung von
Arzneimitteln im Korper.5>®) Einen geringeren Einfluss auf die DPPC-Vesikel wurde durch
den Austausch des Kations von Mg?" zu Na™ erreicht, da selbst unter hohen Konzentrationen
von Natriumperchlorat (1 M) nur eine minimale Fluidisierung der Membran zu beobachten war.
Lipidsysteme aus cis-ungeséttigten Fettsduren wie DOPC oder auch DOPE:DOPG bildeten

trotz hoher Konzentrationen an Magnesiumperchlorat vesikuldre Strukturen aus.

Die verwendeten Sulfate stabilisierten im Gegensatz zu den Perchloraten die Membransysteme
in der Gelphase durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem Sulfat-Anion und der
Cholin-Kopfgruppe der Phospholipide. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anionen
hauptséchlich fiir das Phasenverhalten der Lipiddoppelschicht verantwortlich sind.

Ebenfalls zeigten die verschiedenen Anionen unterschiedliche Effekte auf die Topologie von
GUVs diverser Membransysteme in der Fluoreszenzmikroskopie. Wéahrend die Anwesenheit
von Perchlorat fiir alle getesteten Vesikel nicht tolerierbar war und sie kollabierten, zeigte das
Sulfation auf geordnetere Lipidphasen nur einen minimalen Einfluss. Fluide Vesikel hingegen
aggregierten aufgrund des Sulfates. Die passive Diffusion dieser Salze durch die Membran ist
im Gegensatz zu der von Wassermolekiilen stark gehindert. Aufgrund des grof3en
Flichenausdehnungsmoduls (55-70 k87 nm™2), gekoppelt mit einer geringen Biegesteifigkeit
(10-20 k8T), biegen sich Lipiddoppelschichtschalen leicht, lassen jedoch nur eine begrenzte
Flichenausdehnung von ca. 5% zu.’7 %] Um Konzentrationsunterschiede zwischen dem
Inneren und AuBeren eines Vesikels zu iiberwinden, passen GUVs ihr Volumen an, weshalb
sich diese in hypertonischen Medien verformen. In dieser Studie entstanden osmotische Driicke
(m=c - R-T)von bis zu 10 bar, sodass die beobachteten Formveranderungen auf diesen Effekt
zurlickzufiihren sind. Das resultierende erhohte Verhéltnis zwischen Oberfliche und Volumen
bei dem Austritt von Wasser induziert verschiedene irreguldre Topologien, wie abgekapselte
kleinere Vesikel, welche druckstabiler sind als die groBeren GUVs. Dieser Prozess geht in
einem Mehrkomponentensystem mit einer Trennung der lateralen ld- und lo-Phase einher. Der
steigende osmotische Druck erhoht die Linienspannung zwischen den beiden Domédnen und

fithrt somit zu einer Anderung der GrdBen dieser Bereiche.[*%62)
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Zusammenfassend implizieren die Ergebnisse dieser Studie, dass die Struktur und das generelle
Phasenverhalten von Lipidmembranen empfindlich von dem jeweiligen auf dem Mars
gefundenen Salz und seiner Konzentration abhédngig sind. Dabei spielt das Anion eine grof3ere
Rolle als das Kation des Salzes. Hauptsachlich werden Vesikel aus langkettigen und gesittigten
Lipiden durch Magnesiumperchlorat ab 0,25 M stark in ihrer Doppelschichtstruktur beeinflusst.
Beide Salze beeintrachtigen zudem die laterale Organisation komplexer heterogener
Membransysteme. Vesikuldre Strukturen aus ungeséttigten Lipiden, welche in Bakterien
vorkommen, sind in Gegenwart dieser Ionen stabil, wodurch Organismen unter diesen
Bedingungen ihre Zellmembranen aufrechterhalten konnten. Dieses Projekt gibt auch Hinweise
iber die Anpassungen der Membranzusammensetzung von Lebewesen, welche auf der Erde in
extremen Bedingungen, wie in sulfatreichen Fluiden in der Erdkruste, iiberleben.!®*] Eine
weitere Herausforderung fiir Organismen, die moglicherweise diese hohen Salzkonzentrationen
und den vorherrschenden Druck tolerieren, ist die Erhaltung der Fluiditit ihrer komplexen
Membran bei den extrem tiefen Temperaturen auf dem Mars. Moglich wire dies durch einen
hohen Anteil an mehrfach ungesittigten Fettsdureketten, welche selbst bei Temperaturen unter

0 °C eine fluide Phase annehmen.
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Kapitel 4

Leben unter extremen Bedingungen in

Hinblick auf Biomembransysteme

Die folgenden Ergebnisse sind bereits in Chemical Reviews 123 (2022), 73-104 veroftfentlicht.
4.1 Einleitung

Extremophile Organismen auf der Erde konnten sich im Laufe der Evolution an
auBerordentliche chemische und physikalische Umweltbedingungen adaptieren.*2%! In diesem
Projekt wird ein besonderes Augenmerk auf die Einfliisse von osmotischen und hydrostatischen
Druck auf Membransysteme gelegt, um diese lebenswichtigen Organellen von Organismen,
welche diese Parameter iiberstehen, zu untersuchen. Dabei erzeugen beide Faktoren eine
Volumenidnderung, diese beruhen aber auf unterschiedlichen Prozessen und konnen

n.[64-661 Physikalisch gesehen beschreibt der

gegensitzliche Wirkungen auf Biomolekiile habe
hydrostatische Druck den Druck, der aufgrund des Gewichts eines Fluids in einer
Fliissigkeitssiule entsteht und dabei in alle Richtungen wirkt. Eine Anderung dieses Drucks
filhrt zu einer Volumendnderung, ohne gleichzeitig die interne Energie (wie bei einer
Temperaturdnderung) oder die Zusammensetzung des Ldsemittels (wie bei einer drastischen
Anderung des pH-Wertes) zu beeinflussen. Nach dem Prinzip von LE CHATELIER verringert ein
System sein Volumen bei Erhhung des hydrostatischen Drucks. Die Grundlage der Entstehung
von osmotischem Druck liegt in dem Konzentrationsunterschied eines Stoffes in zwei
Losungen, die durch eine semipermeable Membran voneinander getrennt sind. Die Diffusion
des Stoffes wird durch diese Membran verhindert und ergibt eine Anderung des chemischen
Potentials zwischen den beiden Loésungen. Zur Erreichung eines thermodynamischen
Gleichgewichts diffundiert entsprechend viel Wasser durch die Membran. Durch die Erhohung
des hydrostatischen Drucks und der damit verbundenen Volumenverringerung kommt es
oftmals zu einer Konformationsdnderung, welche hédufig einen héheren Hydratationsgrad der
funktionellen Gruppen des Molekiils zuldsst. Dagegen fiihrt die Zunahme des osmotischen
Drucks zu einer verringerten Interaktion dieser Gruppen mit den umgebenden

Wassermolekiilen, da die Osmolyte die Aktivitit des Wassers absenken. Wéihrend die
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Adaptionen von piezophilen Organismen an ihre Umgebung aufgrund der extremen
Kultivierungsbedingungen noch nicht vollstindig erforscht sind, wurden bereits fiir Bakterien
einige Mechanismen identifiziert, welche das Uberdauern unter osmotischen Stress
erlauben.[®-1 Dabei verwenden sie bestimmte organische Osmolyte, Metabolite oder Ionen,
die durch Anderung des osmotischen Drucks durch mechanosensitive Kanile in eine Zelle
aufgenommen oder in den extrazelluldren Raum geleitet werden kénnen.[®! Zellen ohne solche
Adaptionen schrumpfen und dehydrieren, wenn die Konzentration von gelosten Molekiilen
aullerhalb der Zelle erheblich grofer ist als innerhalb, da zum Ausgleich der chemischen
Potentiale das Wasser in der Zelle nach auBlen diffundiert. Umgekehrt platzen Zellen, die im
Verhiltnis zum extrazelluliren Raum eine besonders hohe intrazellulire Osmolyt- oder
Salzkonzentration aufweisen. Beide Ereignisse fiihren somit bei plétzlichen Anderungen des
osmotischen Drucks zum Zelltod, wenn keine Regulationsmechanismen im Organismus
vorhanden sind. Diese biophysikalische Studie beschiftigt sich im Wesentlichen mit der
Reaktion von Modellmembranen auf eine drastische Anderung des hydrostatischen und

osmotischen Drucks.

4.2 Materialien und Methoden
4.2.1 Materialien

Die fiir dieses Projekt verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 4.1

aufgefiihrt.

Tabelle 4.1: Bezugsquellen der Chemikalien fiir die Untersuchung Biomembranen unter von extremen Bedingungen.

Chemikalien Bezugsquelle

Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland)
Cholesterin Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
DOPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
HEPES Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
N-Rh-DHPE Molecular Probes (Invitrogen, USA)
POPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Sphingomyelin Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
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4.2.2 Probenpriparation

Die GUVs wurden mithilfe eines adaptierten Protokolls der PVA-Préparation von WEINBERGER
ET AL. hergestellt.’") Dabei wurden zuerst die gewiinschten Lipide in Chloroform geldst
(s. 3.2.2) und ein Gel aus Polyvinylalkohol auf einen Objekttrager aufgetragen. Dieser wurde
fiir 30 Minuten unter 60 °C getrocknet. 20 uL der Lipidlosung wurden auf dieses Gel gegeben
und im Vakuum getrocknet. Darauthin wurden 500 puL Puffer auf den Objekttrager gegeben,
sodass die Vesikel auf dem beschichteten Objekttriger 45 Minuten lang bei 70 °C aufschwellen

konnten.

4.2.3 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die mikroskopischen Aufnahmen von Vesikeln unter verschiedenen osmotischen Driicken
wurde dieselbe Apparatur wie in 3.2.7 beschrieben verwendet. Zusitzlich wurde eine mit
Diamantfenstern ausgestattete Hochdruckzelle fiir die Mikroskopie verwendet, welche von
MCCARTHY ET AL. inspiriert ist.[”!] Als Objektiv wurde ein CFI Lu Plan ELWD 50 x Air, NA
0,55 (Nikon, Tokio, Japan) gewéhlt.

4.3 Ergebnisse und Diskussion
4.3.1 Hydrostatischer Druck

Wie in Abschnitt 1.3 erldutert, unterliegen Lipidvesikel einem temperatur- und umgebungs-
druckabhéngigen Phasenverhalten. Wahrend eine hohere Temperatur die Bildung von fluideren
Phasen beglinstigt, induziert ein steigender hydrostatischer Druck die Entstehung von
geordneteren Phasen, da diese weniger Volumen einnehmen als die durch das Vorhandensein
von gauche-Konformere charakterisierten fluiden Phasen. Ein Verhiltnis von ca. 20 °C/kbar
wurde fiir den Gel/fluid-Ubergang von gesittigten Phospholipiden bestimmt, wihrend Lipide
mit cis-Doppelbindungen kleinere Steigungen des T(p)-Phaseniibergangs aufweisen.[*>71-75]
Die erhohte Unordnung im Bereich der Kohlenwasserstoffketten durch Knicke der cis-
Doppelbindungen wirkt gegen den ordnenden Einfluss des hydrostatischen Drucks, sodass

ungesittigte Lipide hdufig in Organismen zu finden sind, die in extremen Lebensrdumen unter

hohen Driicken leben.['”]

Biophysikalische Untersuchungen eines Mehrkomponentensystems aus einem ungesittigten
Lipid (POPC), einem Sphingolipid (Sphingomyelin) und dem Sterol Cholesterin zeigen einen

Phasenkoexistenzbereich bei Temperaturen von unter 40 °C bei 1 bar Umgebungsdruck aus
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einer cholesterinreichen lo-Phase und einer ungeordneten fluiden l4-Phase.’””! Das
Phasenverhalten dieser heterogenen Membransysteme &hnelt demjenigen von biologischen
Zellmembranen, welche die verschiedenen Domidnen fiir diverse Funktionen, wie
beispielsweise fiir die interzellulire Signaltransduktion, verwenden.?>?} Vorherige Studien
bewiesen, dass die Phasenkoexistenz aus li- und lo-Doménen selbst unter Driicken bis zu
wenigen 1000 bar stabil sind, sodass selbst unter diesen Bedingungen die physiologisch

wichtige Fluiditit der Membran gegeben ist.[*>7°76]

Mithilfe der Druckapplikation in der Fluoreszenzmikroskopie ist es mdoglich, die
Doménenbildung in Abhingigkeit des hydrostatischen Drucks zu visualisieren. Abbildung 4.1
zeigt ein giant unilamellar vesicle eines 3-Komponentensystems aus POPC:SM:Cholesterin

(1:1:1) unter verschiedenen Driicken bei 50 °C.

a)

Abbildung 4.1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines GUVs aus POPC:SM:Cholesterin (1:1:1) markiert mit
0,5 mol% N-Rh-DHPE a) unter verschiedenen hydrostatischen Driicken und b) auf einer Zeitskala bis zu 5 Minuten
unter 800 bar bei 50 °C. (Messung durchgefiihrt von M. MANISEGARAN)

Der verwendete Fluorophor N-Rh-DHPE wird aufgrund seines groB3en Volumens bevorzugt in
die la-Phase der Membran eingebaut, sodass die rote Fluoreszenzemission die ungeordneteren
Bereiche des Vesikels visualisiert. Die Erhohung des hydrostatischen Drucks auf {iber 800 bar
bei 50 °C erhoht die Ordnung der hydrophoben Ketten, sodass neben der liquid-disordered-

auch die liquid-ordered-Phase vorliegt, welche eine Interkalation des Farbstoffs nicht zulésst.
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Dieses Phasenverhalten wurde bereits mithilfe kalorimetrischer und spektroskopischer
Methoden an diesem System beobachtet.!”>) In Abbildung 4.1 b) ist das Wachstum der
Dominen in Abhidngigkeit der Zeit bei konstantem Druck gezeigt. Dieses resultiert aus der
ungiinstigen Linienspannung zwischen den beiden Doménen, deren Dicke sich um ca. 1 nm
voneinander unterscheidet. Die Zeitspanne fiir die Koaleszenz der einzelnen Phasen liegt hier
im Bereich weniger Minuten. In vorangegangenen Studien wurden wesentlich kiirzere
Zeitabstinde gemessen (<1 min), welche allerdings die temperaturinduzierte Koaleszenz
untersuchten.!”” Die Applikation von Druck verlangsamt diesen Prozess, da die druckinduzierte

verringerte Fluiditit zu einer langsameren Diffusion der Lipide fiihrt.

Die Grenzflichenspannung o zwischen zwei fliissigen Phasen in Abhéngigkeit vom
Umgebungsdruck p bei konstanter Temperatur 7 kann mithilfe der thermodynamischen

Gleichung von J. W. GIBBS bestimmt werden:!”8-8"]

oo o 4.1)
&), G,
Dabei beschreibt Jdas Volumen des Systems, wéihrend A4 die Grenzfldche zwischen den Phasen
beschreibt. Dies bedeutet, dass die druckabhingige Grenzflachenspannung mit dem effektiven
Volumen der Molekiile im Inneren und der Grenzfliche des Systems zusammenhingt. Die
rechte Seite der Gleichung driickt die durch die Grenzflichenspannung bedingte
Volumenédnderung dV pro Einheit der Grenzfldche aus. Im Hinblick auf Lipiddoppelschichten
wird ein positiver Wert fiir dV erwartet, da die Region zwischen lo- und ls-Doménen eine
geringe Packungsdichte aufweist. Innerhalb dieser Grenzregion sind VAN-DER-WAALS Krifte
und hydrophobe Wechselwirkungen geringer, da dort Packungsdefekte vorliegen, die eine

Koaleszenz der Doménen favorisieren.

4.3.2 Osmotischer Druck

Im Folgenden wird der Einfluss von verschiedenen Cosolventien und der damit erzeugte
osmotische Stress auf GUVs erforscht. Obwohl sich Wassermolekiile mit Geschwindigkeiten
von bis zu 102 cm® cm™ s! durch Lipiddoppelschichten bewegen kénnen, ist die Diffusion
andere Molekiile, wie beispielsweise Saccharose, stark eingeschriinkt.®!) Vesikel lassen sich
verhiltnismiBig leicht verbiegen (Biegesteifigkeit ~ 10" J), sind gegeniiber Volumen-
kompression stabil (~10° — 1071 Pa'!), tolerieren aber nur geringe Anderungen ihrer
Querschnittsflichen um wenige Prozent.’) Zum Ausgleich der chemischen Potentiale flieBt

Wasser aus einem Vesikel, wenn dieses einem groflen Konzentrationsgradienten an
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Cosolventien ausgesetzt wird. Durch den daraus resultierenden Verlust von intravesikuldrem
Wasser und dem verdnderten Verhiltnis von Oberfliche zu Volumen kommt es zu
Verformungen des amphiphilen Aggregats.[*¢!l Befindet sich ein Vesikel in einem
hypotonischem Medium wirkt der Konzentrationsgradient in die entgegengesetzte Richtung,
sodass Wasser ins Innere flieBt. Es entsteht eine laterale Membranspannung aufgrund des
steigenden Volumens des Vesikels. Wird diese Spannung zu grof3, kommt es zur lokalen
Porenbildung durch Platzen der Membran. Die Porenbildung zum Ausgleich des osmotischen
Drucks findet dabei in kurzen repetitiven Schritten (0,3 — 1 s) statt.573882831 Djeser Prozess ist
solange zu beobachten, bis die laterale Membranspannung durch Verringerung des
Konzentrationsgradienten bis zur Toleranzgrenze des Vesikels gesenkt wurde. Es wird zudem
beobachtet, dass diese Zyklen an eine Anderung der Membrankomposition gekoppelt sind,
sodass Phasenseparation ausgeldst werden kann. Ein optisch homogenes Mehrkomponenten-
system zeigt in einem hypotonischen Medium eine kurzfristige Phasenseparation wéhrend

solch einer Porenbildung.

Wie in 4.3.1 dient auch hier das Mehrkomponentensystem aus POPC, Sphingomyelin und
Cholesterin als Modellmembran. Aus diesem System wurden GUVs in einer 1 M Saccharose-
Losung hergestellt und in reines Wasser gegeben, um osmotischen Stress zu erzeugen.
Abbildung 4.2 stellt den Einfluss des Konzentrationsgradienten auf ein Vesikel in einem

hypotonischen Medium dar.

Os
E =]
20 pm

Abbildung 4.2: Zeitabhiingige fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines GUVs aus POPC:SM:Cholesterin (1:1:1)
markiert mit 0,5 mol% N-Rh-DHPE, welches in einer Saccharose-Losung (1 M) pripariert und dann in reines Wasser
gegeben wurde.

Das homogene Vesikel zeigt bereits nach wenigen Sekunden die ersten sog. swell-burst-Zyklen
zum Ausgleich des erzeugten osmotischen Drucks, begleitet von periodischen Oszillationen der
Membrankomposition. Es entstehen kurzzeitige Phasenkoexistenzgebiete, welche mithilfe des
Fluorophors N-Rh-DHPE, der ausschlieBlich die lds-Phase markiert, erkennbar werden. Die
Gesamtanzahl der erforderlichen Zyklen zum Ausgleich des Konzentrationsgradienten ist

proportional zur Konzentration des Zuckers. Die Dauer eines einzelnen kurzfristigen
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Phasenseparation ist von der GréB3e des Vesikels, der Konzentration des Osmolyten und der

Anzahl der bisherigen Zyklen abhingig.!>7-8283]

Anderungen der Membrankomposition oder der Art des Osmolyten fiihren ebenfalls zur
osmotisch induzierten kurzfristigen Phasenseparation. Dabei wurde als Osmolyt
Trimethylaminoxid (TMAO) in einer hohen Konzentration von 5 M (s. Abb. 4.3 b)) sowie das
Salz Magnesiumsulfat in einer Konzentration von 0,5 M (s. Abb. 4.3 a)) als auch ein

anionisches 5-Komponensystem als Modellmembran (s. Abb. 4.3 b)) verwendet.

a)

Abbildung 4.3: Zeitabhéngige fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von GUVs aus a) POPC:SM:Cholesterin (1:1:1)
oder b) DPPC:DPPG:DOPC:DOPG:Cholesterin (45:5:20:5:25) markiert mit 0,5 mol% N-Rh-DHPE, welche in einer
a) MgSO4- (0,5 M) oder b) TMAO-Lésung (5 M) pripariert und dann in reines Wasser gegeben wurden.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das hier behandelte Phanomen zur Osmoregulation
von Biomembranen in hypotonischem Medium relativ unabhidngig von deren Zusammen-
setzung und der Art des Osmolyten ist. Damit sind Vesikel selbststindig in der Lage,
osmotischen Stress in ihrer Umgebung mittels Phasenseparation und Porenbildung zu
regulieren. Diese Beobachtungen legen nahe, dass diese durch osmotischen Druck induzierte
Phasentrennung und lokale transiente Porenoffnung als eine Art Mechanosensor flir grof3e
Konzentrationsunterschiede an Osmolyten angesehen werden kann, sodass Zellen nicht nur
ausschlieBlich auf das Vorhandensein von lonenkandlen zur Anpassung an osmotische

Druckdifferenzen angewiesen sind.!>7-8283]

-37 -



Anders verhélt es sich bei einer Umkehr des osmotischen Drucks. Aufgrund der hoheren
Osmolytkonzentration auferhalb des Vesikels diffundiert Wasser liber die Membran zur
Regulation des Konzentrationsgradienten. Dadurch verringert sich das Volumen des Vesikels,
sodass eine Formverdnderung stattfindet. Die resultierende Form unterscheidet sich deutlich
von der vorherigen sphérischen Topologie und ist abhingig von der Geometrie und der Ladung

der Lipidmolekiile und damit der Membranzusammensetzung.[60:61:84]

Die geometrische Form eines Vesikels in einer hypertonischen Losung kann mithilfe einer
Erweiterung des von HELFRICH entwickelten Elastizitdtsmodells fiir heterogene Membranen
iiber ein area difference elasticity (ADE) Modell beschrieben werden, dessen Energie wie folgt

definiert ist:[60-34]

7K,

be 2 G 2 (42)
Expp=— & (C, +C, -2Cy)°dA4 + AA - AA
ADE 2 ( 1 2 O) 2AD2( O)

Jede Oberflidche kann mit zwei Kriimmungsradien (Ci und C2), welche sich aus dem lokalen
Hauptkrimmungsradius ergeben (Ci = 1/Ri), charakterisiert werden. Die mittlere
(H= C1+ (2)/2) und die GAUBsche-Krimmung (K = C1 - (2) sind ebenfalls iiber Ci definiert.
Co entspricht der spontanen bzw. bevorzugten Kriimmung der Membranoberfldche, die sich aus
der Asymmetrie von zwei nebeneinanderliegenden Monoschichten verschiedener
Lipidzusammensetzung ergibt. Im symmetrischen Fall ist Co = 0. Kb und Kc sind die mittlere
und lokale GAuUBsche Biegungssteifigkeiten, die zur Beschreibung von topologischen
Ubergiingen, wie Fusionen oder Vesikelabschniirungen, nétig sind. Die Variable D gibt die
Membrandicke an, wihrend A4 und AAo die Flichenunterschiede zwischen den gegeniiber-
liegenden dufleren und inneren Monoschichten innerhalb eines Vesikel aus einer
Lipiddoppelschicht im gestressten bzw. im Gleichgewichtszustand entsprechen. Die
resultierende geometrische Form eines Lipidvesikels wird durch Minimierung von Eapg fiir
vorgegebene Werte fiir die Fldchen, Volumina und Kriimmungen der verschiedenen
Geometrien erhalten. Diese Werte sind zudem abhingig von den Umgebungsparametern, wie
der Temperatur sowie dem hydrostatischen und dem osmotischen Druck.!®*34 Die Reaktion auf
osmotische Druckdifferenzen ist fiir eine komplexer aufgebaute Membran aus verschiedenen
Lipiden wesentlich schwieriger vorherzusagen, da weitere Variablen, wie die GIBBS-Energie
der lateralen Phasenseparation und die Energie der Linienspannung zwischen den Dominen
neben der Elastizitdt wichtige Rollen fiir die ausgebildete Geometrie spielen. Dabei konnen sich
einzelne Dominen aus einem Vesikel wolben, da die Linienspannung bei einer moglichst

kleinen Domédnengrenze am geringsten ist und diese den Term der Biegeenergie liberwiegt,
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weshalb eine erhohte Kriimmung in Kauf genommen werden kann. Die Tendenz zur
Koaleszenz dieser ausgebeulten Doménen nimmt aufgrund der Deformationen der sie
umgebenden restlichen Membran deutlich ab. Durch Untersuchung einer Mehrkomponenten-
membran aus Phospholipiden und Cholesterin bei steigendem osmotischem Druck konnte diese
Theorie bestitigt werden. Die Vesikel dieses Systems verkleinern sich bei irreversibler
Anderung ihrer Topologie, welche zur Bildung von mehreren kleineren Vesikeln fiihrt, die
teilweise mit dem urspriinglichen Vesikel verbunden sind, sich aber auch von diesem abspalten

konnen. Abbildung 4.4 zeigt dieses Verhalten eines solchen komplexen Lipidsystems unter dem

Einfluss einer zugegebenen hochkonzentrierten Saccharose-Losung.

Abbildung 4.4: Zeitabhéngige fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von GUVs aus POPC:SM:Cholesterin (1:1:1)
markiert mit 0,5 mol% N-Rh-DHPE, welche in Wasser pripariert und nachfolgend in eine Saccharose-Losung (1 M)
gegeben wurden.

Zellmembranen in vivo besitzen neben der Lipiddoppelschicht noch weitere Strukturen, wie das
membrangebundene Zytoskelett, und auch das makromolekulare ,,Crowding®, also die hohe

intrazelluldre Dichte an Makromolekiilen, die zum osmotischen Druck beitragen konnen.

4.4 Zusammenfassung

Diese Studie zeigt, dass Lipidmembranen auf Druckidnderungen hydrostatischer und
osmotischer Natur verschieden reagieren. Eine Erh6hung des hydrostatischen Drucks fiihrt zur
Stabilisierung des Zustands mit dem kleinstmdglichen Volumen, welcher durch Anderungen
der Konformation und Hydratisierung erreicht wird. Abgesehen von einer ausgeprigten
Kontraktion im Bereich der Kohlenwasserstoffketten, kommt es zu keiner deutlichen Anderung
der Doppelschicht in longitudinaler Richtung. Entsprechend hohe Driicke induzieren einen
Phaseniibergang von einer fluiden in eine Gelphase durch eine steigende Packungsdichte und

der resultierenden partiellen Dehydratisierung des Glycerin-Riickgrats.
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Vesikel aus doménenbildenden Lipidmischungen, welche in hypotonische Ldsungen
transferiert wurden, neigen zu ,swell-burst“-Zyklen, in welchen kurzzeitige Phasen-
separationen und Porenbildungen zum Ausgleich des Konzentrationsgradienten genutzt
werden. Es ist zu erwarten, dass diese Anderungen der Membranzusammensetzung die
Konformation und damit die Funktion membranassoziierte Proteine, wie lonenkanile,
beeinflusst und die Lipidmembran somit als Sensor fiir sich drastisch &ndernde
Umweltbedingungen fungieren kann. Ebenso konnten im Laufe der Evolution proteinlose
Protozellen diesen Mechanismus verwendet haben, um osmotischen Stress zu tiberleben. Die
Ausbildung kleinerer Vesikel, ausgelost durch hypertonische Losungen, konnten sich
Organismen als ersten Prozess zur Zellteilung zunutze gemacht haben. Ein zukiinftiges
Forschungsgebiet besteht darin, zu untersuchen, in wie weit Zellmembranen die Wahrnehmung

und Regulation von osmotischem Stress kompletter Zellsysteme beeinflussen.

- 40 -



Kapitel 5

Einfluss eines antimikrobiellen Peptids
auf bakterielle Membranen unter

Hochdruck

Die folgenden Ergebnisse sind bereits in Physical Chemistry Chemical Physics 25 (2023), 11185-11191 ver6ftentlicht.
5.1 Einleitung

Kationische antimikrobielle Peptide (cAMPs) sind eine Klasse aus kurzen Peptiden mit einem
hohen Anteil an hydrophoben und basischen Aminosduren in einem Verhéltnis von 1:1 oder
1:2.5083] Sje zeigen nicht nur eine antibakterielle Wirkung, sondern wirken auch gegen Viren,

(8] Diese Peptide konnen die ,.droplet*-Struktur von membranlosen

Pilze und Tumorzellen.
Organellen bestehend aus Proteinen und Nukleinsduren, welche als Modelle fiir intrazelluldre
Organisation verwendet werden, storen, sodass diese aggregieren und nicht mehr fiir zellulire
Prozesse zur Verfiigung stehen.!®") Ebenso verhindern sie die Ausbildung sogenannter Fibrillen
des Proteins a-Synuclein, das bei der Entstehung der neurodegenerativen Krankheit Alzheimer
eine wichtige Rolle spielt.”) Bisherige Studien zeigen, dass cAMPs Krankheitserreger
beeinflussen, indem sie deren schiitzende Lipidmatrix zerstoren oder durch diese diffundieren
und dann mit intrazelluliren Komponenten wechselwirken.[®®l Eine Selektivitit gegeniiber
bakteriellen Pathogenen wird durch deren Membrankomposition erreicht. In bakteriellen
Membranen befinden sich mehrere negativ geladene Kopfgruppen wie Phosphatidylglycerol
(PG) oder Cardiolipin. In der Zellmembran von Escherichia coli wurde beispielsweise ein PG-
Anteil von ftber 20 % gefunden, wihrend eukaryotische Zellmembranen in ihrem
extrazelluliren Teil der Doppelschicht keine Ladung aufweisen.”®! Da Bakterien auBerdem
keine spezifischen Rezeptoren gegeniiber diesen Peptiden besitzen, sind sie von groBem
Interesse bei der Erforschung neuer Antibiotika, Kosmetika und der Lebensmittel-
konservierung.[¥-?! Zurzeit wird in der Lebensmittelherstellung auf spezielle Chemikalien, wie
Nitrite oder Benzoate, zuriickgegriffen, die zwar pathogene Bakterien vernichten, aber auch die

Qualitét der Lebensmittel senken und teilweise schidlich fiir Menschen sein konnen, wenn sie
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nicht vor dem Verzehr griindlich genug entfernt werden.*"!

Zusitzlich haben einige
Bakterienstimme bereits Resistenzen gegeniiber diese weit verbreiteten Mittel aufgebaut.[**!
Kationische antimikrobielle Peptide sind somit geeignete Alternativen, da sie nicht nur

unschidlich fiir Menschen sind, sondern auch die Lebensmittelqualitiit nicht beeinflussen.[”]

Eine andere bekannte Methode zur Konservierung von Nahrungsmitteln ist die thermische
Behandlung (Pasteurisierung), welche allerdings einen Nahrstoffverlust oder die Bildung von
toxischen Stoffen zur Folge haben kann.’¥l Aufgrund dessen wurde in den 1990er Jahren in
Japan die Hochdruckbehandlung zur Lebensmittelkonservierung eingefiihrt. Dabei werden
Nahrungsmittel fiir mehrere Minuten bei 20 °C unter 3 bis 7 kbar inkubiert, sodass Zell-
organellen von Pathogenen, wie Membranen oder endogene Proteine, zerstort und somit
unschidlich gemacht werden.”*° Diese Art der Behandlung wurde bereits von der
europdischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) beurteilt, mit der Schlussfolgerung,
dass Krankheitserreger (im Besonderen Listeria monocytogenes) ohne grofle Auswirkungen auf

Geschmack, Erscheinungsbild und Néhrwertgehalt der Nahrung effektiv abgetotet werden.7!

Da eine vollstindige mikrobielle Inaktivierung in manchen Féllen mit einer Hochdruck-
Behandlung nicht erreicht werden kann, sind bestimmte Zusitze sinnvoll, die speziell gegen
druckresistente Keime wirken. Diese Idee ist Grundlage der hier vorgestellten Studie, in
welcher die Interaktion einer bakteriellen Modellmembran bestehend aus den Lipidkopf-
gruppen PE und PG (80:20) mit einem kationischen antimikrobiellen Peptid unter Hochdruck

untersucht wird.

Das hier verwendete Peptid (P)GKY20 besitzt eine Ladung von +5 bei einem physiologischen
pH-Wert von 7,4 (s. Abb. A2). Urspriinglich wurde dieses Peptid aus dem C-terminalen Ende
des Thrombin gewonnen, welches in Wirbeltieren fiir die Blutgerinnung zustindig ist.”®! Es
zeigt gegeniiber eukaryotischen Membranen eine geringe himolytische Aktivitit, wihrend es
gram-negative Bakterien abtdtet, indem es ihre Zellmembranen auflost.”1° Vorherige
Studien auf Membransystemen mit PC- und PG-Kopfgruppen zeigten unter Normal-
bedingungen, dass das Peptid mit Membranen spezielle Doménen bildet, die letztlich zur

Auflsung der Lipiddoppelschicht fiihren.[!%]
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5.2 Materialien und Methoden

5.2.1 Materialien

Die fiir dieses Projekt verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 5.1

aufgefiihrt.

Tabelle 5.1: Bezugsquellen der Chemikalien fiir die Untersuchung eines antimikrobiellen Peptids auf Biomembranen.

Chemikalien Bezugsquelle

Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland)
DOPE Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DOPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Laurdan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Natriumphosphat Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
N-Rh-DHPE Molecular Probes (Invitrogen, USA)
(P)GKY20 GenScript (Piscataway Township, USA)
POPE Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
POPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Tris Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

5.2.2 Probenpriparation

Die Priparation der Liposomen fiir die DSC-, FT-IR-, CD- und Fluoreszenzspektroskopie-
messungen wurde wie in 3.2.2 beschrieben durchgefiihrt. Bevor die multilamellaren Vesikel
fiir die CD- und Fluoreszenzspektroskopie verwendet wurden, wurden sie mithilfe einer
Extrusion durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengréf3e von 100 nm (Miniextruder,
Avanti Lipids, Alabaster, USA) auf eine einheitliche GroBe gefiltert, um groflere

Lichtstreueftfekte zu vermeiden.
Die GUVs fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden wie in 4.2.2 auf einem PV A-Gel hergestellt.

5.2.3 FOURIER-Transform Infrarot (FT-IR)-Spektroskopie

Ein Austausch der Wasserstoffatome gegen Deuteriumatome der Umgebung des Peptids wurde
mithilfe einer Dialyse und einer darauffolgenden Lyophilisation erreicht. Das Peptid und die
Loésung aus multilamellaren Vesikeln wurden in 20 mM Tris Puffer in D20 bei einem pH-Wert
von 7 geldst, um keine storende Wasserbande im Infrarot-Spektrum der Amid 1" Bande zu

erhalten. Die Peptidkonzentration wihrend der Messungen lag bei 2 Gewichtsprozent
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(7,6 mM). Die entsprechende Vesikelkonzentration betrug 190 mM, sodass ein molares Lipid
zu Peptid Verhiltnis von 50:1 erreicht wurde. Die Messung wurde an einem Nicolet 6700
Spektrometer (Thermo Fischer Scientific), ausgestattet mit einem durch fliissigen Stickstoff
gekiihlten MCT-Detektor (HgCdTe), durchgefiihrt. Jedes Spektrum wurde aus 128 Scans
gemittelt, welche zwischen 4000 und 650 cm™ bei 25 °C detektiert wurden. Mithilfe der
Software Omnic 7.2 (Thermo Fischer Scientific) wurden die Spektren nach der HAPP-GENZEL
Apodisation bearbeitet. Die Temperatur wurde iiber ein zirkulierendes Wasserbad mit
Thermostat konstant gehalten. Vor und wihrend der Messungen wurde die Probenkammer mit
CO»-freier, trockener Luft gespiilt, um ein moglichst gutes Signal-Rausch-Verhéltnis zu
erreichen. Eine membrangetriebene Diamantstempelzelle (Diacells VivoDac) mit Typ Ila
Diamanten wurde an einen automatisierten pneumatischen Druck Controller (Diacells iGM
Controller) angeschlossen, sodass Messungen bis 12 kbar durchgefiihrt werden konnten. Die
zusitzlichen Gerite fiir die Druckapplikation wurden von der Firma Almax easyLab bezogen.
Zur Druckkalibrierung wurde Bariumsulfat hinzugegeben. Dieses Pulver ist inert gegentiber
einer Vielzahl von biologischen Makromolekiilen, wie Proteinen oder Membranen, und zeigt
eine drucksensitive Infrarotbande der symmetrischen Streckschwingung des Sulfatanions bei
983,4 cm™ (1 bar). Die Frequenz dieser Bande steigt linear mit dem Umgebungsdruck bis
50 kbar, sodass diese Bande zur Kalibrierung des angewandten pneumatischen Drucks
verwendet werden kann.!'”!) Die Messung der druckabhiingigen Scans wurden nach einer 5-
miniitigen Aquilibrierung durchgefiihrt. Fiir die Datenanalyse wurde die Software Thermo
Grams 8.0 (Thermo Fischer Scientific) genutzt, in welcher fiir jedes Spektrum eine
Puffersubtraktion mit anschlieBender Glittung ausgefiihrt wurde. Um Anderungen der
Sekundérstruktur des Peptides zu erkennen, wurde die Fliche der Amid 1" Bande (1700 —
1600 cm™) der Spektren auf 1 normiert. Anzahl und Position der Subbanden wurden aus den
Minima der zweiten Ableitung und den Maxima der FOURIER-self-deconvolution (FSD)
bestimmt. Diese mathematische Operation fiihrt zu einem Spektrum mit reduzierten
Halbwertsbreiten der Subbanden, sodass die im urspriinglichen Spektrum zu beobachtende
Uberlappung korrigiert wird.'2 Die Amid 1" Bande des Peptids besitzt dabei 6
charakteristische Subbanden, die bestimmten Sekundirstrukturelementen zugeordnet werden
kénnen.'®! Die relativen Anteile der Sekundirstrukturen wurden durch die Integration der
Flachen unter den Hochpunkten der einzelnen Subbanden mittels einer linear kombinierten

GAUB-LORENTZ-Funktion bestimmt.
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5.2.4 Cirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Zur Messung des Circulardichroismus wurde ein Jasco J-715 Spektrometer der Firma Jasco
Corporation aus Tokio verwendet. Eine Quarz-Kiivette mit einer optischen Weglidnge von
0,1 cm wurde wihrend der Messungen mithilfe eines zirkulierenden Wasserbads auf 25 °C
temperiert. Das Peptid wurde in einer Konzentration von 50 uM vermessen und mit einer
2,5 millimolaren Vesikellosung versetzt, um ein Lipid zu Peptid Verhéltnis von 50:1 zu
gewihrleisten. Die Scanrate betrug 50 nm/min mit einer Bandweite von 5 nm und einer
Reaktionszeit von 2 s. Jedes Spektrum entstand aus jeweils 5 Akkumulationen, von welchem
entsprechend das Spektrum des reinen Puffers oder der Lipidlésung abgezogen wurde. Um
Interferenzen des Tris Puffers auszuschlieBen, wurde fiir diese Messungen 20 mM Natrium-

phosphat Puffer (20 mM) mit einem pH-Wert von 7,4 verwendet.

5.2.5 Wiirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)

Die DSC-Messungen wurden mit den identischen Gerdten wie in 3.2.3 beschrieben
durchgefiihrt. Da DOPE- und DOPG-Vesikel ihren Hauptphaseniibergang bei Temperaturen
unter 0 °C besitzen, wurden fiir diese Messungen die Lipide POPE und POPG benutzt. Die
Lipidldsung wurde mit einem Massenanteil von 5 % in Tris Puffer hergestellt. Das Peptid wurde

nach der Préparation der Liposomen in einem Lipid zu Peptid Verhiltnis von 50:1 dazugegeben.

5.2.7 Fluoreszenzspektroskopie

Fiir die Messungen der Fluoreszenzemission von Laurdan wurden die gleichen Gerite und
Rechnungen wie in 3.2.4 verwendet. Die Lipidkonzentration lag bei 3 mM und wurde mit
2,2 uM Laurdan versetzt. Die Messungen wurden 30 Minuten nach der Inkubation mit dem

Peptid gestartet.

5.2.8 Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der in 3.2.7 beschriebenen Apparatur konnten GUVs aus der Mischung DOPE und
DOPG unter Einfluss des Peptids visualisiert werden. Der verwendete Fluorophor N-
Rhodamin-DHPE lag in einem molaren Verhéltnis von 1:500 gegeniiber der 1 mg/mL
konzentrierten Lipidmischung vor. Das Peptid wurde aus einer 1 mM Stammldsung

dazugegeben. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde.
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5.3 Ergebnisse und Diskussion
5.3.1 Wirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)

Der Einfluss des Peptids (P)GKY20 auf die Stabilitit und die thermodynamischen
Eigenschaften einer bakterielle Modellmembran aus POPE:POPG (80:20) kann mithilfe von
DSC-Experimenten bestimmt werden. Abbildung 5.1 zeigt die DSC-Scans einer Losung aus
multilamellaren Vesikeln dieser Membran vor und nach der Zugabe des Peptids bei einem Lipid
zu Peptid Verhiltnis von 50:1 nach 90 Minuten und 24 Stunden Inkubationszeit. Fiir dieses
Experiment wurden die Lipide mit jeweils einer geséttigten Fettsdurekette verwendet, da ihre

Phaseniibergdnge im Gegensatz zu denen von DOPE und DOPG oberhalb von 0 °C liegen.

e POPE/PG 80:20
0,25+ s + GKY20 nach 90 min

e + GKY20 nach 24h
_ 0,201
o
% 0,154
[72]
[72]
=)
N 0,101
)
I
0,05
0,00 : . - . - .
15 20 25 30

T/°C

Abbildung 5.1: DSC-Thermogramme von POPE:POPG (80:20) Vesikeln in Abwesenheit (schwarz) und Gegenwart des
Peptids GKY20 in einem Verhiiltnis von 50:1 nach einer Inkubationszeit von 90 Minuten (rot) und 24 Stunden (blau).

Der Phasentibergang des reinen Lipidsystems von der Gelphase in die fluide Lo-Phase wird bei
einer Temperatur von 21,8 = 0,1 °C induziert und geht mit einer Enthalpiednderung von AHm =
20,5 £ 0,2 J/g in Ubereinstimmung mit bereits verdffentlichten Literaturdaten einher.['%1%% Die
Zugabe des Peptids fiihrt nach kurzer Inkubation zu zwei Peaks im Thermogram bei 21,9 + 0,1
und 24,2 + 0,1 °C, wihrend ein ldngerer Zeitraum wieder zur Bildung eines einzelnen Peaks
bei 24,2 + 0,1 °C fiihrt. Diese Daten verdeutlichen, dass das Peptid eine Umverteilung der
Lipide innerhalb der Doppelschicht induziert. Ein wahrscheinlicher Mechanismus ist die
elektrostatische Wechselwirkung des positiv geladenen Peptids mit den anionischen PG-
Kopfgruppen, welche zur Bildung von Lipiddominen fiihrt, die sich durch eine hdhere

Phaseniibergangstemperatur auszeichnen wie es bereits fiir dhnliche Lipidmischungen
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beobachtet wurde.!'®! Damit stabilisiert GK'Y20 die Gelphase der bakteriellen Modellmembran
durch Bindung an die Vesikeloberfliche. Da die Enthalpiednderungen der Phaseniibergédnge,
welche sich aus der integrierten Fliche der Hochpunkte ergeben, mit 21,2 + 0,5 J/g nach
90 Minuten bzw. 20,3 £ 0,2 J/g nach 24 Stunden nahezu konstant bleiben, kann davon
ausgegangen werden, dass das Peptid an der Oberfldche der Membran lokalisiert ist und keine

Penetration stattfindet.

5.3.2 FT-IR-Spektroskopie an Lipiden

Um diese These zu untermauern, wurden die symmetrische (2854 cm™ bei 1 bar) und
asymmetrische (2925 cm™ bei 1 bar) Streckschwingungen der CH2-Gruppen innerhalb der
hydrophoben Alkylkettenregion der Modellmembran unter dem Einfluss des Peptids und
erhohtem Umgebungsdruck untersucht. Die Positionen dieser Banden sind abhingig von der
Konformation der Kohlenwasserstoffketten, sodass Anderungen des trans- zu gauche-
Verhiltnisses mit dieser Methode detektiert werden konnen.'%! In Abbildung 5.2 ist die
Wellenzahl der jeweiligen CHa-Streckschwingung des reinen Lipidsystems DOPE:PG und
unter Zugabe des Peptids GKY20 in einem molaren Verhéltnis von 50:1 gegen den Druck

aufgetragen.
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2860 -
.yv.
_ v Vo"v'
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Abbildung 5.2: Druckabhiingige Wellenzahlen der Maxima der verschiedenen CH:-Streckschwingungen des
Lipidsystems DOPE:DOPG (80:20) in An- und Abwesenheit des Peptids GKY20 in einem molaren Verhiltnis von 50:1.

Wenn Lipidmembranen unter Druck einer rein elastischen Kompression unterliegen, erhoht
sich die Wellenzahl der Banden linear mit steigendem Druck.!'® Eine Anderung dieser

Steigung, wie hier zwischen 2 und 4 kbar, weist auf einen druckinduzierten Phaseniibergang
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von der fluiden (Lo) in eine Gelphase (Lp) hin. Dieser Ubergang in einem #hnlichen
Druckbereich wurde bereits fiir reine DOPE-Liposomen beobachtet.*?! Die Zugabe von
(P)GKY20 fiithrt zu geringeren Phaseniibergangsdriicken, sodass wie in 5.3.1 eine
Stabilisierung der Gelphase stattfindet. Ebenso unterstiitzen diese Ergebnisse die Hypothese,
dass das Peptid selbst unter hohen Driicken ausschlieSlich mit der Membranoberfldche
wechselwirkt, da eine mogliche Penetration der Membran einen deutlich Einfluss im Bereich
der Alkylketten bedingen wiirde, die anhand dieser Ergebnisse aber ausgeschlossen werden

kann.

Eine weitere charakteristische Lipidbande in der FT-IR-Spektroskopie ist die Carbonyl-
Streckschwingung (C=0), welche bei ungefihr 1735 cm! auftritt (s. Abb. 5.3 a),b)).
Lipidmolekiile besitzen an ihrer sn-1- und an ihrer sn-2-Fettsdure jeweils eine Carbonyl-
Gruppe, deren Wellenzahlen sich nur um wenige inverse Zentimeter voneinander
unterscheiden, sodass sie im Infrarot-Spektrum ein breites Maximum bilden. Die Position der
C=0-Bande verschiebt sich zu niedrigeren Wellenzahlen, wenn diese funktionelle Gruppe
Wasserstoftbriickenbindungen mit dem umgebenden Losemittel ausbildet, weshalb sie den

Hydratationsgrad der Membran angibt.[1%-10%]

Zur Quantifizierung des Verhéltnisses
gebundener und ungebundener Carbonylgruppen wurden die beiden Maxima mit einer
GAUSSIAN-Funktion angepasst und integriert. Die resultierenden Flichen unter den Peaks geben
die jeweilige Anzahl dieser Gruppen an. Dabei wurden die Maxima den Wellenzahlen
1724 cm™ fiir die gebundenen und 1738 cm’! fiir die ungebundenen Carbonyle zugeordnet. Die
gemessenen Carbonylbanden der reinen bakteriellen Modellmembran und unter dem Einfluss

von (P)GKY20 sowie die resultierenden Peakflichen in Abhingigkeit des Drucks sind in
Abbildung 5.3 aufgefiihrt.
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Abbildung 5.3: Druckabhiingiges FT-IR Spektrum der Carbonyl-Streckschwingung von Vesikeln aus a) DOPE:PG
(80:20) und b) unter dem Einfluss von (P)GKY20 bei einem Lipid zu Peptid Verhéltnis von 50:1 bei 25 °C sowie die
resultierenden Peakflichen der unhydratisierten und hydratisierten Gruppen c) der reinen Membran und d) nach
Zugabe des Peptids.

Bei niedrigen Umgebungsdriicken bis 3 kbar ist die Bande des unhydratisierten Carbonyls bei
1738 cm’! deutlich groBer als die des gebundenen, was auf eine hohe Packungsdichte der
Membran unter diesen Bedingungen hindeutet. Eine weitere Druckerhohung édndert dieses
Verhiltnis drastisch, sodass die Anzahl an gebundenen Carbonylen iiberwiegt. In diesem
Druckbereich wurden auch Anderungen innerhalb der CHa-Streckschwingungen detektiert
(s. Abb. 5.2). Dieses Ergebnis ist im Vergleich zu anderen Membransystemen sehr
ungewohnlich, da normalerweise eine Druckerh6hung die Bildung einer kompakten und
geordneten Lipidphase induziert, welche unter anderem von der Abnahme der Hydratation im
Bereich der C=O-Gruppen begleitet ist.!1% Theoretische Simulationen dieser Modellmembran
zeigten, dass bei niedrigem Umgebungsdruck die Doppelschicht in der fluiden Phase vorliegt,
in welcher Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Kopfgruppen beobachtet werden

konnen. Dabei konnen die negativ geladenen Phosphatgruppen der Phosphoglycerine
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Wasserstoffbriickenbindungen mit der positiv geladenen NH3*-Gruppe der Phospho-
ethanolamine ausbilden, sodass die Aufnahme von Wassermolekiilen in die Membran gehindert
wird.[1911% Tn der geordneten Gelphase, welche die Doppelschicht durch Druckerhéhung
einnimmt, sind die Kopfgruppen der Lipide senkrecht zur Membranoberfldche orientiert, um
eine hohere Packungsdichte erreichen zu konnen. Dadurch bricht die Wasserstoftbriicken-
bindung zwischen den Lipidkopfgruppen und Wassermolekiile konnen zu den Carbonyl-
gruppen gelangen, weshalb die Bandenintensitit bei 1724 cm™' zunimmt. Dieses

Membranverhalten ist schematisch in Abbildung 5.4 gezeigt.

Ho “f H20 HO H,0
+
HO HO HsN
DOPG *HaN DOPE
o \\\ g
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Abbildung 5.4: Schematische Abbildung der Lipidkopfgruppeninteraktion zwischen DOPG und DOPE in
Abhiingigkeit des Drucks. R steht fiir die Fettsiurekette der Olsiure.

Die Zugabe des Peptids verhindert eine druckinduzierte Orientierungsianderung der
Kopfgruppen, da im gesamten Druckbereich keine Verschiebung des Bandenverhéltnisses
erkennbar ist (s. Abb. 5.4 b), d)). Diese Ergebnisse bestdtigen die Interaktion des Peptids mit
der Membranoberfliche bis zu 10 kbar, da das Hydratationsniveau der Carbonylgruppen
konstant bleibt.

5.3.3 Fluoreszenzspektroskopie

Zur weiteren Analyse des Einflusses von (P)GKY20 auf die Kopfgruppenregion der Membran
wurden fluoreszenzspektroskopische Experimente mit dem Fluorophor Laurdan durchgefiihrt.
Als solvatochromer Farbstoff mit amphiphiler Struktur gibt eine druckabhéngige Verschiebung
seines Emissionsmaximums eine Anderung der lateralen Ordnung und Hydratation der
Membran an.!''!l In Abbildung 5.5 ist der GP-Wert (s. Gleichung 3.1) von Laurdan in
DOPE:DOPG (80:20) Liposomen bei konstanter Temperatur (20 °C) in Abhingigkeit des
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Drucks und unter Zugabe verschiedener Konzentrationen des Peptids GKY20 (0, 1, 2, 10 uM)
gezeigt.

0,45 -
1 &
0,40 - ¥ .
] a
0,35+ 3 &
A

0,30- ; f v

-

z:i:M*-

0,10

DOPE:PG 80:20
+1 uM (P)GKY20
+2 uM (P)GKY20
+10 pM (P)GKY20

4 > 0o 1

0,05 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

p / bar

Abbildung 5.5: Druckabhiingiger GP-Wert von Laurdan in DOPE:DOPG (80:20) Liposomen unter Zugabe
verschiedener Konzentrationen (P)GKY20 bei 20 °C.

Die reine Lipiddoppelschicht weist einen geringen GP-Wert von 0,1 bei 1 bar Umgebungsdruck
auf, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die Membran in der fluiden Lo-Phase
vorliegt. Eine Steigerung des Drucks bis zu 2 kbar erhoht diesen Wert in einem linearen
Verhiltnis, sodass die laterale Ordnung der Membran unter Druck ebenfalls erh6ht wird, um
ein kleineres Volumen einnehmen zu kdnnen. Diese Adaption wurde bereits mehrfach fiir

t[42.647LI] Unabhingig von dessen Konzentration,

verschiedene Membransysteme beobachte
fithrt eine Zugabe von (P)GKY20 zu einer signifikanten Steigerung des Ordnungsparameters
bei einem Umgebungsdruck von 1 bar. Zusétzlich steigt der GP-Wert weiterhin mit erhohtem
Druck. Somit besitzt das Peptid selbst bei geringen Konzentrationsverhéltnissen von 3000:1 die
Féhigkeit zur Versteifung und Dehydratisierung der Membran in einem Druckbereich bis

mindestens 2 kbar.

Nach Analyse der Carbonylgruppen- und Kopfgruppenhydratation kann davon ausgegangen
werden, dass (P)GKY20 bevorzugt mit der Membranoberfliche und somit den
Lipidkopfgruppen wechselwirkt. Detailliertere Informationen iiber diesen Bindungsprozess
konnten molecular dynamics (MD)-Simulationen liefern. Die in diesem Projekt verwendeten
Systeme wurden zum Stand der Verdffentlichung dieser Arbeit noch nicht mithilfe solcher

computergestiitzten Methoden untersucht. Ahnliche Molekiile wie (P)GKY25 und das Modell
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Lipid A zeigten in Simulationen Interaktionen zwischen der Phosphatgruppe des Lipids mit der
Aminosiuresequenz KYGFY, welche auch in (P)GKY20 vorhanden ist.”®! Eine #hnliche
Studie kam zu dem Ergebnis, dass die Seitenketten K2, T7, H8, R11, K13 und K14 des
(P)GKY25 an der Kopfgruppe des Modelllipids binden. Die aromatischen Aminoséuren Y3,
F5, Y6 und F10 konnten in die Grenzfldche der Lipiddoppelschicht zwischen Kopfgruppe und
Kohlenwasserstoffketten interkalieren.[!'?) Da in der hier verwendeten Membran ebenfalls
Phospholipide verwendet werden, kann von einer dhnlichen Interaktion ausgegangen werden,

sodass (P)GKY20 in der Néhe dieser Region der Doppelschicht aufzufinden ist.

5.3.4 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Untersuchung moglicher Topologiednderungen von GUVs durch die Zugabe des
(P)GKY20 und zusétzlicher Druckerhéhung wurden Vesikel der bakteriellen Modellmembran
mithilfe des Farbstoffes N-Rhodamin-DHPE angeférbt und unter einem Fluoreszenzmikroskop

betrachtet.

1000 bar

10 ym

Abbildung 5.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von GUVs bestehend aus DOPE:DOPG (80:20) markiert mit /V-
Rhodamin-DHPE unter 1 bar (links, Mitte) und 1 kbar (rechts) sowie unter dem Einfluss von (P)GKY20 (Mitte, rechts)
in einem Lipid zu Peptid Verhiiltnis von 50:1.

Weder die Zugabe des Peptids noch die Druckapplikation haben einen Einfluss auf die
Vesikeltopologie. Die zu beobachtenden Doménen entstehen vermutlich aufgrund der
bevorzugten Wechselwirkung zwischen dem verwendeten Lipidanker am Fluorophor und den
PE-Lipiden in der Membran. Eine Porenbildung oder dhnliche membranstérende Effekte
konnten nicht beobachtet werden. Das Peptid kann somit nicht die Vesikel penetrieren, da

dieser Prozess das Aussehen der Vesikel entsprechend verdndern wiirde.

5.3.5 Konformationsanalyse des Peptids mittels CD- und FT-IR-Spektroskopie

cAMPs liegen wihrend der Bindung an eine Membran héufig in einer helikalen Struktur vor,
welche auch ihre biologische Aktivitit sicherstellt.’”) In Kombination mit einem #hnlichen

Membransystem wurde diese Sekundirstruktur fiir (P)GKY20 bereits beobachtet.['%] Wie in

-52 -



der vorherigen Studie von OLIVA ET AL wurden auch hier Spektren von zirkular polarisiertem

Licht des Peptids in An- und Abwesenheit von Vesikeln gemessen.

2000

4\

-2000 -

-4000 -

6.,/ °cm*dmol”

-6000 -

— (P)GKY20
8000 + DOPE:PG 80:20

'10000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Wellenlange / nm

Abbildung 5.7: CD-Spektrum des Peptids GKY20 in Puffer (schwarz) und in Anwesenheit von DOPE:DOPG Vesikeln
bei einem Lipid zu Peptid Verhiltnis von 50:1 (rot).

Das Spektrum fiir das Peptid in Puffer zeigt ein Minimum bei 200 nm, welches charakteristisch
fiir eine ungeordnete random coil Struktur ist. Die Zugabe der anionischen Vesikel fiihrt zur
Bildung eines CD-Couplets bei 210 und 225 nm. Diese Aufspaltung tritt in o-helikalen
Peptidstrukturen auf, was bedeutet, dass GKY?20 seine Sekundérstruktur bei Anwesenheit der

Vesikel wie andere cAMPs von einem Zufallskniuel zu einer a-Helix veriandert.

Mittels FT-IR-Spektroskopie konnen die Sekundérstrukturanteile des Peptids unter Zugabe der
Vesikel druckabhingig betrachtet werden. Dazu wurden die Subbanden der Amid I” Bande des
Peptids analysiert (s.5.2.3). In der nachfolgenden Abbildung sind die druckabhédngigen
Spektren dieser Bande in Puffer und unter Einfluss der Vesikel sowie die entsprechende

Analyse zur Sekundérstrukturbestimmung dargestellt.
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Abbildung 5.8: FT-IR-Analyse der Amid 1" Bande des Peptids GKY20 bei Abwesenheit (a) und ¢)) und Anwesenheit
(b) und d)) von DOPE:DOPG (80:20) Vesikeln bei einem Lipid zu Peptid Verhiltnis von 50:1. a) und b) zeigen die
Druckabhéngigkeit der Amid I Bande (1600 - 1700 cm™"), wihrend in ¢) und d) die relativen Strukturanteile gegen den Druck
aufgetragen sind. Dabei wurden folgende Peakpositionen gewihlt: B-Schleifen 1672 cm™, a-Helices 1654 cm™!, random coils
1644 cm™!, B-Faltblitter 1631 und 1672 cm™! und Seitenketten 1616 cm™'.11%3) (Analyse durchgefiihrt von M. JAWOREK)

Die Strukturanalyse zeigt, dass in dem Peptid GYK20 in Puffer bei 1 bar Umgebungsdruck
hauptsédchlich f-Schleifen und ungeordnete random coil Strukturen vorliegen, wie bereits in der
Analyse des CD-Spektrums gefunden. Die Druckapplikation fiihrt zu einer Verdnderung der
relativen Strukturanteile. Die Anteile der B-Schleifen und random coils sinken, wahrend der
prozentuale Anteil an a-Helices bei 10 kbar mehr als verdoppelt wird. Dies lésst sich {iber das
geringere partielle Volumen der o-Helices gegeniiber einer ungefalteten Peptidstruktur
erkliren, sodass diese Sekundirstruktur bei erhdhtem Druck am giinstigsten ist.[''*~115] In
Anwesenheit der Vesikel ist der Anteil an Helices besonders hdufig und relativ druckstabil.
Eine druckinduzierte Bildung von a-Helices zeigt ebenfalls das membrangebundene Peptid
Gramicidin, allerdings nur in der Anwesenheit von Lipiddoppelschichten.!!é Diese

Sekundarstruktur der cAMPs ist essentiell fiir ihre Aktivitit, weshalb die Induzierung von a-
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Helices mittels Druckerhohung vor der Zugabe von Membranen ihre antimikrobielle Wirkung
deutlich effizienter gestalten konnte. In der Literatur lassen sich einige Beispiele zur Stiitzung
dieser These finden. Beispielsweise weisen das Protein Lysozym und das Peptid Nisin auf
E.coli mittels Hochdruck eine erhohte biologische Aktivitit in vivo auf.''”l Lactoferrin und
dessen Derivate hemmen ebenfalls gram-positive Bakterien in fleischhaltigen Lebensmitteln

unter Erhdhung des Drucks.[!!8]

5.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend demonstriert dieses Projekt, dass das cAMP (P)GKY20 mit bakteriellen
Modellmembranen aus PE- und PG-haltigen Lipiden hauptsidchlich mit der hydrophilen
Membranoberfliche interagiert. Dabei geht es hochstwahrscheinlich mit den negativ geladenen
Molekiilgruppen der Lipide elektrostatische Wechselwirkungen ein. Dadurch wird eine
kompaktere Membran erhalten, da das Peptid die intermolekularen Repulsionen zwischen den
Kopfgruppen abschirmt. Dabei nimmt es eine helikale Konformation an, welche dem Peptid
einen amphiphilen Charakter ermdglicht, um weitere Wechselwirkungen mit den in der
Membran befindlichen Lipiden eingehen zu kdnnen. Eine weitere Moglichkeit, diese biologisch
aktive Struktur bereits in Bulk-Losung zu induzieren, ist die Anwendung von hohen
Umgebungsdriicken, welche bereits in der Lebensmittelverarbeitungstechnologie verwendet
wird. Dariiber hinaus hat dieser physikalische Parameter keinen negativen Einfluss auf die
Interaktion zwischen dem Peptid und der Membran. Somit eroffnet die Kombination aus der
Zugabe von antimikrobiellen Peptiden und der Anwendung von Hochdruck neue

Maéglichkeiten in der Nahrungsmittelkonservierung.®!
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Kapitel 6

Wirkung von Inducin auf lysosomale

Modellmembranen

6.1 Einleitung

Das Lysosom ist ein wichtiges Zellorganell, dessen Aufgabe darin besteht, Biopolymere
innerhalb der Zelle zu zersetzen. Lysosomen sind aus Lipiden aufgebaute Vesikel mit einem
intravesikuldren sauren pH-Wert, welcher die Aktivitdt der hydrolysierenden Enzyme im
Innern des Lysosoms erhoht. Diese Vesikel verschmelzen wéhrend des Prozesses der
Autophagie mit einem sogenannten Autophagosom zu einem Autolysosom, in welchem

letztlich Proteine, Nukleinsiuren und Lipide verdaut werden.!'') (s. Abb. 6.1)

- Autophagosom Autolysosom
i

i
(E

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Autophagie. Nach Bildung des Autophagosoms, welches die zu zersetzenden
Biomolekiile einkapselt, fusioniert es mit dem Lysosom zu einem Autolysosom. In dessen Innerem werden die Polymere durch
hydrolysierende Enzyme in ihre Bestandteile geschnitten.

"
Wil

Lysosom

Dieser zellinterne Mechanismus reguliert nicht nur den Abbau alter und defekter
Zellbestandteile, sondern spielt auch im Immunsystem von Eukaryoten eine wichtige Rolle.
Dabei werden in die Zellen eingedrungenen Viren, Bakterien und deren Proteine mittels
Autophagie unschidlich gemacht.['?%12!] Mittlerweile wurden verschiedene Substanzen
gefunden, die einzelne Schritte dieses Prozesses beeinflussen kdnnen. Beispielsweise induziert
das biogene Polyamin Spermidin die Autophagie in tierischen und menschlichen Zellen, welche

durch diese Behandlung eine lidngere Lebensspanne aufwiesen.['””! Die Entstehung
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neurodegenerativer Krankheiten wird ebenfalls durch die Autophagie verhindert.['?}] Allerdings
werden auch Substanzen gesucht, die diesen zelluldren Prozess inhibieren kdnnen, da mehrere
Tumorerkrankungen auf diesen Mechanismus zuriickgreifen, um sich vor metabolischem Stress
zu schiitzen."”*! Das Medikament Chloroquin verhindert die Bildung des Autolysosoms, indem
es in Lysosomen diffundieren kann und dort den pH-Wert erhoht, sodass die Aktivitdt der im
Lysosom befindlichen Enzyme massiv verringert wird. Dabei nutzt es nach der Diffusion in das
Lysosom das Membranprotein NPC1, welches normalerweise Cholesterin aus der lysosomalen
Membran exportiert, um wieder in das pH-neutrale Cytosol zu gelangen und deprotoniert zu
werden. Innerhalb des Lysosoms kann es auch an negativ geladene Lipidkopfgruppen binden,
die als Erkennungsmerkmal fiir das Enzym Lipase Verwendung finden. Dadurch konnen
Membranen nicht mehr von dem Enzym abgebaut werden.[!””! Die Erforschung solcher
lysosomotropischer Substanzen, die sowohl aus basischen als auch lipophilen Bestandteilen

aufgebaut sind, ist somit in der Medizin von groBer Relevanz.[124-126]

Die Membran eines Lysosoms enthdlt eine Vielzahl an unterschiedlichen Lipiden. Den
Hauptbestandteil stellen Phosphatidylcholine (PC) und Cholesterin mit einem jeweiligen Anteil
von 30 %.127! Zusitzlich befinden sich Sphingolipide, Phosphatidylethanolamine (PE) und die
negativ geladenen Phosphatidylinositole (PI) und Bis(monoacylglycero)phosphate (BMP) in
geringeren Verhédltnissen in dieser Membran. Dabei sind BMP-Lipide ausschlieBlich in
lysosomalen Membranen lokalisiert und dienen der Rekrutierung von Hydrolasen, welche

[128] Eine weitere Fihigkeit dieser Vesikel ist

innerhalb des Lysosoms Biomolekiile verdauen.
die Fusion mit Membranen anderer Zellorganellen, wie den Mitochondrien oder dem
endoplasmatischen Retikulum. Dabei findet ein Transport von Cholesterin zwischen den

Organellen statt.[°]

In diesem Projekt wurden verschiedene Substanzen (s. Abb. 6.2), deren molekulare Struktur
von dem Naturstoff Sinomenin abgeleitet wurde, auf ihr Verhalten als lysosomotropische
Medikamente an Modellmembransystemen getestet. Dabei wurde der Naturstoff, der in der
traditionellen chinesischen Naturheilkunde als Mittel gegen Rheuma und Arthritis Verwendung
findet, mit verschiedenen Indol-Fragmenten kombiniert.!?’! Sinomenin weist strukturelle
Ahnlichkeiten mit bekannten Opiaten wie Morphin auf, mit dem Unterschied, dass die
Stereozentren des Naturstoffs im Vergleich zum Opiat entgegensetzt konfiguriert sind. Dies
fiihrt zu unterschiedlichen biologischen Aktivititen. Nach dem Prinzip der Synthese von
pseudo-naturellen Produkten sind Kombinationen aus Naturstofffragmenten zur Herstellung

von bioaktiven Verbindungsklassen erfolgsversprechend.[!39-133]
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Als  Modellmembransysteme wurden Vesikel aus POPC:POPG (85:15) und
POPC:Cholesterin:SM:POPE:POPI:BMP (30:30:15:11:7:7) bei pH-Werten von 5 und 7,4
hergestellt und mit den zu untersuchenden Stoffen inkubiert. Im Besonderen wurden die
Membranfluiditét, die laterale Ordnung der Lipide und die Diffusivitit durch die Membranen

untersucht.

N
Sinomenin %
N
H
N
) F
Siramensin
Indol

2a 2b (Inducin)

Abbildung 6.2: Strukturformeln der Naturstoffe Sinomenin und Indol sowie die verschiedenen getesteten
Verbindungen. Die strukturellen Unterschiede der vier dhnlichen Substanzen sind in blau markiert. (synthetisiert und zur
Verfiigung gestellt von AG ZIEGLER, MPI Dortmund)

Die Substanz 1a stellt das Grundgeriist der untersuchten Verbindungen dar. Es besitzt ein
basisches Stickstoffatom, aber keine hydrophoben Methylgruppen an der Indolgruppe im
Gegensatz zu den drei anderen Stoffen. 1b weist als einzige Substanz kein basisches
Stickstoffatom auf, da es Teil einer Amidbindung ist. Die Verbindung 2b, welche auch Inducin
genannt wird, unterschiedet sich von 2a durch die Abwesenheit von Trifluoressigsdure, die
durch eine weitere Aufreinigung entfernt werden konnte. Zusitzlich wurde das Medikament
Siramesin als Kontrolle verwendet, da dieser Stoff Lysosomen inaktiviert, indem es als
lysosomotropische Verbindung den pH-Wert innerhalb der lysosomalen Membran erh6ht. Ob

es dabei die lysosomale Membran permeabilisiert, ist noch nicht ausreichend erforscht.[34-13]
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6.2 Materialien und Methoden
6.2.1 Materialien

Die fiir dieses Projekt verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 6.1

aufgefiihrt.

Tabelle 6.1: Bezugsquellen der Chemikalien fiir die Untersuchung von Inducin auf Biomembranen.

Chemikalien Bezugsquelle

Atto-647 ATTO-TEC (Siegen, Deutschland)
BMP (18:1 S,S) Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland)
Cholesterin Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPH Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
DPPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
HEPES Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Laurdan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
N-Rh-DHPE Molecular Probes (Invitrogen, USA)
POPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
POPE Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
POPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
POPI Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
Sphingomyelin Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

6.2.2 Probenpriparation

Die Préparation der LUVs fiir die Fluoreszenzspektroskopiemessungen wurde wie in 5.2.2

beschrieben durchgefiihrt.

Die GUVs fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden wie in 3.2.2 mithilfe der Elektroformation
hergestellt. Die Lipide wurden vor Beginn der Priparation in 10 mM HEPES Puffer mit einem
pH von 5 oder 7,4, welcher 10 uM Atto647 enthielt, hydratisiert. Fiir beide Membransysteme
wurde eine Frequenz von 500 Hz genutzt. Die angelegte Spannung wurde in folgenden

Schritten erhoht: 1,4 V fiir 5 Minuten, 2,5 V fiir 20 Minuten und 3,5 V fiir 90 Minuten. Die
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Substanzen wurden nach einem Pufferaustausch mit 10 mM HEPES ohne Fluorophor aus

0,1 mM Stammldsungen iiber ein Schlauchsystem in die Kammer gegeben.

6.2.3 Fluoreszenzspektroskopie

Fiir die Messungen der Fluoreszenzemission von Laurdan und der Fluoreszenzanisotropie von
DPH wurden die gleichen Gerdte und Rechnungen wie in 3.2.4 verwendet. Die
Lipidkonzentration lag bei 100 uM, wihrend die Fluorophorkonzentration 1 pM betrug. Die
Messungen wurden 30 Minuten nach der Inkubation mit den jeweiligen Verbindungen

gestartet.

6.2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der in 3.2.7 beschriebenen Apparatur konnten GUV's der Membransysteme visualisiert
werden. Der verwendete Fluorophor N-Rhodamin-DHPE lag in einem molaren Verhiltnis von
1:500 gegeniiber der 1 mg/mL konzentrierten Lipidmischung vor. Zudem wurden zwei Laser
mit Anregungswellenléingen von 561 und 642 nm (L4Cc-CSB-130, Oxxius Simply Light,

Lannion, Frankreich) genutzt.

6.3 Ergebnisse und Diskussion
6.3.1 Fluoreszenzspektroskopie

Aufgrund des komplexen Aufbaus der lysosomalen Membran wurde zuerst eine simple
Modellmembran aus POPC und POPG (85:15) verwendet, die wie ein Lysosom aus 15 %
negativ geladenen Lipiden besteht. Die in diese Vesikel eingebauten Fluorophore Laurdan und
DPH liefern wichtige Informationen tiber die Fluiditdt und die laterale Ordnung der Membran
sowie iiber die Packungsdichte im Bereich der Kohlenwasserstoffketten. Dabei beschreibt der
GP-Wert, der mithilfe der Emissionmaximumsverschiebung des Laurdans berechnet werden
kann (s. Gleichung 3.1), die laterale Ordnung der Membran im Grenzfldchenbereich zwischen
Kopfgruppe und Acylketten, wihrend die Anisotropie des DPHs (s. Gleichung 3.2)
Riickschliisse auf die Ordnung innerhalb der Kohlenwasserstoffketten zulésst. Diese Parameter
der POPC:POPG Membran in Abhingigkeit der Substanzkonzentration bei 25 °C und pH-
Werten von 5 und 7,4 sind in Abbildung 6.3 aufgetragen.
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Abbildung 6.3: GP-Werte von Laurdan in unilamellaren Vesikeln aus POPC:POPG in Abhingigkeit der
Substanzkonzentration bei a) pH S und b) pH 7,4 sowie Anisotropiewerte von DPH in diesen Vesikeln in Abhiingigkeit
der Substanzkonzentration bei ¢) pH 5 und d) pH 7,4 bei 25 °C.

Der GP-Wert der Modellmembran liegt bei 25 °C und beiden pH-Werten um -0, 1, was bedeutet,
dass die Lipiddoppelschicht in der fluiden Lo-Phase vorliegt. Die cis-Doppelbindungen
innerhalb der Kohlenwasserstoftketten verhindern eine hohe Packungsdichte, sodass diese
Lipide eine niedrige Phaseniibergangstemperatur von ca. -2 °C aufweisen.!'*”) Die Zugabe der
verschiedenen Verbindungen zeigen bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 keinen
signifikanten Effekt auf den Packungsparameter. Bei einem sauren pH-Wert, der im Inneren
eines Lysosoms vorliegt, erhoht einzig eine hohe Konzentration der Kontrollsubstanz Siramesin
die laterale Ordnung der Membran. Eventuell kommt es zum Einbau dieses Stoffes in die
Membran, wodurch das starre Ringsystem dhnlich wie Cholesterin die Doppelschicht rigider
werden lédsst. Eine stabile Interkalation der anderen Verbindung im Bereich der Kopfgruppen
kann aufgrund der unverdnderten GP-Werte ausgeschlossen werden. Die Werte der DPH-

Anisotropie fiir das Membransystem liegen um 0,1, welche den fluiden Charakter der Vesikel
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widerspiegelt. Selbst in Gegenwart hoher Konzentrationen der verschiedenen Verbindungen
dndert sich dieser Parameter bei einem pH-Wert von 5 nur geringfiigig. In pH-neutraler Losung
erhohen hohe Anteile an Siramesin die Anisotropie, weshalb ein Einbau dieses Stoffes in den

hydrophoben Teil der Membran moglich wire.

Analog zu dem vorheriger Modellmembran wurden diese Fluoreszenzspektroskopiemessungen
an einem komplexeren 6-Komponentensystem bestehend aus POPC:Cholesterin:SM
:POPE:POPI:BMP (30:30:15:11:7:7), welches an den Aufbau einer lysosomalen Membran
angelehnt ist!'?7] durchgefiihrt. In nachfolgender Abbildung sind die GP-Werte dieser Vesikel
in Abhéngigkeit der Substanzkonzentration der verschiedenen Verbindungen bei einem pH-

Wert von 5 und 7,4 dargestellt.

a) b)
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Abbildung 6.4: GP-Werte von Laurdan in unilamellaren Vesikeln aus POPC:Cholesterin:SM:POPE:POPI:BMP in
Abhiingigkeit der Substanzkonzentration bei a) pH 5 und b) pH 7,4 bei 25 °C.

Die komplexe Modellmembran weist bei beiden pH-Werten einen relativ hohen GP-Wert von
ca. 0,42 auf, welcher die hohe Packungsdichte einer Gelphase widerspiegelt, die grof3tenteils
auf den hohen Cholesteringehalt zuriickzufiihren ist.[!8-20.76:196.138] Dje Jaterale Ordnung dieser
Membran sinkt linear mit steigender Temperatur bis zu einem Wert von 0,1 bei 60 °C
(s. Abb. A3). Die Zugabe der verschiedenen Verbindungen verursachte keine signifikante
Verdnderung des GP-Wertes, sodass die Packung der Lipiddoppelschicht auf Ebene der oberen
Kettenregion nicht wesentlich beeinflusst wird. Bei dem sauren pH-Wert lassen sich nur eine
geringfiigige Erhohung durch 2b und Erniedrigung durch Siramesin erkennen, welche bei
hohen Konzentrationen dieser Substanzen auftreten. Zur Analyse des hydrophoben Anteils der

Modellmembran wurden entsprechende DPH-Anisotropiemessungen ausgefiihrt:
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Abbildung 6.5: Anisotropiewerte von DPH in unilamellaren Vesikeln aus POPC:Cholesterin:SM:POPE:POPI:BMP in
Abhingigkeit der Substanzkonzentration bei a) pH 5 und b) pH 7,4 bei 25 °C.

Das 6-Komponentensystem zeigt in Abwesenheit der zu testenden Stoffe bei beiden pH-Werten
eine Anisotropie von ca. 0,26, welche ebenfalls auf eine dichte Packung der Kohlenwasserstoft-
ketten schliefen ldsst. Aufgrund des hohen Cholesteringehalts liegt die Membran in der /iguid-
ordered Phase vor.[*°! Die Existenz mdglicher Dominen im Submikrometer-Bereich kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden und ist bei der hohen Komplexitit des Systems
wahrscheinlich der Fall. Bei einem physiologischem pH-Wert von 7,4 beeinflussen die
Verbindungen die Fluoreszenzanisotropie des DPHs nicht wesentlich, sodass kein dauerhafter
Einbau dieser Substanzen in den hydrophoben Kern der Membran vorzuliegen scheint. Im
sauren Milieu erwies sich die Messung der Anisotropie als deutlich fehlerbehafteter, weshalb
die geringen Veranderungen der Werte meistens innerhalb der Fehlertoleranzen nicht von den

Anisotropiewerten des reinen Systems abweichen.

6.3.2 Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der Visualisierung von GUVs unter einem Fluoreszenzmikroskop kénnen topologische
Verdnderungen sowie die Stabilitdt gegeniiber transversaler Diffusion bestimmt werden. Die
Lipiddoppelschichten wurden mit dem Fluorophor N-Rhodamin-DHPE markiert, wihrend
gleichzeitig der wasserlosliche Farbstoff Atto-647 in den wissrigen Kern der Vesikel
eingeschlossen wurde und somit als Sonde fiir eine mdgliche Permeabilitidt der Membran dient

(leakage test). Abbildung 6.6 zeigt ausgewdhlte Fluoreszenzmikroskopiebilder der Vesikel aus
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POPE:POPG bei pH 7,4 in Gegenwart der Verbindungen in einem molaren Verhéltnis von
Lipid zu Substanz von 10:1.

a)

Abbildung 6.6: Fluoreszenzmikroskopiebilder von POPC:POPG (85:15) Vesikeln bei pH 7,4 vor (a) und nach Zugabe
der Substanzen 2a (b) und 2b (c) nach bestimmten Zeitpunkten bei 25 °C.

Die Vesikel dieser Modellmembran in einem GroBenbereich von 5 — 10 um sind iiber mehrere
Stunden sowohl topologisch als auch gegeniiber der Diffusion des Farbstoffes aus dem
Vesikelinneren stabil. Nach Zugabe von 6 uM Inducin (2b) tritt innerhalb von 30 Minuten ein
deutlicher Verlust der Fluoreszenzintensitit des Fluorophors, welcher sich innerhalb des
Vesikel befindet, auf (s. Abb. 6.6 b)). Nach 45 Minuten wird ein vollstdndiger Verlust des
eingekapselten Fluorophors beobachtet. Trotz dieses Diffusionsprozesses kann keine
Verianderung der Morphologie des Vesikels erkannt werden. Ein dhnliches Ergebnis wird durch

Zugabe der Verbindung 2a erreicht, die mit Inducin strukturell sehr nahe verwandt ist. Die
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anderen Substanzen, sowie das Medikament Siramesin, wurden ebenfalls zu den

fluoreszenzmarkierten Vesikeln gegeben.

a)

Abbildung 6.7: Fluoreszenzmikroskopiebilder von POPC:POPG (85:15) Vesikeln bei pH 7,4 vor und nach Zugabe der
Substanzen (a) 1a (b) 1b und (c) Siramesin nach bestimmten Zeitpunkten bei 25 °C.

Die Verbindungen 1a und 1b verursachen selbst nach langen Inkubationszeiten von 2 Stunden
keine Topologiednderungen oder ein Auslaufen der GUVs. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
zusitzlichen Methylgruppen am Benzolring und am Stickstoffatom essentiell fiir die
Vesikelpermeabilisierung sind. Diese Substitutionen erhéhen die Hydrophobizitit der
Molekiile, sodass eine Diffusion der Verbindungen durch die Lipiddoppelschicht ermdglicht
wird. Wiéhrenddessen konnen Wassermolekiile das Innere des Vesikels iiber kurzfristig
gebildete Poren verlassen, die durch diese Substanzen innerhalb der Membran entstehen. In der
Erforschung neuer lysosom-inhibierenden Medikamenten sind diese Eigenschaften von grof3er

Bedeutung, da der intralysosomale pH-Wert nicht mehr konstant gehalten werden kann, wenn
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solche Stoffe die Diffusion von kleinen Molekiilen durch diese Organellen zulassen. Als
Konsequenz sinkt die Aktivitit der vom Lysosom eingekapselten Enzyme drastisch, sodass der
intrazellulére Abbau von Zellorganellen gehindert wird.['241261 Die Kontrollsubstanz Siramesin
zeigte ebenfalls dieses Verhalten, allerdings wies sie eine geringere Effektivitit auf, da ein
vollstdndiger Verlust der Fluorophorintensitit erst nach einer zweistlindigen Inkubationszeit

auftrat. Vorherige Studien demonstrierten diesen Einfluss auf Lysosomen ebenfalls in lebenden

Zellen 13471361

Das gleiche Experiment wurde auch bei einem pH-Wert von 5 durchgefiihrt (s. Abb. A4).
Aufgrund des Fluoreszenzverlusts des eingekapselten Atto Fluorophors unter sauren
Bedingungen konnten nur mogliche Verdnderungen der Membranmorphologie untersucht
werden. Ahnlich wie bei pH 7,4 verursachte keine der getesteten Verbindungen topologischen

Anderungen der Vesikel.

Schlieflich wurden auch GUVs des komplexen 6-Komponentensystems mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops visualisiert. Bei der Untersuchung dieser Vesikel fiel eine hohe
Diffusion durch die Membran auf, weshalb der von der Lipiddoppelschicht umschlossene

Fluorophor innerhalb von wenigen Minuten nicht mehr in den Vesikel detektierbar war:

|
20 pm

Abbildung 6.8: Fluoreszenzmikroskopiebilder von Vesikeln aus POPC:Cholesterin:SM:POPE:POPI:BMP bei pH 7,4
nach bestimmten Zeitpunkten bei 25 °C.

Hochstwahrscheinlich fiihrt die Existenz von kleinen Heterogenitédten in der Membranstruktur,
deren Grofle in der Fluoreszenzmikroskopie nicht aufgelost werden kann, zur Bildung von
weniger dicht gepackten Doménen, durch welche kleine Molekiile leicht diffundieren konnen.
Diese permeablen Bereiche in der Lipiddoppelschicht entstehen aufgrund der suboptimalen
Mischbarkeit der unterschiedlichen Klassen von Lipidmolekiilen. In lebenden Zellen wird
ebenfalls die Existenz solcher Mikrodomdnen angenommen, bei denen es zu dhnlichen

Permeabilititsstorungen kommen kann, die jedoch mithilfe von Protonenpumpen und
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Transportern ausgeglichen werden konnen, sodass im Inneren der Lysosomen ein saurer pH-

Wert stabilisiert wird.!!40:141]

6.4 Zusammenfassung

Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf vernachldssigbare Auswirkungen der untersuchten
Verbindungen auf die physikalischen Eigenschaften lysosomaler Modellmembranen hin. Trotz
der gegeniiber transversaler Membrandiffusion instabilen Struktur des 6-Komponentensystems
konnte kein stabiler Einbau der Substanzen in die Lipiddoppelschicht beobachtet werden.
Dieses Verhalten ist angesichts der sperrigen und hydrophoben Struktur des Grundgertists zu
erwarten, welche die Interkalation in den Bereich der Kohlenwasserstoffketten erschwert.
Stattdessen wird die Diffusion dieser Stoffe durch die Membran angenommen, wobei zuerst
das schwach basische Stickstoffatom mit den anionischen Lipidkopfgruppen wechselwirkt.
Darauffolgend bewegt sich das ansonsten hydrophobe Molekiil durch die Acylgruppen, bis es
auf der gegeniiberliegenden Seite der Doppelschicht in den intravesikuldren Raum eintreten
kann. Abgesehen von diesen lysosomotropischen Eigenschaften konnten auch Aggregate des
Inducins Lysosomen und Zellen schidigen. Eine erhdhte Zellsterblichkeit durch beschéadigte
Lysosomen konnte bereits bei Anwesenheit von Fibrillen und anderen supramolekulare
Aggregaten beobachtet werden.['4?144] Da es sich bei dieser naturstoffihnlichen Verbindung
um ein relativ hydrophobes Molekiil handelt, ist eine Aggregation in polaren Losungsmitteln

bei hohen Konzentrationen aufgrund des hydrophoben Effekts thermodynamisch bevorzugt.

Zellbiologische Untersuchungen die derzeit durchgefiihrt werden, werden es erlauben, den
Einfluss des Inducins auf zelluldre Prozesse in vivo zu verstehen. Beispielsweise kann der
Lipidierungszustand des LC3 Proteins analysiert werden, welches als Marker fiir den Prozess

der Autophagie in lebenden Zellen gilt.[14”]
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Kapitel 7

Einfluss von lipidierten Imidazolen auf

Lipidmodellmembranen

7.1 Einleitung

Ionische Fliissigkeiten, die aus alkylierten Imidazoliumsalzen bestehen, konnen fiir eine
Vielzahl verschiedener Anwendungen verwendet werden. So wurden bestimmte Strukturen
synthetisiert, die als Elektrokatalysatoren oder als Elektrolyte in Solarzellen fungieren.[!46:147]
Dartiiber hinaus dhnelt ihre Struktur derjenigen von Phospholipiden, die den Hauptbestandteil
von Zellmembranen darstellen. Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit kénnen diese Salze
als Lipidmimetika zur Manipulation lipidabhéngiger biologischer Prozesse eingesetzt

werden.[148-150

I Aktuelle Studien zeigten ebenso potentielle Verwendung als antimikrobielle
und antimykotische Arzneimittel.['>!"153] Langkettige Derivate mit sperrigen Kopfgruppen
wiesen eine hohe Aktivitit gegeniiber Krebszellen auf, wihrend gesunde Zellen weitestgehend

unbeeintrichtigt werden.['>¥

In Phospholipidmembranen integrierte Imidazoliumsalze
verdndern deren Fluiditdt und die Morphologie der Vesikel, sodass sie in drug delivery
Systemen eingesetzt werden konnen.!'3! Ein dikationisches Derivat wurde entwickelt, welches
bereits erfolgreich als Gentransfermittel in vitro benutzt wurde.!'>® Sogar kiinstliche
Archaeosomen, deren Grundgeriist auf Imidazoliumbasis beruht, konnten synthetisiert und
charakterisiert werden. Diese Salze fiihren zu einer erhohten Temperatur- und Druckstabilitit

1571 Da  verdnderte

von Lipidmembranen, sofern sie in diese eingebaut werden.
Substitutionsmuster unterschiedliche biologische Wirkungen hervorrufen, wurden diverse
Synthesewege eingeschlagen, um spezifische imidazolium-basierte Verbindungen zu
entwickeln, die sich aufgrund ihrer Alkylkettenlinge und Kopfgruppenstruktur in Lipophilie,

Hydrophilie und GroBe unterscheiden[!32:153:158-160]

In diesem Projekt wird der Einfluss neuer, kiinstlicher Lipide auf Imidazolbasis mit
methylierten und positiv geladenen Derivaten auf den Einbau in Phospholipidmembranen unter
Verwendung verschiedener biophysikalischer Techniken untersucht. Imidazoliumsalze mit

mittleren Kettenlénge als Lipidmimetika sind in den letzten Jahren ausgiebig charakterisiert
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worden, wéahrend Derivate ungeladener N-heterocyclischer Carbene (NHC) aufgrund ihrer
geringen Hydrophilie deutlich weniger Interesse auf sich zogen. Dabei wurde bereits von der
erfolgreichen Interkalation einer solchen Verbindung in Phospholipiddoppelschichten
berichtet. Die Struktur und biophysikalischen Eigenschaften der Membran werden dabei nicht
wesentlich beeinflusst, weshalb sie beispielsweise als drug delivery System Anwendung finden
konnten.['®) Zusitzlich werden in dieser Studie Cholesterinanaloga analysiert, um die Bildung
von /ipid rafts durch diese artifiziellen Molekiile zu simulieren. In Biomembranen spielen diese
Dominen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion und verschiedenen Membran-

n.223] Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen dieser Prozesse

transportprozesse
sind oft nicht vollstdndig verstanden, sodass fluoreszenzmarkierte Cholesterinderivate dabei
helfen konnen, biologische Mechanismen in lebenden Zellen zu verfolgen. Wihrend das
methylierte Imidazoliumsalz-Analogon kiirzlich erforscht wurde, wird in diesem Projekt der
Einfluss des Einbaus eines ungeladenen Derivats in Phospholipidmembranen im Vergleich zu
natiirlichem Cholesterin untersucht.['¥®152] Zyletzt wurde ein carboxyliertes Imidazoliumsalz in
Modellmembranen interkaliert, um seine Kompatibilitdt als zwitterionisches Phospholipid-

Analogon zu studieren. Die Strukturen der untersuchten NHCs sowie der natiirlichen Lipide

DPPC und Cholesterin sind in Abbildung 7.1 dargestellt.
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Abbildung 7.1: Strukturformeln von a) DPPC und h) Cholesterin sowie der auf Imidazol basierenden kiinstlichen
Lipide b) C15Carboxy, c¢)C15, d)C15M, e)C15SM-NBD, {)C17, ¢g)C17M, i) Imidazolcholesterin und
j) Imidazolcholesterinmethyl-NBD. (synthetisiert und zur Verfiigung gestellt von AG GLORIUS, WWU Miinster)
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7.2 Materialien und Methoden
7.2.1 Materialien

Die fiir dieses Projekt verwendeten Chemikalien und deren Bezugsquellen sind in Tabelle 7.1

aufgefiihrt.

Tabelle 7.1: Bezugsquellen der Chemikalien fiir die Untersuchung von lipidierten Imidazolen auf Biomembranen.

Chemikalien Bezugsquelle

Chloroform Merck (Darmstadt, Deutschland)
DMPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPH Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
DPPC Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
DPPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
HEPES Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Laurdan Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
MgClz Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
NBD-DHPE Molecular Probes (Invitrogen, USA)
N-Rh-DHPE Molecular Probes (Invitrogen, USA)
POPE Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)
POPG Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA)

7.2.2 Probenpriiparation

Die Préiparation der MLVs fiir die DSC-, AFM- und Fluoreszenzspektroskopiemessungen
wurde wie in 5.2.2 beschrieben durchgefiihrt. Zum Einbau der verschiedenen artifiziellen
Lipide wurden diese vor der Préparation in Chloroform geldst und in entsprechenden Mengen

der Lipidlosung hinzugefiigt.

Die GUVs fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden wie in 3.2.2 mithilfe der Elektroformation
oder wie in 4.2.2 auf einem PVA-Gel hergestellt. Fiir alle Membransysteme wurde bei der
Elektroformation eine Frequenz von 500 Hz genutzt. Die angelegte Spannung wurde in
folgenden Schritten erhoht: 1,4 V fiir 5 Minuten, 2,5V fiir 20 Minuten und 3,5V fiir
90 Minuten.

7.2.3 Wirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)

Die DSC-Messungen wurden wie in 3.2.3 beschrieben durchgefiihrt.
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7.2.4 Fluoreszenzspektroskopie

Fiir die Messungen der Fluoreszenzemission von Laurdan und der Fluoreszenzanisotropie von
DPH wurden die gleichen Gerdte und Rechnungen wie in 3.2.4 verwendet. Die
Lipidkonzentration lag bei einem Gewichtsprozent mit einer Fluorophorkonzentration von

100 puM.

7.2.5 Fluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der in 3.2.7 beschriebenen Apparatur konnten GUV's der Membransysteme visualisiert
werden. Die verwendeten Fluorophore N-Rhodamin-DHPE und NBD-DHPE lagen in einem
molaren Verhéltnis von 1:500 gegeniiber der 1 mg/mL konzentrierten Lipidmischung vor.
Zudem wurden zwei Laser mit Anregungswellenléngen von 488 und 561 nm (L4Cc-CSB-130,

Oxxius Simply Light, Lannion, Frankreich) genutzt.

7.2.6 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Multilamellare Vesikel wurden mithilfe einer Extrusion durch eine Polycarbonatmembran mit
einer PorengroBBe von 100 nm (Miniextruder, Avanti Lipids, Alabaster, USA) auf eine
einheitliche Grof3e gefiltert, um grofe unilamellare Vesikel (LUVs) zu erhalten. Diese wurden
auf eine Konzentration von 1,94 mg/mL in 10 mM HEPES-Puffer mit einer MgCl2
Konzentration von 5 mM und einem pH-Wert von 7,4 verdiinnt und auf eine ebene Mica Platte
gegeben. Nach einer zweistiindigen Inkubation bei 60 °C wurde die entstandene
Lipiddoppelschicht mit Puffer gewaschen und in eine MTFML Fliissigzelle der Firma Veeco
aus Mannheim eingebaut. Ein MultiMode Mikroskop, gesteuert liber ein NanoScope Illa
Controller und einem J-Scanner (Digital Instruments, Santa Barbara, USA), erzeugte die
Aufnahmen der Doppelschichtoberfliche. Die verwendeten Cantilever mit einer nominellen

Kraftkonstante von 0,35 N/m scannten die Probe mit einer Frequenz von 1 Hz.
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7.3 Ergebnisse und Diskussion
7.3.1 Wirmestromdifferenzkalorimetrie (DSC)

Um Einblicke in die thermodynamischen Parameter der Phaseniiberginge von
Modellmembranen in An- und Abwesenheit der eingefiigten Imidazole und Imidazoliumsalze
zu gewinnen, wurden DSC-Messungen durchgefiihrt. Fiir einen moglichst passenden Einbau
der kiinstlichen Lipide in die Phospholipiddoppelschichten wurden entsprechend &@hnliche

Kettenldngen verwendet. In Abbildung 7.2 sind die resultierenden Thermogramme gezeigt.

a) b)
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Abbildung 7.2: DSC-Thermogramme von Vesikeln aus a) DPPC, b) DMPC und ¢) DPPC + 10 Molprozent Cholesterin
in An- und Abwesenheit von 10 Molprozent der eingebauten Imidazolderivate.

Das Verschwinden des Voriibergangs aller Modellmembranen ist nach Einbau von
10 Molprozent eines Lipids auf Imidazolbasis erkennbar. Dieses Phasenverhalten ist auch dann
zu beobachten, wenn sich Cholesterin in einer Membran befindet, da die effiziente Packung
benachbarter Lipide verringert wird, die fiir die Bildung der Ps-Phase erforderlich ist
(s. Abb. 7.2 ¢)). Die Hauptiibergangstemperatur von DPPC wird um 2 °C gesenkt, wenn der
Membran 10 Molprozent der C17-Derivaten zugesetzt werden, da deren sperrige Doppel-

bindungen das bendtigte Volumen des hydrophoben Teils der Lipiddoppelschicht erhdhen und
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somit die VAN-DER-WAALS-Kréfte zwischen den Ketten verringern, sodass die bendtigte

Energie in Form von Temperatur fiir den Ubergang von der Gel- in die Fliissigphase sinkt.

Abbildung 7.2 b) zeigt einen gegenteiligen Effekt in den Thermogrammen von DMPC mit
interkalierten Cl15-Derivaten. Beide kiinstliche Lipide fithren zu einer Erhéhung der
Phasentiibergangstemperatur. Frithere Studien haben herausgefunden, dass die Einlagerung des
Imidazoliumsalzes C15M DPPC-Doppelschichten versteift und daher auch die Schmelz-
temperatur erhoht.[14%:158:160-1621 Der Einbau dieser Variante fiihrte zu breiten Maxima zwischen
25 und 35 °C, welche fiir Phasenkoexistenzen in diesen Temperaturbereichen sprechen.
AuBerdem durchlaufen Vesikel, die nur aus diesem kiinstlichen Lipid bestehen, in diesem
Temperaturbereich einen Phaseniibergang, sodass diese Peaks durch Uberginge von

149.158,162] Eg Jiegt nahe, dass die polarere

Lipiddoménen auf Imidazolbasis herriihren kénnten.!
Kopfgruppe des Imidazoliumsalzes mit der negativ geladenen Phosphatgruppe des DMPCs
interagierte, sodass die Doppelschicht noch stirker versteift wird als durch die Interkalation mit

dem ungeladenen Molekiil.

Der Einbau des auf Imidazol basierenden Cholesterins zeigte in der DSC-Messung eine
dhnliche Wirkung wie natiirliches Cholesterin auf DPPC. Beide Verbindungen fiihren zu einem
breiteren Phaseniibergang im Thermogramm durch die Bildung eines Phasenkoexistenz-
bereiches. Das positiv geladene Cholesterinderivat wies in jlingsten Studien &hnliche
Ergebnisse auf, sodass von keinen ladungsinduzierten Auswirkungen auf die kalorimetrischen

Parameter ausgegangen werden kann.!163]

7.3.2 Fluoreszenzspektroskopie

Umfangreiche fluoreszenzspektroskopische Messungen erlauben die Bestimmung des
Lipidordnungsparameters der Phospholipidmodellmembranen unter dem Einfluss der
Imidazole und Imidazoliumsalze. Dabei wurden die gleichen Systeme wie fiir die DSC-
Messungen untersucht. Der GP-Wert des Fluoreszenzfarbstoffs Laurdan (s. Gleichung 3.1)
beschreibt die laterale Ordnung der Membran im Grenzflichenbereich zwischen Kopfgruppe
und Kohlenwasserstoffketten, wéahrend die Anisotropie des DPHs (s. Gleichung 3.2) die
Fluiditdt im Membraninneren angibt. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 7.3

prasentiert.
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Abbildung 7.3: GP-Werte von Vesikeln aus a) DPPC, b) DMPC und e) DPPC + 10 Molprozent Cholesterin und
Anisotropiewerte von Vesikeln aus ¢) DPPC, d) DMPC und f) DPPC + 10 Molprozent Cholesterin in der Ab- und
Anwesenheit von 10 Molprozent der eingebauten Imidazolderivate in Abhéngigkeit der Temperatur.

Das methylierte C17 Imidazoliumsalz reduziert den GP-Wert sowie die Anisotropie der DPPC-
Modellmembran im gesamten Temperaturbereich, wohingegen die ungeladene Variante nur zu
einer signifikanten Senkung der Lipidordnungsparameter bei 37 °C fiihrt. Dies weist auf eine
Erniedrigung der Hauptphaseniibergangstemperatur hin. Da die Alkylketten der C17-Derivate
ungesittigt sind, bendtigen diese Molekiile mehr Volumen, was die Packungseffizienz der
Lipidketten innerhalb der Doppelschicht verringert. Auch die Mdoglichkeit elektrostatischer
Wechselwirkungen mit den benachbarten DPPC-Phosphaten kann aufgrund der durch die
Doppelbindungen induzierten Knicke im Alkylkettenbereich begrenzt sein. Die drastische
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Abnahme der Lipidordnung kann durch die abstoBende Interaktion zwischen den positiv
geladenen Stickstoffatomen des Imidazols und der Aminkopfgruppe der Phospholipide erklért

werden.

Das carboxylierte Derivat hat keinen signifikanten Einfluss auf die Lipidpackung der DPPC-
Membran, sodass ein storungsfreier Einbau in die Lipiddoppelschicht gewihrleistet ist.
Wabhrscheinlich entstehen giinstige Wechselwirkungen mit der Kopfgruppe des Phospholipids,

da beide Molekiile negativ und positiv geladene funktionelle Gruppen enthalten.

Die kiinstlichen Lipide mit der kiirzeren Alkylkette (C15) erhéhen sowohl den GP-Wert des
Laurdans als auch die Anisotropie von DPH in der DMPC-Membran. Diese Ergebnisse

stimmen mit den in Abb. 7.2 gezeigten DSC-Daten {iberein.

Der Einbau eines imidazolbasierten Cholesterins fiihrt zu einer hoheren Fluiditdt in der la-Phase
bei hohen Temperaturen, wiahrend bei niedrigen Temperaturen weiterhin eine rigidere lo-Phase
ausgebildet wird. MD-Simulationen sagen diese Auswirkungen auch fiir ein methyliertes
Imidazolcholesterin voraus und zeigen keinen unterschiedlichen Einfluss auf die

Ordnungsparameter durch die beiden Kopfgruppen.!!#!

7.3.3 Fluoreszenz- & Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Der Effekt der kiinstlichen Lipide auf die Topologie von GUVs bestehend aus einem bereits
charakterisiertem Modellbiomembransystem (DPPC:DOPC:Cholesterin 2:1:1 aus *?!) wurde
mithilfe konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Der verwendete Farbstoff N-
Rhodamin-DHPE verteilt sich aufgrund seiner sperrigen Kopfgruppe vorzugsweise in der lq-
Phase, sodass die fluiden Doménen innerhalb der Membran markiert werden. Abbildung 7.4 a)
demonstriert die lo-la-Phasenseparation der Modellmembran bei Raumtemperatur durch

ausschlieBliche Markierung der fluiden Phase, welche in Ubereinstimmung mit Literaturdaten

steht.[42-157]
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Abbildung 7.4: Fluoreszenzmikroskopiebilder des 3-Komponentensystems bestehend aus a) DPPC:DOPC:Cholesterin,
b) DPPC:DOPC:Imidazolcholesterin und c) DPPC:DOPC:Imidazolcholesterinmethyl-NBD (2:1:1) markiert mit
0,1 mol% N-Rh-DHPE (rot) bei 25 °C.

Beim Austausch des natiirlichen Cholesterins gegen das neutral geladene Imidazolderivat ist
die Phasentrennung weiterhin sichtbar. Lediglich die Gréenverteilung der Doménen erwies
sich als weniger homogen. Das gleiche Phinomen kann bei dem Einbau des methylierten
Cholesterinderivats beobachtet werden, welches mit dem griinen Farbstoff NBD markiert ist
(s. Abb. 7.4 b)). In den phasenseparierten Vesikeln wachsen Domédnen mit der Zeit aufgrund
der ungiinstigen Linienspannung an kleinen Doménengrenzflachen. Dieser Prozess spielt sich
normalerweise in einem Zeitraum von wenigen Minuten ab und kann bei Membranen, welche
in der l¢-Phase vorliegen und durch eine Erhdhung des hydrostatischen Drucks oder durch
Reduzieren der Temperatur lo-la-Phasenkoexistenzgebiete ausbilden, zeitabhéngig analysiert
werden (s. Abschnitt 4.3). Da die Bilder der Vesikel in Abbildung 7.4 eine Stunde nach der
Praparation aufgenommen wurden, ist eine mogliche Erkldrung des langsamen
Domaénenwachstums, dass das imidazolbasierte Cholesterin nicht so schnell durch die
Lipiddoppelschicht diffundieren kann wie das natiirliche Molekiil. Die Linienspannung
zwischen der l4- und lo-Phase sollte fiir beide Cholesterinvarianten dhnlich sein, da der gleiche
Hoéhenunterschied (~1,6 nm) zwischen den Doménen mithilfe eines Rasterkraftmikroskops
bestimmt wurde (s. Abb. 7.5). Ebenso zeigt die Lipiddoppelschicht auf der mica-Platte nach

Einbau des Imidazolcholesterins eine stirker disperse, phasenseparierte laterale Organisation.
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Abbildung 7.5: AFM-Aufnahme eines 3-Komponentensystems bestehend aus a) DPPC:DOPC:Cholesterin und
b) DPPC:DOPC:Imidazolcholesterin (2:1:1) inklusive der passenden Hohenanalyse der Membran.

Durch Ersetzen der Phospholipidgehalte von DPPC oder DOPC mit den Imidazollipiden C17,
C17M oder C15 wurden nur kleine elliptische Vesikel in geringer Ausbeute gebildet
(s. Abb. AS). Aullerdem zeigten diese Vesikel keine Phasenkoexistenz. Es scheint, dass der
Einbau groBerer Anteile der kiinstlichen Lipide die Packungsdichte und das Biegemodul grofer
unilamellarer ~ Vesikel deutlich verdndert. Auch der Einsatz unterschiedlicher
Préaparationsmethoden fiihrte nicht zur Bildung von Vesikeln, die ausschlieBlich aus Imidazol-
Lipiden bestanden. Hingegen wurden aus verschiedenen Imidazoliumsalzen bereits Vesikel
gebildet und visualisiert.'*1 Da ihre Kopfgruppe eine hohere Polaritit aufweist als ihr
Gegenstiick in einer Verbindung auf Imidazolbasis, verhalten sich diese ionischen Fliissigkeiten

in wissriger Losung dhnlich wie natiirliche Lipide.

Das NBD-markierte Derivat von methyliertem C15 konnte auch erfolgreich in das 3-
Komponentenlipidsystem integriert werden (s. Abb. 7.6 a)). Interessanterweise konnte
beobachtet werden, dass sich das imidazolbasierte Lipid bei Umgebungstemperatur von der
fliissigen ld-Phase (rot markiert) trennt. Diese imidazolreichen Doménen koénnten durch
giinstige Interaktionen der kiinstlichen Lipide untereinander oder mit Cholesterin entstehen, da
beide aromatische Ringsysteme enthalten, die m-m-Wechselwirkungen ausbilden konnten.
Durch die Anderung der Membranzusammensetzung von einem neutralen 3-

Komponentensystem mit lipid rafts zu einem negativ geladenen Doppelschichtsystem
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(POPE:POPG 80:20 mol%) wurde das imidazolbasierte Lipid eher in die fliissige ld-Phase
integriert als in die geordnetere Gelphase (s. Abb. 6 b),c)). Eine Erkldrung fiir dieses Verhalten
ist die elektrostatische Wechselwirkung zwischen negativ geladenen PG-Kopfgruppen mit dem
positiv geladenen methylierten Imidazol, die einer moglichen Bevorzugung des

Imidazoliumsalzes fiir den Einbau in geordnetere Lipiddoménen entgegenwirkt.

b) C)

Abbildung 7.6: Fluoreszenzmikroskopiebilder a) eines 4-Komponentensystems bestehend aus
DPPC:DOPC:Cholesterin:C15SM-NBD (40:25:25:10 mol%) bei 25°C und b), c)eines 3-Komponentensystems
bestehend aus POPE:POPG:C15M-NBD (70:20:10 mol%) markiert mit 0,1 mol% N-Rh-DHPE (rot) bei 10 °C.
Waihrend in a) beide Fluoreszenzkanile sichtbar sind, zeigt b) ausschlieBlich den roten Kanal (Anregung bei 561 nm) und c)
ausschlieBlich den griinen Kanal (Anregung bei 488 nm). (Messung durchgefiihrt von A. VICKUS in ihrer Bachelorarbeit ,,Der
Einfluss von Imidazolen auf bakterielle Membranen® (2023) unter Anleitung von S. KRIEGLER)

7.4 Zusammenfassung

In diesem Projekt wurde der Einfluss neuer ungeladener Lipide auf Imidazolbasis auf die
biophysikalischen  Eigenschaften von Phospholipidmembranen im Vergleich zu
Imidazoliumsalzen untersucht. Die Derivate mittlerer Kettenlinge sind in der Lage, die
Kohlenwasserstoftketten der Phospholipide dhnlicher Lange zu versteifen, d. h. sie fithren zu
einer Erh6hung des Lipidordnungsparameters sowie der Hauptphaseniibergangstemperatur.
Die Bildung von GUVs wird durch die geringe Grof3e der Kopfgruppe behindert, welche eine
effiziente Lipidpackung stort und die Biegesteifigkeit der Membran drastisch verédndert. Das
Hinzufiigen der sperrigeren Methylgruppen sowie einer positiven Ladung in der Kopfgruppe
des imidazolbasierten Lipidmolekiils fiihrt jedoch zu einer geordneteren Lipiddoppelschicht,

die in der Lage ist, GUVs zu bilden.

Die ungesittigten Imidazollipide fluidisieren Phospholipidmembranen, da ihre Doppel-
bindungen das Volumen des hydrophoben Bereichs der Lipiddoppelschicht vergréBern, indem
sie durch die Ausbildung von Knicken die Lipidpackungsdichte verringern. Ein Einbau in grofle

unilamellare Vesikel destabilisiert diese, da sie wie die C15-Varianten das Biegemodul der
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Membran verdndern. Die Wirkung der methylierten geladenen Version unterscheidet sich nicht

wesentlich von der des ungeladenen Lipids auf Imidazolbasis.

Fluoreszenzspektroskopische Messungen eines carboxylierten Imidazoliumsalzes ergaben ein
vielseitiges Strukturderivat zur Nachahmung von Phospholipiden. SchlieB8lich wurde bewiesen,
dass das imidazolbasierte Cholesterin im Vergleich zur natiirlichen Verbindung &hnliche
physikalisch-chemische =~ Eigenschaften = aufweist, einschlieBlich  seiner = Neigung
Phasenseparation unter Bildung von [ipid rafts zu induzieren. Die laterale Membran-
organisation und Doménenstruktur werden dabei nur geringfiigig beeinflusst. Das neuartige
ungeladene Imidazolcholesterin-Derivat kann als verbesserte Variante angesehen werden, da
es keine unnatiirliche positiv geladene Gruppe enthidlt, die in in vivo Experimenten zu
unerwiinschten Wechselwirkungen fiihren kdnnte. Wie neuere Studien nahelegen, kann ein
solches Analogon verwendet werden, um die wenig erforschte dynamische Visualisierung der
Cholesterinverteilung und -funktion in lebenden Zellen zu untersuchen.['*%163] Zukiinftige
Arbeiten konnten auch andere mogliche Anwendungen untersuchen, wie etwa die Entwicklung
modifizierter Vesikelsysteme, die als Arzneimitteltransporter dienen, da die imidazolbasierte
Kopfgruppe nicht von Lipasen angegriffen wird und daher den Verdauungsprozess iiberleben

kann.['0%
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Kapitel 8

Fazit

In dieser Arbeit wurden mehrere Projekte bearbeitet, die sich mit dem Studium von

Biomembranen und dem Einfluss physikalischer und chemischer Parameter auf deren

Eigenschaften befassen. Dabei wurden wichtige Erkenntnisse erhalten, die sowohl die

Grundlagenforschung an Zellmembranen bereichern als auch mehrere Anwendungsfelder im

Arzneimitteldesign und der Nahrungsmittelkonservierung er6ffnen. Nachfolgend werden die

Ergebnisse dieser Projekte zusammengefasst:

)

QY

EINFLUSS VERSCHIEDENER MARSSALZE AUF DIE STRUKTUR VON

MODELLBIOMEMBRANEN

Mithilfe kalorimetrischer, spektroskopischer und mikroskopischer Methoden konnten
Modellmembranen aus Phospholipiden unter der Einwirkung auf dem Mars
vorkommender Salze analysiert werden. Dabei zeigten kosmotrope Sulfatsalze einen
deutlich geringeren Einfluss auf die biophysikalischen Parameter der Membran als die
chaotropen Perchlorate. Vesikel aus ungesittigten Lipiden tolerieren die Anwesenheit
hoher Salzkonzentrationen und scheinen daher am geeignetsten als Hauptbestandteil

von Zellmembranen, die solch harschen Umweltbedingungen ausgesetzt sind.
LEBEN UNTER EXTREMEN BEDINGUNGEN IN HINBLICK AUF BIOMEMBRANSYSTEME

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen erlaubten die Untersuchung von
Adaptionsmechanismen von Zellmembranen an verschiedene Umweltbedingungen.
Durch Konformationsdnderungen und Doménenbildung bleiben Membranen selbst
unter hohen hydrostatischen Driicken im Kilobarbereich stabil. Komplexere
Lipidsystemen gleichen grofe osmotische Druckdifferenzen in hypotonischen
Losungen iiber oszillierende Phasenseparationen und transiente Porenbildungen aus.
Hypertonische Bedingungen fiihren zur Ausbildung mehrerer kleinerer Vesikel, die als

primitiver Prozess der Zellteilung angesehen werden konnten.
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(111

Iv)

(V)

EINFLUSS EINES ANTIMIKROBIELLEN PEPTIDS AUF BAKTERIELLE MEMBRANEN UNTER

HOCHDRUCK

Messungen der lateralen Ordnung und der kalorimetrischen Eigenschaften bakterieller
Modellmembranen in Kombination mit dem antimikrobiellen Peptid (P)GKY20
demonstrierten die Wechselwirkung des cAMPs mit der Membranoberfliche. Die
gleichzeitige Analyse druckabhéngiger FT-IR-Spektren der Lipide und des Peptids lief3
Riickschliisse auf diese Interaktion unter Hochdruck zu. Durch die Ausbildung einer
helikalen Konformation interagiert GKY20 mit den Lipidkopfgruppen und reduziert
dabei die Repulsion zwischen den verschiedenen Lipiden innerhalb der Doppelschicht.
Aufgrund des antimikrobiellen Charakters des Peptids, gepaart mit der
Lebensmittelkonservierung durch Hochdruck, kann ein Konzept erarbeitet werden, um
Nahrungsmittel schonend zu sterilisieren, sodass eine ldngere Haltbarkeit erreicht

werden kann.
WIRKUNG VON INDUCIN AUF LYSOSOMALE MODELLMEMBRANEN

Fluoreszenzspektroskopische und -mikroskopie Untersuchungen zeigten die
lysosomotropischen Eigenschaften verschiedener pseudo-Naturstoffe an einem
komplexen Modellsystem. Die Diffusion durch Lysosomen erlaubt es den
Verbindungen, den katalysierenden pH-Wert des Zellorganells zu erh6hen, womit es zu
drastischen Einschrinkungen der Verdauung von Biopolymeren in der Zelle kommt.
Die vielversprechendste Substanz konnte aufgrund dieser Fahigkeiten in Zukunft als
Arzneistoff fiir bestimmte Krebsarten verwendet werden, die sich den Prozess der

Autophagie zu Nutze machen.
EINFLUSS VON LIPIDIERTEN IMIDAZOLEN AUF LIPIDMODELMEMBRANEN

Kalorimetrische, spektroskopische und mikroskopische Verfahren wurden genutzt, um
den Einfluss von eingebauten lipidierten Imidazolen in Modellmembranen zu
untersuchen. Diese im Vergleich zu bereits charakterisierten Imidazoliumsalzen
ungeladenen Verbindungen lieBen sich teilweise unter Verdnderung der
Membranfluiditit interkalieren, sodass diese gezielt fiir die Manipulation von
Membraneigenschaften verwendet werden konnen. Ein Cholesterinanalogon verhielt

sich dhnlich wie die natiirlich in Biomembranen vorkommende Verbindung, weswegen
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ein markiertes Mimetikum Einblicke in bisher unbekannte cholesterinabhéngige

zelluldre Prozesse ermoglichen kdnnte.
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Anhang

Weitere Abbildungen

Abbildung A1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von GUVs bestehend aus DPPC mit 0,1 mol% N-Rh-DHPE in
einer 0,5 molaren MgSO4-Losung bei 20 °C. (Messung durchgefiihrt von M. HERZOG)

HaN® HO s HaN'* NH*
o) ) o) o) o 0 o) o) 0
+H3NjN H\_)LN/\H/“\.)LN H\_)LN/Q/H\.)LN H\_)LN HJ\?\KHJNfWHJ:b\WHJ\xo
Ho_HO_HO/_\OHH O/_\HO/(_ °r 0'/HNHO j\H T
agRe oL A
OH *HZN’)\NHZ HaN*

Abbildung A2: Chemische Struktur des Peptids GKY20 bei pH 7,4 (GKYGFYTHVFRLKKWIQKYVI).
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Abbildung A3: GP-Werte von Laurdan in unilamellaren Vesikeln aus POPC:Cholesterin:SM:POPE:POPI:BMP in
Abhingigkeit der Temperatur bei pH 7,4.
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Abbildung A4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von GUVs aus POPC:POPG (85:15) bei pH S vor und nach
Zugabe der Substanz (a) 1a (b) 1b (c) 2a (d) 2b und (e) Siramesin nach bestimmten Zeitpunkten bei 25 °C.
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Abbildung AS: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Vesikeln bestehend aus a) DPPC:DOPC:Cholesterin:C15
b) DPPC:DOPC:Cholesterin:C17 und ¢) DPPC:DOPC:Cholesterin:C17M (40:25:25:10 mol%) bei 25 °C.
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