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Zusammenfassung

Diese Arbeit zeigt, dal sich zur Untersuchung der strukturellen Eigenschaften von Lipid-
und Lipid/Peptid-Systemem hochorientierte multilamellare Proben weitaus besser eignen als
,Pulverproben. Standardstreuverfahren der Festkorperphysik, darunter die Beugung unter
streifenden Winkeln (GID) oder die spekulire Reflexion unter streifenden Winkeln, wurden
zum Teil erstmals auf multilamellare Membranstapel angewendet. Weiterhin wurde mit ei-
nem neuen MefBkonzept, der diffusen (nichtspekuldren) Neutronenbeugung, eine Methode
vorgestellt, die einen weiten lateralen Inpulsiibertragsbereich mit hoher Auflésung verbin-
det. Strahlenschdden an den Proben treten bei Neutronenbeugung generell nicht auf. Bei
Rontgenbeugung wurde dies durch die Wahl hochenergetischer Rontgenstrahlung (20keV)
erreicht.

Die Probenpréiparation der hochorientierten, multilamellaren Systeme konnte reproduzierbar
verbessert werden. Die Fehlorientierung (Mosaizitét) der Schichten ist mit 0.01° meist an der
Auflésungsgrenze der Experimente. Fiir detailierte Strukturbestimmungen in der biologisch
relevanten L,-Phase waren eine stabile Temperierung (A7 < 0.01°C') und eine vollstéindig
gesittigte Wasserdampfatmosphére unerléafilich. Zu diesem Zweck wurde eine doppelwandige
Probenmeflkammer konstruiert.

Die gewonnenen Daten zeigen, dafi das von Caille vorgeschlagene Modell einer divergien-
den Hohen-Hohen-Selbstkorrelationsfunktion nicht auf hochorientierte, multilamellare Mem-
branstapel anwendbar ist. Der Einflufl von (zwangsldufig vorhandenen) Membrandefekten
spielt eine nicht zu vernachléssigende Rolle. Dariiberhinaus unterscheiden sich partiell und
vollstdndig hydratisierte Proben deutlich bei kleinen lateralen Impulsiibertrigen.

An partiell hydratisierten Systemen aus Lipid /Peptidmischungen konnte gezeigt werden, dafl
das antibiotische Peptid Magainin2 einen starken Einflufl auf die multilamellare Ordnung
des Systems ausiibt. Die Wechselwirkung von Magainin2 mit den Lipiden erfolgt kollektiv.
Jedes Peptid stort in einem kritischen Mindestdurchmesser von ca. 80 A die Ketten-Ketten-
Korrelation der Lipide. Dabei wird die Membran destabilisiert. Anhand rechnergestiitzer
Simulationen konnten Streubilder verstanden und damit der (kontrovers diskutierte) Pha-
seniibergang im Bindungszustand von Magainin2 beobachtet werden. Bei hohen Konzentra-
tionen geht Magainin, das sich zunéchst parallel an die Lipidoberfliche anlagert, oder besser
in ihr versinkt, zumindest in einer Minderpopulation in einen transmembranen Bindungs-
zustand iiber. Es sei hier aber ausdriicklich betont, dafl dieser transmembrane Zustand, der
hochstwahrscheinlich durch oligomere Porenbildung realisiert wird, nicht mit einer Korrela-
tion dieser Poren einhergeht, wie in der Literatur behauptet wird. Das unserer Meinung nach
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fehlinterpretierte Streusignal konnte vielmehr multilamellaren Membrandefekten zugeordnet
werden.

Die Verwendung von Hochorientierung bei gleichzeitiger Anwendung von weitentwickelten
Streumethoden an Synchrotronstrahlungsquellen kann als zukunftsweisendes Konzept fiir
die Erforschung von Membranproteinen dienen. Viele Membranproteine lassen sich ndmlich
bisher nicht oder nur unter grofem Aufwand (Mikrogravitation) kristallisieren. Wenn es ge-
lingt, eine definierte Zahl von Membranen auf Festkorperoberflichen zu priparieren und
mit einer Deckschicht (caplayer) abzuschliefen, dann koénnen zukiinftige Untersuchungen
bei Anregung von Wellenleitermoden, unter Ausnutzung eines verbesserten Signal zu Unter-
grundverhiltnisses, erfolgen.



Einleitung

Lebende Organismen unterscheiden sich auf molekularer Ebene sehr wenig.

Es ist daher schwer, unspezifisch wirksame Substanzen zu finden, die fiir ,Angreifer’ letal
wirken und fiir die Wirtsorganismen zumindest nicht iiberaus schédlich sind. Antibiotika
sind solche Medikamente, die selektiv Bakterien oder Viren angreifen, aber den Wirtsorga-
nismus weitgehend verschonen. Penicillin ist z.B. einer dieser Stoffe. Durch den mittlerweile
weltweit verbreiteten Einsatz werden aber immer mehr Bakterienstimme gegen Antibiotika
resistent (siehe z.B. Science 264 (1994) 359-393). Der Wettlauf zwischen neuen Wirkstoffen
und den resistenten Keimen wird immer schneller. Hinter dieser Entwicklung verbirgt sich
ein enormes Gefahrenpotential, zu dessen Einddmmung breite, interdisziplinire Forschungs-
ergebnisse auf diesem Gebiet nétig sind.

Die Entdeckung einer Fiille von natiirlich vorkommenden antibiotischen Peptiden ertffnet
Auswege aus dieser Krise. Antibiotische Peptide wirken selektiv. Prokaryotische Zellen wer-
den zerstort, eukaryotische Wirtszellen hingegen bleiben verschont. Die entscheidende Frage
an dieser Stelle ist demnach: Durch welche molekularen Wechselwirkungsmechanismen ent-
falten antibiotische Peptide diese selektive Wirkung?

In dieser Arbeit wird das antibiotische Peptid Magainin aus der Haut des stidafrikanischen
Klauenfrosches Xenopus laevis vorgestellt. Dessen bakterientétende, funghizide und virulen-
te Wirkung ist nicht an spezielle Proteinwechselwirkungen gekniipft. Physikalische Gesichts-
punkte, wie etwa Elastizititseigenschaften, sterische Wechselwirkungen oder auch elektro-
statische Eigenschaften treten in den Vordergrund. Als ein Ergebnis dieser Arbeit zeigt sich
zum Beispiel, daf} sich Magainin2 an einer Stelle der Membran anlagert und dabei ein weit-
reichendes Verzerrungsfeld auf nanoskopischer Skala erzeugt.

Zur Kldrung grundlegender, struktureller Fragen werden Neutronen- und Rontgenstreu-
methoden erweitert und auf ein Modellsystem aus Dimyristoylglycerophosphatidylcholine
(DMPC) und Magainin2 angewendet. Es wird gezeigt, daf sie sich in besonderer Weise fiir
die Untersuchung dieser iiberaus weichen Systeme unter biologisch relevanten Bedingungen
eignen.



Kapitel 1

Lipide

1.1 biologische Membrane

In diesem Kapitel werden die biologische Relevanz, der Aufbau und die Eigenschaften von
Membranen erldutert. Dazu gibt es eine Vielzahl reich bebilderter Lehrbiicher der Moleku-
larbiologie (Lodish 1995 [Lod 95|, Stryer [Stry 75]). Die physikalische Chemie biologischer
Makromolekiile (Sun 1994 [Sun 94]) und die Biophysik von Membranen (Merz und Roux
1995 [Mrz 96]) ist ebenfalls auf Lehrbuchebene in den letzten Jahren dargestellt worden.
Dieses Kapitel greift daher nur einige wichtige Aspekte heraus und liefert im wesentlichen
einige Elemente und Definitionen, die von allgemeinem Interesse, aber auch fiir das spétere
Versténdnis in der Arbeit wichtig sind. An dieser Stelle sei auch auf die beiden umfaflenden
Werke von Ceve [Ceve 1, Ceve 2] verwiesen.

1.1.1 Bedeutung biologischer Membrane

Membrane sind der Hauptbestandteil einer jeden Zelle. Jede Zelle ist von einer Membran
umgeben. Zellmembrane dienen der Abgrenzung des inneren Cytosols gegen die extrazel-
luldire Umwelt. Ohne Membrane wiirden Zellen zerflieen und informationstragende Molekiile
wiirden verlorengehen. Die meisten Zellen verfiigen zusétzlich iiber umfangreiche intrazel-
luldre Membransysteme. Sie grenzen Kompartimente, das sind klar voneinander getrennte
Reaktionsrdume mit ihren charakteristischen Unterschieden (chemisches Potential, elektri-
sches Potential, osmotischer Druck) voneinander ab. Innerhalb einer Eukaryotenzelle sind
dies Organellen wie Mitochondrien, Chloroplasten, Golgi-Apparat, Lysome oder Endoplas-
matisches Retikulum, die gegen das sie umgebende Cytosol abgegrenzt werden. Ohne Tren-
nung in Kompartimente wére das thermodynamische Gleichgewicht das sichere Ende der
zahlreichen Stoffwechselprozesse. Die Einzigartigkeit des Lebens auf der Erde ist also eng
mit der Existenz von Membranen verkniipft.

Biologische Membrane sind hauptséchlich aus einer Vielzahl verschiedener Lipide und Pro-
teine zusammengesetzt. Die Membranproteine sind regelrecht in die Membran eingebettet
(Fliissig-Mosaik Modell - Singer und Nicolson 1972).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung einer biologischen Membran [Stry 75] nach dem
Fliissig-Mosaik Modell von (Singer und Nicolson 1972). Zwischen die Lipide sind die Mem-
branproteine eingebettet

Uber diese integralen Membranproteine kann die Zelle aktiv mit der Umwelt wechselwirken.
Die biologische Kommunikation, sei es durch Reizempfang von aufien oder durch Signalerzeu-
gung, wird iiber spezialisierte Proteine in der Membranen erreicht. Dariiberhinaus sind Mem-
branen fiir lonen und andere Molekiile keine uniiberwindbaren Schranken, vielmehr handelt
es sich um eine selektive Permeabilitdtsschranke. Wiederum durch die Aktivitdt von spe-
zialisierten Membranproteinen wird die intrazelluldre Molekiil- und Ionenzusammensetzung
reguliert. Molekulare Pumpen in Membranen dienen zusétzlich biologischen Energiegewin-
nungsprozessen. Die beiden wichtigsten sind die oxidative Phosphorylierung (ATP-Synthese)
und die Photosynthese.

1.1.2 Awufbau der Lipiddoppelschicht

Trotz der Diversifizierung und Funktionalisierung biologischer Zellmembrane besitzen diese
alle ein universelles Grundmotiv, ndmlich die Lipid-Doppelschicht. Auf elektronenmikrosko-
pischen Aufnahmen mit Kontrastierung ist diese als Doppelschicht mit einem dazwischen-
liegenden hellen Streifen zu erkennen.

Diese Doppelschichtstruktur bildet sich als direkte Folge der Amphiphilitit der am Auf-
bau beteiligten Lipidmolekiile. Lipide sind, wie andere biologische Makromolekiile auch,
zur Selbstorganisation fihig'. Oberhalb einer kritischen Mizellenkonzentration (eng.critical

!Unter Selbstorganisation ,,self-assembly“ versteht man das Ausbilden supramolekularer Strukturen
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Abbildung 1.2: Elektronenmikroskopisches Bild einer Erytrozytenmembran. Mit dem Ein-
satz von elektronendichtem kontrastierendem Material, das sich sowohl von innen als auch
von auflen an die Membran anlagert, erscheint die Zellmembran als Doppelschicht. (J.D.
Robertson, Duke University, Durham).

micelle concentration, CMC) ordnen sie sich in wéfiriger Losung spontan in gleicher Ori-
entierung nebeneinander und bilden Aggregate [Sil 85]. Fiir zweikettige Phospholipide ist
die CMC sehr klein (x~ 107'%), einkettige Tenside besitzen meist eine wesentlich grofiere
CMC (Detergenzien bis zu CMC =~ 1072). Die treibende Kraft ist immer der hydropho-
be Effekt, also das Bestreben der Lipidmolekiile die hydrophoben Ketten vor Wassermo-
lekiilen zu schiitzen und gleichzeitig der hydrophilen Kopfgruppe maximalen Kontakt mit
Wasser zu ermoglichen. Die hydrophobe Energie ist direkt proportional zu der Fliche des
Kohlenwasserstoff-Wasser Kontakts, ca. 10,5k.J/mol - nm? [Sil 85]. Nach dem Massenwir-
kungsgesetz 148t sich die relative Héiufigkeit von Aggregaten der Aggregationszahl N als
Funktion der Freien Energie pro Molekiil p(N) schreiben. Die Aggregation der Lipide wird
also im wesentlichen von der Abhéngigkeit p(N) von der Gesamtkonzentration und der Tem-
peratur bestimmt.

Die mikroskopische Physik geht dabei nur in p(N) ein. Hier sind es geometrische Packungs-
effekte, die die GroBlen und Formen der Aggregate bestimmen (und damit auch die p(NV)).
Man kann dabei einen Packungsparameter aus dem Verhéltnis zwischen dem Volumen der
Fettsidureketten und dem Produkt aus Kettenlinge und Kopfgruppenfliche definieren.

Auf Grund der geometrischen Randbedingungen bilden sich fiir verschiedene Werte des
Packungsparameters bevorzugt ganz bestimmte mesoskopische Aggregate mit verschiede-
ner spontaner Kriimmung, z.B. Mizellen, inverse Mizellen, kolumnare Phasen oder plana-
re Doppelschichten [Isra 95]. Die Grundziige der Aggregatbildung lassen sich also bereits
durch sehr einfache Modelle verstehen [Sil 85]. Dieser sogenannte Polymorphismus der Li-
pide oder allgemein amphiphiler Molekiile, also die Tendenz in verschiedensten supramole-
kularen Aggregaten aufzutreten, ist mit den entsprechenden Phasendiagrammen und Pha-
seniibergdngen experimentell und theoretisch seit einigen Jahren Ziel intensiver Forschung.

durch verschiedene zwischenmolekulare Krifte, im Gegensatz zu einem stiickweisen Aufbau durch einen
enzymatischen Prozefl oder durch eine vom Menschen entwickelte Mikrotechnik.
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Um aber schon relativ einfache Phasendiagramme, wie das von 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine (DMPC) in Abbildung 1.3 quantitativ zu beschreiben, sind komplexere
analytische und numerische Methoden der statistischen Physik erforderlich (z.B. Gompper

und Schick 1994).
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Abbildung 1.3: Phasendiagramm von 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine
(DMPC) [Cevc 1]. Daneben sind drei typische Kettenkonformationen (POPC) aus Mole-
kulardynamiksimulationen als Kalottenmodell dargestellt [Hel 93]. Die Darstellung der kri-
stallinen Phase wurde wegen ihrer Ahnlichkeit zu kleinen Minnchen mit Biickermiitzen mit
,the five bakers ‘ betitelt.

Neben grundsétzlichen Fragestellungen treten in jiingerer Zeit auch vermehrt anwendungs-
orientierte Gesichtspunkte auf, z.B. in Bezug auf die Synthese organisch-anorganischer Kom-
positmaterialien, der Nutzng von Tensidphasen als Template (engl. templating) fir die Mi-
neralisation, oder fiir die Formulierung von Systemen zur intelligenten Verabreichung von
Medikamenten (engl. drug delivery).

Dariiberhinaus werden Lipidmembrane als wichtige Modellsysteme fiir die wesentlich komple-
xeren biologischen Membrane und als interessante, selbstorganisierte Materialien seit vielen
Jahren intensiv erforscht. Dementsprechend detailliert ist heute unsere Kenntnis der mo-
lekularen Struktur, der Phaseniibergéinge, der Elastizititseigenschaften, der Dynamik von
Lipidmolekiilen in der Membran und der mesoskopischen Selbstorganisation in wéfirigen Li-
pidlosungen (Ceve uns Marsh 1987, Ceve 1993). Nicht zuletzt hat die Forschung in den
letzten Jahren von den Fortschritten in der Synthese von naturidentischen Lipidmolekiilen
profitiert, die heute in einer groflen Zahl systematisch variierter Kettenlingen und Kopfgrup-
pen dargestellt werden.

- 11 -



Neben den Glykolipiden und Cholesterolen stellen Phospholipide die vorherrschende Mo-
lekiilklasse dar. Der gemeinsame Aufbau von Phospholipiden besteht in einem Glycerolriick-
grat an das jeweils durch Veresterung einerseits eine Phosphatkopfgruppe mit angehdngtem
Rest R (Cholin, Serin, etc.) und andererseits zwei Fettsdurereste gebunden sind. Diese Koh-

[ Alkohol}—{Phosphat |—| |
o Sk
) o
O — Fettsdures®
G
| —{Fettsdureschwanz )

Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau eines Phospholipid-Molekiils.

lenwasserstoffketten werden nach Kettenldnge und Zahl der gesédttigten bzw. ungeséttigten
Bindungen durch eine systematische Nomenklatur klassifiziert (Alkylketten, die Kohlenstoff-
doppelbindungen enthalten, bezeichnet man als ungeséttigt). Physikalische Eigenschaften
(wie z.B. Schmelzpunkt, Loslichkeit, Biegesteifigkeit,..) werden stark von der Kettenlinge
und Zahl der Doppelbindungen in den Fettsdureresten bestimmt. Der polare Teil der Struk-
turlipide tritt ebenfalls in einer Vielzahl chemischer Gruppen auf, darunter ungeladene, zwit-
terionische, anionische und kationische Vertreter. Lipide kénnen heute in hoher Reinheit und
in groflen Mengen naturidentisch und dariiber hinaus auch de novo synthetisiert werden. In
der nachfolgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Lipide (Avanti Lipids, Al
USA) aufgefiihrt.

Abkiirzung Name R1 R2 Ladung
DLPC Dilaureoyl-Glycero-Phosphatidylcholin 12:0 12:0 0
DMPC Dimyristoyl-Glycero-Phosphatidylcholin 14:0 14:0 0
POPC Palmitoyl-Oleoyl-Glycero-Phosphatidylcholin 16:0 18:1 0
DOPC Dioleoyl-Glycero-Phosphatidylcholin 18:1 18:1 0
DMPG Dimyristoyl-Glycero-Phosphatidylglycerol 14:0  14:0 -1
POPS Palmitoyl-Oleoyl-Dimyristol-Glycero-Phosphoserin = 16:0 18:1 -1

Tab. 1.1: Bezeichnungen (verkiirzt) der hier verwendeten Lipide mit Kettenlinge und
Nettoladung.
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1.2 Multilamellare Lipidmembrane als smektische Pha-
sen

Zur einfachen Beschreibung multilamellarer Membranstapel nimmt man in zwei Dimensionen
homogene und isotrope Schichten an. Die Symmetrie senkrecht zu den Schichten ist gebro-
chen. Damit hat man weder eine Fliissigkeit, fiir die Invarianz gegeniiber allen Rotationen
und Translationen gefordert ist, aber auch keinen kristallinen Festkorper, weil die Invari-
anz gegeniiber simtlichen Symmetriegruppen fehlt. Man spricht von einem Fliissigkristall.
In der biologisch relevanten, fliissigen Phase, der sogenannten L,-Phase, sind die Lipidmo-
lekiile lateral durch eine hohe Diffusionskonstante und durch eine lediglich kurzreichweitige
Ordnung gekennzeichnet. Durch die laterale Mobilitét verschwindet die Scherelastizitit; es
fehlen Riickstellkrifte. Dagegen ist die Biegeelastizitit fiir die Konformation von Membra-
nen wesentlich [Helf 73]. Eine gute Darstellung der Elastizitéit und statistischen Physik von
Membranstapeln auf Lehrbuchebene findet sich z.B. in [Saf 94]. Hier wird im Groben der
zusammenfassenden Darstellung von Salditt [Salditt 99H]| gefolgt.

Die Freie Energie pro Flichenelement einer Membran 148t sich in einer Entwicklung bis zur
zweiten Ordnung der Kriimmung schreiben als

f=27+0.56,(A— A,)? /A2 + 2k(M — M,) + kG . (1.1)

Die mittlere Fliche pro Kopfgruppe A, stellt sich nun so ein, dal f minimiert wird und damit
der erste Term v := 04 f ~ 0 effektiv wegfillt. Die Kompressibilitdt der Lipide innerhalb
der Membran ist mit typischerweise rs ~ 0.3k5T/ A% so grof}, daf3 der zweite Term ebenfalls
vernachléssigbar ist. So bleiben die Terme der mittleren Kriimmung M = 0.5(1/R; + 1/Ry)
und der Gauf3schen Kriimmung G = 1/(R; Ry) mit den Hauptkrimmungsradien R; und R;.
Die entsprechenden Koeffizienten x und & lassen sich wiederum aus dem molekularen Aufbau
der Lipiddoppelschicht herleiten [Szl 88]. Fiir eine Membran der hydrophoben Kettenldnge
0, und der mittleren Flichen pro Kopfgruppe A, erhélt man
l3

K X A_og , (1.2)
plus einem elektrostatischen Anteil im Fall von geladenen Membranen [Gut 93]. Das Konzept
der Biegeelastizitét ist in den letzten Jahren durch quantitative Experimente an Membranen
[Saf 89] und Vesikeln [Eva 91, Rad 95, Dob 95] experimentell gut bestétigt.

Nun verschwindet nach den Theorem von Gaufl und Bonnet das Integral {iber jede geschlos-
sene Oberfliche vom Genus 0, so dal man fiir Membrane ohne Rénder und Poren eigentlich
nur den letzten Term von Gleichung 1.1 beriicksichtigen muf}. In der Regel bilden sich jedoch
keine isolierten Lipiddoppelschichten. Vielmehr sind multilamellare Phasen lokal paralleler
Membranen die thermodynamische stabile Phase, wenn die spontane Kriimmung M, ~ 0
verschwindet, was bei symmetrischen Lipiddoppelschichten der Fall sein muf}. Der Gleich-
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gewichtsabstand d zwischen den Membranen ist dabei aus dem Gleichgewicht repulsiver
und attraktiver Kriifte gegeben (siehe néchstes Kapitel). Thermische Fluktuationen fiihren
im Stapel nun neben den Kriimmungsmoden auch zu Dichteschwankungen, also zu lokaler
Kompression und Dekompression durch Schwankungen des Membranabstandes.

In Analogie zum dreidimensionalen smektischen Fliissigkristall 148t sich dann in der soge-
nannten Monge-Darstellung im lokalen Koordinatensystem das linearisierte Freie Energie
Funktional in Kontimuumstheorie schreiben als (sieche z.B. Chandrasekhar 1992 [Chan 92],
de Gennes und Prost 1993 [Gen 93])

HV = lp <@>2 41 K(V2,u)’ (1.3)
2 0z 2 e

wobei u(z,y,2) im lokalen Koordinatensystem die Auslenkung gegeniiber dem eindimen-
sionalen Gitter des perfekten Stapels bezeichnet. Im Kompressionsmodul B[.J/cm?®] und
Biegemodul K[.J/cm] sind die elstischen Eigenschaften enthalten. Sie bestimmen als Ko-
effizienten die thermischen Anregungen von Dichte- bzw. Kriimmungsfluktuationen. K ist
proportional zur Biegesteifigkeit x einer einzelnen Membran K = k/d mit der lamellaren
Periode d als Proportionalititsfaktor. In der zy-Ebene ist die Membran isotrop, so daf} gilt
u(z,y, 2z) = u(r, z) mit r :== y/2? + y2. Im Fourierraum lautet das entsprechende Funktional

F == (Bqj + Kq}) v*(q) , (1.4)

DN | =

mit g = N q;.

Eine Stérung des smektischen Systems z.B. durch die statische Korrugation einer Schicht,
also eine lokal entstandene Kriimmung, kann nur durch Kompression des Stapels relaxiert
werden, was zu einem relativ stark ausgedehnten Verzerrungsfeld um die Storung fiihrt.
Schreibt man die Stérung als

u = u, exp(—2z/C) cos(q) , (1.5)
so ergibt das Einsetzen das Freie-Energie-Funktionals GIl.1.3 eine Dampfungslénge
¢=(\gj)™", (1.6)

mit A := y/K/B. Analog werden die Auslenkungen thermischer Anregungen relaxiert. Nach
Anwendung des Gleichverteilungssatzes auf Gl. 1.4 bekommt man fiir das mittlere Auslen-
kungsquadrat < u? >
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9 k-T qo dmazx 9 dr—1
<u” >= W . dq, 2 dq) q (Bq; + KqH)

dmin

kT
4m \% BK min

Aus dem Gleichverteilungssatz berechnet man fiir das lineare Funktional auch leicht die
vollstédndige Korrelationsfunktion ¢(r, z) :=< exp(ig,|u(r, z) — u(0,0)] >, siehe z.B. (Als-
Nielsen et al. 1980 [Als 80])

In[gmaz L/ (27)] . (1.7)

g(r, z) = exp [=2ny(4d®/r*)" Ey (r*/(4X2))] , (1.8)

mit den Konstanten \ := \/K/B, und n := kTq?/(87BJ), der Eulerzahl v und der Expo-
nentialintegralfunktion F;(z) (Gradshteyn und Rhyzhik 1980 [Gra 80)).

1.3 Wechselwirkungen zwischen Membranen

Bisher wurde stillschweigend vorausgesetzt, daf3 sich gewisse Lipidmembrane in Kontakt
mit Wasser zu Stapeln anordnen. Nun sollen die relevanten Wechselwirkungen vorgestellt
werden, die erst zu deren Ausbildung fithren und den Gleichgewichtsabstand d = d,, + d,,
bestimmen?.

Als einzige attraktive Kraft gibt es die van-der-Waals-Kraft. Durch thermische Fluktua-
tionen kommt es zu inhomogenen Ladungsverteilungen, die wiederum Ladungsverteilungen
induzieren, so daf letztlich eine Anziehung resultiert. Die van-der-Waals-Wechselwirkung
ist als frequenzabhingige Wechselwirkung im allgemeinen nicht additiv und zeigt Redardie-
rungseffekte (Mahanty und Ninham 1976 [Mah 76]). Fiir kleine Absténde lassen sich jedoch
ndherungsweise nicht-retardierte paarweise Beitrige zur Freien Energie pro Fldchenelement
aufsummieren, und zwar im Fall von zwei planaren Lipiddoppelschichten zu [Fen 95]

A 1 1 2
_ A (1 _ 1.
Juaw 127 (5,%,1 * (Om — 20w)?  (6m + 5w)2> ’ (9

Hierin ist d,, die Membrandicke, ¢, := d — 6,, die Dicke der Wasserschicht und A =
(€w — €m)?/(€w — €,)?kT die sogenannte Hamakerkonstante?.

Der Ausdruck verhilt sich fiir kleines & proportional zu 1/§% und fiir grofles § proportional zu
1/6%. Fiir groBe Absténde &,, > 1um diirfen Retardierungseffekte nicht mehr vernachléissigt

2§, ist die Dicke der Wasserschicht und 4, die der Membran.
3Wegen des grofien Unterschieds zwischen der Dielektrizititskonstante von Wasser €, und Lipid €,, ist
sie von der Grofenordnung kgT'.

- 15 -



werden, damit fillt die Kraft noch schneller, nimlich mit 1/63, ab.

Die langreichweitige van-der-Waals-Wechselwirkung erstrebt ein vollstdndiges Verdringen
des Wassers zwischen den Membranen. Gerade dies wird nicht beobachtet. Bei kleinen
Absténden dominiert ndmlich die repulsive Hydratationswechselwirkung. Deren Ursprung
ist bisher noch umstritten. Entropische Effekte in der diinnen Schicht der direkt an die
hydrophilen Kopfgruppen der Membran gebundenen Wassermolekiile kénnen ebenso sowie
sogenannte Protusionskréfte (engl. protusion forces) durch senkrechte Molekiilbewegungen
der Lipide zu einer freien Energie (pro Flidchenelement) fiihren. Die Hydrationskraft wird
empirisch beschrieben wird durch

d
nyd:Ho'e_E- (110)

H, ~ 4]<:BT/A2 und )\, ~ 2A sind Konstanten, die aus einer Auftragung des durch Beugung
bestimmten Abstands d gegen den osmotischen Druck bestimmt werden kénnen. Bereits die
van-der-Waals- und die Hydratationskraft erzeugen fiir ungeladene Membrane ein Potential-
minimum bei Absténden, die gut mit dem Experiment iibereinstimmen.

Bei geladenen Lipiden kommen zusétzlich elektrostatische Kréfte hinzu. Zwischen den gleich-
namig geladenen parallelen Flichenladungen der Membranen im Abstand ¢, befinden sich
die, das Gesamtsystem neutralisierenden, dissoziierten Gegenionen. Die gemeinsame Beriick-
sichtigung von statistischer Physik und Elektrostatik fiihrt auf die Poisson-Boltzmann- Glei-
chung, die unter den gegebenen Randbedingungen zu l6sen ist. In Molekularfeldn&herung
und mit der Vereinfachung hoher Flichenladungsdichten und grofiem Abstand gilt [Lei 87]:

kT 1 e

_ —1
fa=p. 4 Mtspad

(1.11)

Fiir Wasser ist die Bjerhumlinge L, ~ 7 A; ¥ ist die Oberflichenladungsdichte der Mem-
branen.

Wie man durch Vergleich mit GIl. 1.9 direkt sieht, dominiert diese abstoflende, langreich-
weitige Kraft im salzfreien Fall das Bild, so da8 geladene Membrane (bei vollstéindiger Dis-
soziation hat man typischerweise o ~ 0.2C'/m?) soweit anschwellen, wie das vorhandene
Wasser erlaubt. Diese Kraft sorgt zusammen mit der Hydrationskraft fiir das Verschwin-
den eines stabilen Gleichgewichtszustandes. Durch Zugabe von Fremdionen (Salz) kann man
bewirken, daf} die geladenen Lipidkopfgruppen abgeschirmt werden. Wenn die Debeysche Ab-
schirmliange A\p = kT€,/(4m\/c) kleiner wird als d,, dndert sich das Abstandsgesetz durch
Abschirmungseffekte zu

2

fa= % exp(—dw/lp) , (1.12)
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wobei ¢ die molare Salzkonzentration bezeichnet?.

Die Energie einer durch thermische Fluktuationen verformten isolierten Membran steckt
ausschliefflich in der Kriimmungsenergie. Bei Membranstapeln beschréinken nun benachbarte
Membrane den Konformationraum der Membranfluktuationen. Die Fluktuationen tragen
also selbst wieder in Abhéngigkeit von d zur freien Energie bei. Dies fiihrt im einfachsten Fall
in Molekularfeldniherung zu einer sterischen Repulsionswechselwirkung der Form [Helf 73]

;= 21 (kpT)? 1

T 128 kA2 (1.13)

wobei der Vorfaktor nicht exakt hergeleitet werden kann. Wichtig ist die Tatsache, daf} die
Fluktuationen in weichen Membranstapeln und amphiphilen Systemen zu einer langreich-
weitigen Kraft filhren, wenn die laterale Systemgrofie divergiert.

Nachdem nun die molekularen Potentiale bekannt sind, 148t sich der Gleichgewichtsabstand
d, durch Ableitung 9, f(d)|4=q, = 0 berechnen. Zur Veranschaulichung sind die Graphen der
einzelnen Krifte in Abb. 1.5 auf der ndchsten Seite dargestellt. Dabei wurden mit ,verniinfti-
gen‘ Annahmen der Membrandicke, wie in der Abbildung angegeben, ganz realistische Werte
fiir die Gleichgewichtszustidnde erhalten. Rein aus der Addition von van-der-Waals und der
Hydrationswechselwirkung erhiilt man eine Periodizitétslinge von 62.45 A. Die Hinzunahme
einer sterischen Repulsionswechselwirkung fiihrt auf 63.85 A.

In harmonischer Nidherung lassen sich dann auch die thermischen Dichtefluktuationen, de-
ren Stirke wie iiblich durch die Kriimmung B := 02 f(d)|4=4, kontrolliert wird bestimmen.
Setzt man nun B in das freie linearisierte Rreie Energie Funktional ein, so kénnen auch die
entsprechenden Korrelationsfunktionen berechnet werden.

4Fiir ¢ = 1mol / list Ap = 3.04 A.
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Abbildung 1.5: Potentialminimum durch (a) Uberlagerung der molekularen Wechselwirkun-
gen (Hydratisations- und van-der-Waals-Wechselwirkung) bei 6,, = 35A, 1, = 2A, H, = 4kT
und A = kT (schwarze durchgezogene Linie) und durch Hinzuaddieren (in Molekular-
feldndherung) der sterischen Abstofung bei Raumtemperatur (blaue durchgezogene Linie).
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Kapitel 2

Peptide

2.1 Grundaufbau der Peptide

Grundlegend sei hier auf die sehr gute Darstellung von H.D. Jakubke [Jak 96] verwiesen.
Peptide sind iiber Peptidbindungen polymerisierte Aminosiurebausteine. Franz HOFMEI-
STER erkannte das grundlegende Bauprinzip, ndmlich die ,, Verkniipfung durch die Gruppe
-CO-NH-CH= “[F.Hofmeister, Naturw.Rdsch. 17, (1902) 529]. Der Name geht allerdings auf
Emil FISCHER zuriick [E.Fischer, Ber.dt.chem.Ges. 39 (1906) 530]; er leitet sich aus einer
Zusammensetzung der Worte Peptone! und Polysaccharide? ab.

Die monomeren Grundbausteine der Peptide sind die 20 natiirlich vorkommenden Ami-
nosiuren®. Sie sind durch Amidbindung zwischen der Aminogruppe eines Bausteins mit der
Carboxylgruppe des folgenden Bausteins verbunden. Der Aufbau reicht von relativ einfach
aufgebauten Dipeptiden bis hin zu supermolekularen Proteinen. Die formale Unterscheidung
zwischen Peptiden und Proteinen wéhlt man heute bei 50 am Aufbau beteiligter Aminoséure-
bausteine. Es sei an dieser Stelle aber ausdriicklich betont, daf} es keine strenge Grenze gibt.
Die Primdrstruktur, also die Anzahl und Abfolge der Aminoséurereste, hat entscheidende Be-
deutung fiir die Spezialisierung eines Peptids. Speziesunterschiedliche Peptide mit gleicher
Funktion besitzen homologe Aminoséuresequenzen. So unterscheidet sich z.B. das menschli-
che Insulin von dem eines Pferdes in nur einer Aminoséure; die Sequenz der iibrigen ist aber
unverdndert.

Durch Wechselwirkung der am Polypeptidriickgrat (peptide backbone) gebundenen Ami-
nosaureresiduen mit der Umwelt kommt es zusétzlich zu unterschiedlichen Konformatio-
nen. Periodische Kettenformationen, wie Helizes oder Faltblattstrukturen, werden als Se-
kunddrstruktur bezeichnet. Die Tertidrstruktur umfafit raiumliche Anordnungen von Sekundér-

!Peptone sind die Spaltprodukte des Proteinabbaus durch Pepsin; griech. peptos = verdaut

2Polysaccharide sind ebenfalls aus monomeren Bausteinen aufgebaut

3Der Aufbau der einzelnen Aminosiurebausteine ist, von zwei Ausnahmen (Glycin, Prolin) abgesehen,
sehr dhnlich. Sie unterscheiden sich durch den am zentralen Kohlenstoffatom (C®) substituierten Rest R.
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strukturen; sie muf} allerdings keine Periodizitit der Faltungen aufweisen.

R |H o] =R
| | [ |
CH N Clo CH
/N S Gy N
HN C CH TN COOH
2 [ | |
O R H
- -n

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau einer 3-Polypeptidkette (n=1). Um das Zentrale C*-
Atom gibt es zwei mogliche Torsionen (¢: Rotation der Stickstoffsdure (NH) um die C*-
Bindung; ¢: Rotation der C*um die Carbonyl-Carbon-Bindung).

Die Konformation eines Polypetidriickgates wird durch drei Torsionswinkel beschrieben (sie-
he Abb. 2.1). Am zentralen Kohlenstoffatom C%gibt es zwei Einfachbindungen, um die Tor-
sionen moglich sind (¢, ). Die trans-Peptidbindung (w=180°) ist um ca. 4kcal /mol stabiler
als die cis-Peptidbindung (w=0°). Die moglichen Winkeleinstellungen fiir die zwei {ibrigen
Winkel, ¢ fiir die Rotation der Amidgruppe (NH) um die C*-Bindung und ¢ fiir Rotation
der Carbonyl-Carbon-Bindung, werden durch die vorhandenen Aminoséiureresiduen limitiert.
Die Bereiche der giinstigsten Winkel wurden von Ramachandran [Ramachandran G.N., Sasi-
sekharan V.: Adv.Protein Chem 23,283 (1968)] fiir verschiedene Peptidbindungen ermittelt
und in sogenannten Ramachandran-Diagrammen dargestellt. Man findet charakteristische,
energetisch giinstige Strukturmotive, die jeweils durch eine ganz bestimmte geometrische
Anordnung der Hauptkette, bzw. den entsprechenden Winkelkombinationen erzeugt wer-
den. Die beiden wichtigsten Vertreter sind die [-Faltblattstruktur und die rechtsgingige
a-Helix?. Die rechtsgingige a-Helix mit ¢ = -57° und 1) = -47°ist besonders stabil, da hier
Wasserstoffbriicken zwischen dem ™ und (i 4+ 3)*" Element der Kette nahezu spannungs-
frei hergestellt werden konnen. Die Mannigfaltigkeit der Aminosduresequenzen und deren
Konformationsmoglichkeiten erzeugen ein riesiges, schier unvorstellbares Spektrum hochspe-

zifischer Strukturen®.

“Die linksgiingige a-Helix ist im Ramachandran-Diagramm nicht ausgeschlossen. Sie ist aber energetisch
ungiinstiger als die rechtsgingige und kommt daher nicht vor.
5Aus rein kombinatorischer Uberlegung erhilt man fiir ein Peptid der Linge n mit jeweils z; gleichen

. . . . ! . . . . . . .
Aminoséurebausteinen bereits l-f‘—x verschiedene Moglichkeiten der Sequenzierung. Hinzukommen noch die

Freiheitsgrade in der Peptidkonformation.
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2.2 Allgemeine Bedeutung in der Natur

Peptide tragen adressierte biologische Information und erfiillen damit spezielle Aufgaben
innerhalb biologischer Prozesse. Einige Wichtige seien kurz genannt5:

In Driisen und speziellen Zellen werden Hormone gebildet. Sie binden an spezifische Re-
zeptoren der Zielzelle und l6sen damit eine zellspezifische Aktivitat aus. Peptidhormone
steuern physiologische Groflen wie etwa Blutdruck, lonen- und Glukosekonzentration und
Korpertemperatur. Der weitldufig bekannteste Vertreter dieser Peptidklasse ist hier sicher
das Insulin, das eine blutzuckerspiegelsenkende Wirkung ausiibt.

Aus der Klasse der Neuropeptide legen korpereigene Morphine die Schmerzschwelle fest.
Dariiber hinaus wirken Neuropeptide in neuralen und nichtneuralen Strukturen des zentra-
len Nervensystems auf den physiologischen Schlaf, zeigen Einflul auf den Lernprozefl und
besitzen physiologisch analgetische Wirkung. Peptidtorine werden auf Grund der niedrigen
letalen Dosis (mg/kg Korpergewicht) als solche bezeichnet. Hiaufig werden Sie wegen ihrer
lsthmenden und spéter tédlichen Wirkung von Tieren beim Beutefang eingesetzt. Ebenfalls
toxisch sind die sogenannten Peptidantibiotika. Es handelt sich hier um sind Stoffwechsel-
produkte von Bakterien und Pilzen. Sie hemmen das Wachstum oder die Vermehrung von
Mikroorganismen. Das Immunsystem von Wirbeltieren nutzt ebenfalls antibiotische Peptide
zur Abwehr korperfremder Mikroorganismen.

2.3 Peptide als Antibiotika

Hier wird der sehr prignanten Darstellung von J.Blazyk gefolgt”. Antibiotika téten Bakterien
iiber einen Zeitraum mehrerer Stunden und Tage. Antibiotische Peptide, wie sie von Tieren
und Pflanzen zur Verteidigung ihres Organismus gegen eindringende pathogene Mikroorga-
nismen verwendet werden, téten Eindringlinge innerhalb kiirzester Zeit ab. Der Zeitrahmen
liegt hier im Bereich weniger Minuten. Damit ist bereits ein wichtiger Aspekt eines antibio-
tischen Peptids genannt. Die Zeit, die das Peptid zum Wirken braucht sollte deutlich kiirzer
sein, als die Zellteilungsrate eines typischen Bakteriums (im Fall Escherichia coli sind das ca.
20 min). Das Zellinnere ist wegen der schnellen Wirkung als Ziel demnach weniger geeignet,
als eine direkte Wechselwirkung mit dem Zelldufleren, also den Lipiden der Zellmembrane.
Da Zellmembrane in lebenden Organismen allgegenwértig sind, also auch in den Wirtszellen,
muf} das Peptid zwischen Wirts- und Mikrobenzellmembran unterscheiden kénnen. Das Pep-
tid sollte also seine Wirkung auf Molekiile entfalten, die in prokaryotischen Mikrobenzellen
allgegenwirtig anzutreffen sind, aber nur selten oder nie in den eukaryotischen Wirtszel-
len. Denkbar ist eine Unterscheidung iiber die Lipidzusammensetzung der Zellmembran. Ein

6Einen guten Uberblick iiber das weitreichende Gebiet der Peptide liefert das Buch Jakubke H.D., Peptide
[Jak 96]
Thttp://main.chem.ohiou.edu/ blazyk/blazyk.html, 18.01.2000
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breites antimikrobielles Spektrum ist die direkte Folge. Es geniigt eine einzige Peptidart um
eine ganze Palette von Mikroorganismen zu bekdmpfen. Auflerdem ist keine schnelle Resi-
stenzentwicklung zu erwarten, da die Zusammensetzung der Zellmembran so essentiell ist,
daB eine Anderung nicht binnen kurzer Zeit moglich ist. Der Mechanismus von antibiotischen
Peptiden funktioniert also grundlegend anders, als bei herkdmmlichen Antibiotika®.

Es gibt eine ganze Reihe von antimikrobiellen Peptiden. Sie haben verschiedene chemische
Sequenzen und Strukturen. Das gemeinsame Strukturmerkmal von membran-lytischen Pepti-
den ist die Ausbildung einer amphiphatischen Sekundérstruktur (hauptsichlich a-Helix oder
p-Faltblatt), mit der sie direkt auf die Zellmembran einwirken. Es soll hier betont werden,
dafl diese Amphiphilitdt immer an eine spezielle Sekundérstruktur gekniipft ist. In der fol-
genden Arbeit wird speziell das antibiotische Peptid Magainin, aus der Klasse der membran-
aktiven Peptide, vorgestellt. Das biochemische Verstdndnis im mikrobiologischen Kontext
ist hier weit fortgeschrittener als das biophysikalische Verstindnis der zu Grunde liegenden
molekularen Strukturen und Wechselwirkungsmechanismen. Ein Schwerpunkt wird auf der
Diskussion von Modellvorschldgen zur -bis dato ungeklidrten- Wirkungsweise des Peptids
liegen.

2.4 Magainin

Magaininl wird 1987 von Zasloff in den Hautdriisen und Eingeweiden des siidafrikanischen
Klauenfrosches Xenopus laevis entdeckt [Zas 87]. Dieses Peptid ist ein Bestandteil des Im-
munsystems. Der Name wurde in Anlehnung an das hebriische Wort fiir Schutzschild gege-
ben?. Magainine zeigen ein breites Spektrum antibiotischer Aktivititen sowohl gegen Gram-
negative (z.B. E.coli) als auch gegen Gram-positive (z.B. Streptokokken) Bakterien, dariiber-
hinaus auch gegen Pilze und Protozoen. Bei Protozoen verursachen Magainine schon in sehr
geringen Konzentrationen eine osmotische Lyse, was mdoglicherweise auf eine Unterbrechung
des Fliissigkeitstransports durch die Zellmembran zuriickzufiihren ist (Jakubke [Jak 96], An-
hangl, Kurzlexikon). Magainin erzeugt einen Ausflufl von intrazelluliren K*-Tonen. Eine di-
rekte Begleiterscheinung ist die Herabsetzung der Lebensfihigkeit der Zelle. Der eigentliche
letale Effekt scheint, nach vorausgegangener Auflosung der dufleren Membran, die Depolari-
sierung der inneren Membran zu sein [Mats 97/1, Jur 89, Oht 92].

Dariiberhinaus repréisentieren Magainine zusétzlich zum Immunsystem ein spezielles chemi-
sches Abwehrsystem gegen Infektionen. Im Zusammenspiel mit dhnlichen Peptiden wie PGLa

8Das Antibiotikum Penicillin greift in den Stoffwechsel des Bakteriums ein. Es verhindert dabei die
Vernetzung von Mureinmolekiilen, die fiir die Festigkeit der Zellwand wichtig ist. Die Resistenz kommt
daher, dafl Bakterien das Enzym Penicillinase bilden kénnen und somit einen Teil des Penicillins ndmlich
den S-Lactamring spalten kénnen und es damit unwirksam machen.

9 Ahnliche Stoffe (Defensine) finden sich auch beim Menschen [Bom 91, Mal 95]
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oder 3-Lactam zeigen sie einen Synergieeffekt. Das heifit, die Wirkung im Beisein des jeweils
anderen ist gegeniiber der gleichen alleinigen Wirkkonzentration verstérkt [Wes 95]. Die an-
tibakterielle Wirkkonzentration gegen prokaryotische Bakterienzellen liegt in der Grofen-
ordnung von 10-100 ug/ml. Die selektive hiamolytische Wirkung gegeniiber eukaryotischen
Wirtszellen beruht auf der deutlich hoheren Wirkkonzentration von 1 mg/ml [Mal 95, Zas 87,
Zas 88, Che 88, Bes 90, Mats 97/1]. Die meisten himolytischen Peptide besitzen zusitzlich
zur hdmolytischen auch antimikrobielle Eigenschaften, wo hingegen die Menge der antibak-
teriellen Peptide selektiv gegen prokaryotische Zellmembrane wirkt [Wie 97D].

Pharmazeutisch interessant ist ferner die selektive, lytische Wirkung auf Tumorzellen [Cru 91,
Ohs 92, Sob 95, Bak 93], die Gegenstand weiterer Untersuchungen ist [Hai 95].

2.4.1 Struktur von Magainin

Ein Magaininmolekiil besteht aus 23 Aminosdureresten. Das natiirlich vorkommende Ma-
gaininl hat die Aminosdurensequenz GIGKF LHSAG KFGKA FVGEI MKS-CON H,. Ma-
gainin2 mit leicht veréinderter homologer Aminosidurensequenz GIGKF LHSAK KFGKA
FVGEI MNS-CON H, wird synthetisiert. Magainine treten in wifiriger Losung als stati-
stisches Knéduel auf [Ges 97, Hol 88, Sip 92]. Erst im Kontakt mit Phospholipiden bildet
sich die amphiphatische a-helikale Sekundéirstruktur [Mar 88] aus'®. Der Nachweis erfolgte
mit mehreren Untersuchungsmethoden wie zirkularem Dichroismus (CD) [Lud 94, Mats 89,
Mats 91, Wie 96, Mats 97/2, Mats 98/1, Mats 98/2], Ramanspektroskopie [Wil 90, Jac 92,
Hir 96] und magnetischer Kernspinresonanz [Bech 93]. Die Aminosidurereste sind auf einer
rechtshindigen a-Helix so angeordnet, daf} eine Seite hydrophob, die andere Seite aber hydro-
phil und positiv geladen ist (4 Nettoladungen pro Peptid bei neutralem pH). Das Peptid ist
fast vollig a-helikal. Dieses Strukturmotiv tritt bei antibakteriellen Peptiden héufig auf und
ist offensichtlich das entscheidende Strukturmotiv bei der cytotoxischen Lipidwechselwirkung
von Magainin. Ersetzt man némlich einige der Aminoséureresiduen durch deren D-Isomere,
so wird die Helix nicht mehr ausgebildet und die antimikrobielle Eigenschaft geht verloren
[Che 88]. Die Helix ist im mittleren und C-terminalen Bereich (9.-21. Aminosduregruppe)
sehr stabil und etwas schwicher im N-terminalen Bereich [Wie 96, Wie 97D]. Abbildung 2.2
auf der nichsten Seite zeigt schematisch ein Magainin2 -Molekiil in der Frontansicht (helical
wheel representation). Die hydrophoben/-philen Aminoséiurereste sind in weifler bzw. grauer
Farbe unterlegt. Die schwarzen Kreise zeigen kationisch geladene Reste an.

10Tm organischen Losungsmittel Trifluorethanol (TFE) hat es ebenfalls diese Sekundirstruktur [Buc 98],
die der Struktur bei Anlagerung an die Membran &hnlich sein soll [Ges 97, Hol 88]
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Abbildung 2.2: Verschiedene Darstellungen eines helikalen Magainin2 -Molekiils. a) Sche-
matische Darstellung in der helical wheel representation. Fiir die Aminosdurereste wurde der
Ein-Buchstabencode verwendet (sieche Anhang 5.26 auf Seite 92). Hydrophobe Reste sind
weif}, polare Reste grau und kationische Reste schwarz dargestellt. Die rote Fliche stellt
die hydrophobe Seite, die blaue entsprechend die hydrophile Seite des Magainin2 Molekiils
dar [Mats 99, Dat 99]. Die wellige Linie deutet die Membranoberfliche an. b) Modell eines
Magainin2 -Molekiils aus einer Protein-Datenbank (http://trantor.bioc.columbia.edu/cgi-
bin/STING /frame.pl?2mag, 16.03.2000).

2.4.2 Wechselwirkungsmechanismen von Magainin

Die Wechselwirkung der amphiphatischen Magainin2 -Molekiile mit den amphiphatischen
Lipiddoppelschichten aus hydrophiler Kopfgruppen- und hydrophober Kettenregion wird
kontrovers diskutiert. Beim Wechselwirkungsmechanismus herrscht nur insoweit Uberein-
stimmung, dafl Magainin2 nicht die Peptide und Proteine in der Lipidmatrix angreift, son-
dern vielmehr die Lipidmatrix an sich attackiert [Bes 90, Wad 90]. Hier gehen die Vorstellun-
gen dann aber auseinander. Wéhrend die einen lediglich von einer Peptidanlagerung an die
Membranoberfliche ausgehen z.B.[Bech 93], befiirworten die anderen eine poren- oder kanal-
bildende Wirkung wie im Falle von Alamethicin z.B.[Lud 96]. Ausgangspunkt fiir letzteres
sind Beobachtungen, dafl kiinstlich hergestellte Membrane (z.B. Vesikel, planare Lipiddop-
pelschichten) bei der Einwirkung von Magainin2 durchlissig [Mats 89, Mats 91, Gom 93,
Cru 92] werden. Es wird eine schrittweise Leitwerterh6hung beobachtet [Duc 89]. Aufierdem
steigt die Leckrate kiinstlicher Liposome; sie steigt linear mit der Peptidkonzentration an
[Ep 99]. Es zeigt sich, dal der Ausflul aus Liposomen stark an die Eigenschaften anionischer
Lipide gekoppelt ist [Mats 98/1]. Liposome aus Phosphatidylglycerol -ein Hauptbestandteil
von mikrobiellen Membranen - reagieren sehr viel empfindlicher auf die Einwirkung von Ma-
gainin als dies zum Beispiel bei Liposomen aus Phosphatidylserin - Hauptbestandteil von
Membranen der Wirbeltiere- der Fall ist. Dies deutet moglicherweise darauf hin, daf§ auch
andere Eigenschaften die Leckrate beeinfluflen. Ein gewichtiger Faktor konnte die Membran-
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kriimmung sein [Mats 98/1, Ep 98, Pol 97/2].

Das barel stave Modell

Zur Erkldrung wird gerne das einfache Bild des barel stave oder helical bundle Modells
[San 91] herangezogen. Das klassische Modell geht davon aus, dal mehrere helikale Pep-
tidmonomere sich zu oligomeren Kanilen oder Poren zusammenlagern. Die helikale Achse
der Peptide steht mehr oder weniger senkrecht zur Membranoberfliche. Die hydrophilen Sei-
ten der Peptide sind zum Poreninneren hin orientiert, die hydrophoben Seiten zeigen nach
auflen und sind zwischen den hydrophoben Lipidketten verankert. Der Begriff Kanal wird
vorzugsweise bei Peptiden verwendet, die reproduzierbare, unterscheidbare Leitfihigkeits-
stufen bei Membranen ausbilden. Das am besten studierte Peptid mit dieser Eigenschaft ist
Alamethicin mit der Aminosdurensequenz ac-UPUAU AQUVU GLUPV UUEQF-QH aus
der Familie der Peptaibolen'!. Die Alamethicin-Poren sind gut definiert und reproduzierbar
schaltbar. Man spricht dagegen von Poren wenn die Reproduzierbarkeit nur diirftig gegeben
ist. Im Falle von Magainin ist dies der Fall [Dat 96].

Abbildung 2.3: Beim barrel-stave Modell bilden mehrere Peptide eine oligomere Pore. Die
hydrophilen Seiten zeigen zueinander, wihrend die hydrophoben Seiten mit den Acylketten
der Lipide in direktem Kontakt stehen. Der klassische Vertreter fiir diesen Wechselwirkungs-
mechanismus ist das Peptid Alamethicin .

Das wormhole Modell

Von Matsuzaki wurde fiir Magainin eine etwas modifizierte Porenbildung vorgeschlagen
[Mats 95, Mats 96]. Dieses Modell tritt auch unter dem Namen toroidal Modell auf [Lud 96].
Die Pore hat nicht die einfache barel stave Form. Allerdings ist das wormhole Modell dem
barel stave Modell sehr dhnlich. Im Gegensatz zum barrel stave Modell, bei dem nur Peptide
an der Porenbildung beteiligt sind, besteht beim wormhole Modell die Pore aus Peptiden
und Lipiden. Zwischen den Peptiden kommen zusétzlich Lipidkopfgruppen zum Vorschein.

HUPeptaibolen zeichnen sich durch ihren hohen Anteil an Aib aus. Der Name kommt daher, da8 diese
Gruppe einen 1,2 amino-Alkohol am C-terminus trigt. Die Sekundérstruktur ist 319 helical [Ep 99].
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Dieses Modell wird hauptséchlich von der Tatsache genéhrt, dal Magainin die transmembra-
ne flip-flop Rate sowohl von Peptiden als auch Lipiden erhoht [Ep 99]. Der Durchmesser der
Poren wird in der GroBenordnung von 20-30 A angegeben [Lud 96]. Dariiberhinaus sollen die
Poren als zweidimensionale, quasi-fliissige Phase wie harte Scheiben in der Membranebene
korreliert sein [Lud 96].

Abbildung 2.4: Das wormhole Modell ist dem barrel-stave Modell in seiner Struktur sehr
dhnlich. Zusétzlich kommen zwischen den Peptidmonomeren einzelne Lipidkopfgruppen zum
Vorschein.

Diese Modelle erkliaren zwar in plausibler Form das Auftreten einer Leckrate konnen aber
deren Séttigung nach etwa 10 Minuten [Mats 95] nicht erkléren. Nicht zuletzt deshalb ist die
Existenz morphologisch stabiler, oligomerer Poren als Hauptwirkungsweise ist nicht unange-
fochten. Matsuzaki schligt daher folgenden Mechanismus vor z.B. in [Mats 99]: Magainin2
lagert sich zunéchst parallel an die duflere Halbmembrane an. Wegen der dadurch entstan-
denen Asymmetrie kommt es zu Instabilitdten und zu einer temporéiren Porenbildung, bei
der Magainin2 das Konzentrationsgefille zwischen innerer und duflerer Halbmembran et-
wa innerhalb 10 Minuten ausgleicht. Danach ist wieder die parallele Membranorientierung
die Mehrheitspopulation. Ausdriicklich ist damit aber in keiner Weise eine Minderpopulati-
on ausgeschlossen, die intermediére transmembrane Poren ausbildet. Es ist aber wichtig im
Gedéchtnis zu behalten, dafl ein gewisser Zustand unter Umstidnden nur eine Momentauf-
nahme darstellt [Mats 99].

Das in-plane diffusion Modell

Modelle mit transmembraner Orientierung der amphiphilen Peptide sind nur schwer mit
experimentellen Beobachtungen von kurzkettigen Peptiden (8-22 Residuen) in Einklang zu
bringen. Diese Peptide zeigen die stirkste antibiotische Aktivitéit, wenn sie vornehmlich aus
11-15 Leucinen und Lysinen bestehen [Blo 92]. Genau diese Peptide sind aber zu kurz um
die Membran zu durchspannen. NMR, und IR Spektroskie bestétigen eine parallele Orien-
tierung zur Membranoberfliche [Bech 99, Cas 99]. Das magainin-&hnliche Peptid LAH4 hat
eine deutlich hohere antibiotische Aktivitét bei paralleler Orientierung (niedriger pH-Wert)
als bei transmembraner Orientierung (pH=0) [Vog 99]. Auflerdem zeigen spektroskopische
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Messungen mit N Festkorperkernspinresonanz an orientierten Phospholipidmembranen,
daf§ sich Magainin bei Konzentrationen von 0.8 - 3 mol % parallel zur Membranober-
fliche anlagert und dabei mit den Aminosdureresten 2 bis 20 in der Membrane verankert ist
[Bech 92, Bech 93, Bech 96, Bech 98]. Dariiberhinaus soll Magainin im membrangebunde-
nen Zustand als Monomer vorliegen [Schue 97]. Fluoreszenz Energietransfer Messungen an
Magainin-Analogen zeigen, daB das Peptid etwa 10 A von der Mitte der Lipiddoppelschicht
entfernt lokalisiert ist [Mats 94] und demnach in der Kopfgruppenregion liegt. Monte-Carlo
Simulationen bestétigen dies [Mil 93]. Das Volumen wird aus Molekulardynamikrechnungen
mit 3500 A% angegeben [Lud 95]. Bei einer Axiallinge von 34.5 A erhiilt man damit einen
effektiven Durchmesser von 10-12 A . Durch das Anlagern von Magainin2 wird die hydro-
phile Kopfgruppenregion beiseite gedriickt. Das Peptid ist aber zu diinn, um wenigstens
eine Halfte der Doppelschicht vollstédndig zu fiillen. Der entstandene Raum in der hydropho-
ben Kettenregion wird durch benachbarte Lipidketten aufgefiillt. Dadurch wird die Membran
im Mittel diinner [Lud 95, Mue 99]. In [Lud 95] wird ein linearer Zusammenhang zwischen
Peptidkonzentration und Membrandicke dargelegt.

Abbildung 2.5: Das in-plane diffusion Modell geht von einer parallelen Anlagerung des Pep-
tides an die Membran aus. Das Peptid ist in seinem Durchmesser zu klein, um wenigstens
eine Hilfte der Doppelschicht vollsténdig zu fiillen (siehe auch Abbildung 2.6).

Auf molekularer Ebene betrachtet sieht die Einbettung des Peptids wie eine konische Ein-
bettung in die Lipidschicht aus. Die Lipide verhalten sich wie invertierte Kegel, um die
peptidinduzierte Verspannung in der Membran zu kompensieren'? [Mats 98/1, Wie 97]. Es
entstehen um jedes Magainin2 -Molekiil Verzerrungsfelder, die bis zu 100 A Durchmesser
haben konnen [Bech 97]. Wenn sich diese diffusen Einheiten innerhalb eines kritischen Radius
annihern, konnen sich lokal Instabilitéiten aufbauen, die dann zu durchgéingigen Offnungen in
der Membrandoppelschicht fiihren [Jur 94, Gom 93]. Verschiedene Modelle der statistischen
Physik von Membranstapeln, in denen Peptide als Einschliisse (engl. inclusions) behandelt
werden, sagen eine Zunahme der Fluktuationen durch verédnderte Elastizitidtseigenschaften
voraus [Sens 97/1, Sens 97/2, Netz 97]. Das Fluktuationsspektrum bleibt der Theorie nach
im Wesentlichen durch die Caillé-Theorie beschreibbar [Cai 72].

12[0kal wird eine positive Kriimmung der Membran verursacht.
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Abbildung 2.6: Durch die Fehlpassung des Peptids mit der Lipiddoppelschicht entstehen
langreichtweitige Verzerrungsfelder. Wenn solche Instabilitdten aufeinander treffen, kénnen
Membrandefekte entstehen.

Das detergenz-like und das carpet Modell

Bei hohen Konzentrationen 148t sich die cytolytische Wirkung auf Membrane am leichtesten
mit der membranzerstérenden Wirkung von antibiotischen Peptiden erklaren. Die Auflésung
der Lipid-Doppelschicht hebt eine kiinstliche Barriere auf. Die zuvor existierenden elektro-
chemischen Gradienten steuern dem Gleichgewicht zu. Cytoplasmatische Bestandteile der
Zelle werden freigegeben und der Energiehaushalt der Zelle wird massiv gestort. Dies be-
deutet fiir die Zelle letztlich deren Tod. In dhnlicher Weise héingt der Ausflufl von Fluores-
zenzfarbstoff aus kiinstlich hergestellten Vesikeln mit der membranauflésenden Wirkung von
membranaktiven Peptiden zusammen. Der Startschuf} féllt bei einer Konzentration von 3
mol % [Gra 92]. Bei dieser Konzentration entfalten auch Detergenzien wie etwa Triton X-
100 oder Octylglycosid deren Wirkung [Gra 92, Mats 95]. Die Zugabe von Magainin2 {iber
die Konzentration von 2 mol % hinaus zeigt eine Auflosung des Peptid-Membranverbundes
und Membranteile orientieren sich senkrecht zur urspriinglichen Oberfliche. Der Nachweis
erfolgte mit 3'P NMR, [Wil 90, Bech 99]. Ein #hnliches Verhalten wird auch mit Lysolipiden
[Ino 77] oder Detergenzien [Sand 90] beobachtet.

Dariiberhinaus verbleibt als Alternative zu den vorgeschlagenen Modellen noch das carpet
Modell. Manche Peptide (Dermaseptin, Creopin, Pardaxin [Pou 92, Gaz 94, Gaz 95, Ore 96])
verursachen eine unspezifische Auflésung der Membran bei hoher Peptidkonzentration. Der
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carpet-like Mechanismus geht von einer parallelen Peptidanlagerung an die Membran aus.
Durch die sehr hohe Peptidkonzentration (in der GréBenordnung P/L = 1:7 [Gaz 95]) kann
eine Peptidmonolage gebildet werden, die die Doppelschichtstruktur derart stort, dal sich
durchgehende Fehlstellen bilden konnen. Bei Erreichen einer bestimmten Konzentration kann
die Membran dann in Stiicke zerreiffen [Ore 98]. Als intermediéire Phase kann eine Porenbil-
dung &hnlich dem wormhole Modell auftreten [Ore 98], die aber nicht sehr wahrscheinlich
scheint [Pou 92].

2.5 Energiebetrachtungen der Membran-Peptid Wech-
selwirkung

Eine detailierte Betrachtung aller Wechselwirkungsterme bei der Porenbildung ist nicht zu-
letzt durch den komplizierten Aufbau der Membrandoppelschicht und deren hochdynami-
sches Verhalten nahezu unmoglich. Trotzdem fiihrt Bechinger [Bech 97] Uberlegungen an,
die ohne die genaue Kenntnis einzelner Details zumindest eine grobe Abschidtzung freier
Energiebeitréige liefern. Eine parallele Lage des Peptids befriedigt sowohl die hydophobe, als
auch die elektrostatische Wechselwirkung. Vom physiochemischen Standpunkt ist sie daher
eine energetisch giinstige Ausgangsposition. Im Gegensatz dazu steht der oligomere, kanal-
bildende Zustand mit vornehmlich hexameren Poren [Duc 89|, der unter Umsténden aber
relativ instabil ist. (Als Peptidkonzentration wird, soweit nicht anders lautend, immer 1 mol
% Peptid vorausgesetzt.)

Elektrophysiologische Experimente sind auf Flichendichten transmembraner Poren von einer

2

Pore auf eine Fliche von 107® — 107 m? empfindlich. Ausgehend von einer 1 mol % igen

Peptidkonzentration errechnet man in dieser Fliche eine Peptidzahl von ungefihr 3-10%. Aus
der Beobachtung genau einer n-oligomeren Pore P, schliefit man, dafl die Gleichgewichts-
konstante K fiir das chemische Gleichgewicht der Gleichung

n-P <+ P, (2.1)

den Wert, 1/[P]" nicht iibersteigen sollte. Fiir hexamere Poren (K < 10°') erhilt man damit
fiir die freie Energie

AG < RTIn(K) = 300k.J/(mol Hexamer). (2.2)

Nun stellt sich die Frage, welchen Einflu die hydophobe Wechselwirkung bei der Bil-
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dung einer Pore nehmen kann. Diese Wechselwirkung ist fiir die Bindung des Peptides an
die Membran sehr wichtig. Die Umordnung von einem parallelen zu einem kanalformen-
den transmembranen Bindungszustand mit einer wassergefiillten Pore sollte aber in erster
Néherung nichts dndern. Die hydrophilen Seitenketten sind vor und nach der Umordnung
in direktem Kontakt mit Wasser. Andererseits kdnnen sich Seitenketten dann in marginal
verdnderter Sekundérstruktur anordnen und es ist ein Energieverlust je nach Literaturquelle
[Ben 96, Tan 90] zwischen 70 J/(mol A?) und 125 J/(mol A?) zu erwarten.

Dieser Wert ist aber unter dem Gesichtspunkt einzuordnen, dafl er aus Tabellen stammt, die
eine Wechselwirkung zwischen Wasser und Ol zu Grunde legen.

Wesentlich bedeutsamer ist die Betrachtung der elektrostatischen Energie. Jedes Magainin-
Molekiile trigt eine vierfach-positive Ladung. Bei einer Peptidaggregation in Poren zeigen
dann gleiche Ladungen der Magaininmolekiile zueinander. Durch elektrostatische Wechsel-
wirkung stoflen sie sich ab. Die elektrostatische Energie kann abgeschitzt werden, indem
man (z-e) Ladungen, die vorher willkiirlich auf der Membranoberfliche verteilt waren, auf
einem Zylinder mit der Linge 1 und dem Porenradius R, anordnet. Geometrische Uberle-
gungen zeigen, daf ein hexamerer Kanal etwa 30 A hoch ist und einen Radius Ry von etwa
4-5 A hat. Unter der Annahme, daB die jeweils 4 Lysine und der N-Terminus geladen blei-
ben und die Hystidine ihre Ladungsneutralitit beibehalten, wiirde bei Magainin2 solch ein
Kanal dann aus 30 positiven und 6 negativen Ladungen bestehen. Dies fiihrt damit zu einer
abstoflenden elektrostatischen Energie von:

W = (ze)?/2l7meoe, - ln(%) ~ 1000k.J/(mol Hexamer). (2.3)

0

go und ¢, haben ihre gewdhnliche Bedeutung. Rgg ist der Abstand gleichméBig auf der
Membranoberfliche verteilter Peptide. Der Wert hingt also vom molaren Verhéltnis der
membrangebundenen Peptide ab.

Natiirlich kann der Wert der elektrostatischen Energie durch Umladung der Aminosiurere-
siduen wihrend der Aggregation entsprechend der Gleichung

aa” <> aa+ H" (2.4)

herabgesetzt sein. Damit erhoht sich aber die freie Energie:

AG = n;RTIn(r) + 2.3RTY;(pK; — pH). (2.5)

n; ist die Anzahl geladener Seitenketten vom Typ i, r ist das kleinste Verhéltnis geladener
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Seitenketten, bei dem ein Aufenthalt zwischen den Lipiddoppelschichten noch denkbar ist.
Die Energie édndert sich linear mit der Differenz zwischen pH und pK-Wert der Aminosaure.
Bei neutralem pH ist die Energie pro Lysin (pK=10) 30 kJ/mol und fiir den N-Terminus
(pK=8.5) 20 kJ/mol. Unter der Annahme, dafl in einer hexameren Pore ein Magainin2 -
Molekiil geladen bleibt macht das dann nur etwa 60 % der elektrostatischen Energie aus.

Eine treibende Kraft fiir Porenbildung kann aus der Fehlanpassung zwischen der hydropho-
ben Peptidseite mit der Lipiddoppelschicht abgeleitet werden. Es wurde gezeigt dafl ein zu
grofier Unterschied zu Aggregation und Doménenbildung fiihrt [Bech 96/2, Lud 95, Mou 84,
Pol 97]. Es bleibt aber unklar, ob dieses Verhalten etwas mit der antibakteriellen Eigenschaft
zu tun hat [Ep 99]. Die Energien sind hier im Bereich einiger kJ/mol.

Bei der Peptidaggregation werden nun auch Freiheitsgrade der Peptide beschnitten. Im Ge-
gensatz zum transmembranen, oligomeren Bindungszustand hat man im parallel gebundenen
Zustand wenigstens zwei Freiheitsgrade der Bewegung in der Membranoberfliche und einen
Rotationsfreiheitsgrad mehr. Durch eine Verminderung der Freiheitsgrade wird die entropi-
sche Energie erhoht. Fiir n Magainin2 -Molekiile bedeutet dies

AG = (n — 1) - 100k.J/mol. (2.6)

Die Dipol-Abstoflung zwischen parallel-angeordneten Helizes trigt ebenfalls einige kJ/mol
bei, die eine Peptidaggregation unwahrscheinlich machen [Edm 85, Eis 91, Gil 89].

Die Wechselwirkung des helikalen Dipolmoments g mit einem transmembranen elektrischen
Feld E wirkt hingegen fiir eine Umordnung férderlich. Der Energiegewinn ist dabei:

~AG =Ny -pu-E = Ny-15eA - 200mV/30A = 10k.J/mol. (2.7)

N, ist die Avogadrosche Zahl und 1 = 15 eA ist ein typischer Wert fiir kanalbildende Po-
lypeptide.

Ebenfalls zu einer Senkung der Energiebilanz in der Groflenordnung von -25 kJ/mol trigt
die Ausbildung intermolekulare Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Helizes in einer Pore
bei [Eng 86, San 92|. Der Nettogewinn ist aber vernachléssigbar, da fiir deren Ausbildung
Wasserstoffbriickenbindungen von Ketten mit dem Wasser aufgegeben werden miissen. Fiir
Alamethicin wurden solche Wasserstoftbriicken zwischen Glx-Aminosadureresten vorgeschla-
gen siehe z.B. [San 93].

Die Summe aus hydrophoben und elektrostatischen Termen liefert fiir Magainin2 die ungiinsti-
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ge Energie von 1100 kJ/mol fiir den transmembranen Bindungszustand. Bechinger betont
aber weiter [Bech 97], da§ auf Grund fehlender Daten keine Aussagen iiber van-der-Waals
Wechselwirkungen'® getroffen werden konnte. Selbst wenn man sich fiir die weitere Betrach-
tung der Werte von Alamethicin bedient (< 600k.J/mol) und auf Magainin2 {ibertréigt,
bleibt die Abschétzung zu grob. Eine Porenbildung scheint zwar energetisch nicht besonders
giinstig zu sein, kann aber auch nicht explizit ausgeschlossen werden.

Zusitzlich zu den angestellten Uberlegungen ist dann noch der Beitrag elastischer Verspan-
nungen zu beriicksichtigen [Hua 95]. Fiir eine véllig glatte Lipiddoppelschicht, die aus zwei
identischen Monolagen (im Gleichgewichtsabstand 2a) besteht wird die Deformationsenergie
bei der Auslenkung aus der mittleren Ruhelage M(x,y) mit

f=aB(=)*+ %(AD)2 + %(AM — Co(z,y))? (2.8)

a

angegeben. Die elastischen Konstanten sind wie iiblich mit B und K, beriicksichtigt. D(x,y)
ist die Gesamtschichtdicke und Cy(z,y) die spontane Kriimmung. Die Deformation der Dop-
pelschicht mufl der Bedingung

B K.
;D + 7(AD)2 =0 (2.9)

geniigen. Der eindimensionale (aber hier wenig hilfreiche) Fall wird explizit gelost. Beim
3-dimensionalen Fall wird eine kurze Energiebetrachtung angestellt, die zwei Teile umfaft.
Die Deformationsenergie —eg bei gegebener Peptidkonzentration und die Energie fiir die
Bindung an die Membranoberfliche f,, miissen in der Summe kleiner sein, als die freie
Energie fiir den transmembranen Einbau €;,serti0n:

—€B + fM < —€Insertion (210)

Zur Kldrung der Frage nach einer Porenbildung wird letztlich lediglich eine empirische
Bestétigung fiir eine Porenbildung angefiihrt. Dazu benutzt der Autor Huang [Hua 95] die
Beobachtung dafl bei einer Peptidkonzentration von P/L = 1/150 mit einer Deformations-
energie fi; = FM noch kein transmembraner Bindungszustand beobachtet werden konnte.
Dementsprechend ist

13In Lipiddoppelschichten trigt nur der Unterschied der van-der-Waals Wechselwirkung zwischen Peptid-
Peptid und Peptid-Lipid zu einer Aggregation bei [See 91].
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—€p + F(l) < —€Insertion (211)

noch nicht erfiillt und es gibt hauptsichlich den oberflichengebundenen Zustand. Die Defor-
mationsenergie nimmt dann aber linear mit der Konzentration zu und die Deformationsen-
energie erreicht schliellich einen Wert, bei dem

P
—€p + C(Z)F(l) < —€Insertion (212)

erfiillt wird und schlie3t daraus, dafl ab einer bestimmten Konzentration ein transmembraner
Zustand der Peptide energetisch giinstiger ist.

Im Ergebnis kann festgehalten werden, das der zu Grunde liegende Mechanismus der Wir-
kung von Magainin2 noch weitgehend ungeklért ist.
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Kapitel 3
Untersuchungsmethoden

Die experimentelle Untersuchung erfordert Methoden, die sensitiv auf den entsprechenden
Lingenskalen (nm-Bereich) sind. Bei dem zu untersuchenden System handelt es sich um ein
biologisch relevantes System, das auch in einem biologisch relevanten Zustand untersucht
werden sollte. Bei biologischen Membranen ist dies der fluide L, - Zustand. Typischerweise
untersucht man hier unter Normaldruck, hoher Luftfeuchtigkeit um 100 % relative Luft-
feuchte und Temperaturen um 40 °C. Auf Grund der Weichheit dieser Materie scheiden
rasterkraftmikroskopische Methoden aus. Es wurde versuchsweise eine DMPC-Probe unter-
sucht. Im Gel-Zustand Pj wurden brauchbare Daten gewonnen, die im Abschnitt AFM 3.4
auf Seite 43 gezeigt werden. Der Wechsel in die fluide L, Phase gelang hingegen nicht mehr.
Bei elektronenmikroskopischen Methoden mufi Kontrastierungsmaterial eingesetzt werden,
das das zu untersuchende Membransystem entscheidend verdndert. Die biologische Relevanz
wird also fraglich. Die Streuung von Neutronen- oder Rontgenstrahlung ist beriihrungsfrei
und in situ moglich. Sie ist die klassische Untersuchungsmethode zum Studium struktureller
Eigenschaften kondensierter Materie. In diesem Kapitel werden nun die Grundlagen der in
dieser Arbeit verwendeten Rontgen- und Neutronenstreumethoden dargestellt. Grundsétz-
lich sind beide Methoden gleichwertig verwendbar. Erst in der Zusammensetzung ihrer Kom-
plementaritit sind weitergehendere Aussagen moglich, als jede Methode fiir sich allein bieten
konnte. Die physikalische Natur beider Methoden ist verschieden. Rontgenbeugung findet an
Elektronen statt. Entsprechend benétigt man fiir die Herleitung die Maxwell Gleichungen.
Neutronen werden am Kern gestreut. Der Ansatz erfolgt daher iiber die stationére Schrodin-
gergleichung. Trotzdem kann der Streuformalismus fiir beide Methoden gleichermaflen ver-
wendet werden, wenn entsprechende Analogien beriicksichtigt werden.

Strahlenschiden, die das System w#hrend der Messung verdndern, wurden nicht beobachtet.
Das liegt zum einen daran, dafl dies bei thermischer Neutronenstreuung einfach kein Pro-
blem darstellt. Zum anderen wurde bei Rontgenstrahlung eine hohe Photonenenergie gewéhlt
(typischerweise 20keV). Der wellenlingenunabhéngige Thompsonstreuwirkungsquerschnitt
bleibt dabei gegeniiber niedrigeren Photonenenergien erhalten; der Absorptionskoeffizient,
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der fiir die Ionisierung und damit fiir die Zerstoérung der Probe verantwortlich ist, nimmt
mit der verwendeten Wellenliinge zur dritten Potenz (A*) ab.

3.1 Streugeometrie

In diesem Abschnitt werden die grundlegenden Definitionen beziiglich des Koordinatensy-
stems und der verwendeten Winkelbezeichnungen festgelegt. Abbildung 3.1 veranschaulicht
den nachfolgenden Text.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Streugeometrie an Lipiddoppelschichten. Ein
einziges Lipidmolekiil ist hier mit blauer Kopfgruppe und gelber Kettenregion symboli-
siert. Die rot-weiflen Pfeile stellen den einfallenden Strahl k;, bzw. ausfallende Strahlen in

Reflexions- (E?EF Jund ,grazing incidence diffraction‘- Geometrie (E?ID ) dar.

Das Koordinatensystem wird so gewéhlt, dafl die positive z-Achse parallel zur Probennorma-
len zeigt. Die x-Achse steht dazu senkrecht und zeigt in Richtung des einfallenden Strahls.
Zusammen mit der y-Achse ergibt sich ein rechtshindiges Koordinatensystem.

Ein einfallender Strahl der Wellenlénge A entsprechend dem Wellenvektor k; definiert zusam-
men mit der Oberflichennormale der Probe die Einfallsebene. Der Strahl trifft unter dem
Winkel «; auf die Oberfliche und wird von der Probe unter einem Winkel ay zur Oberfliche
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und einem Winkel 26 senkrecht zur Einfallsebene gestreut. Dabei wird die durch den Streu-
prozef verursachte Impulsdifferenz ) zwischen Anfangszustand |k; > und Endzustand |k; >
der Rontgenquanten ausgenutzt, um die Strukturamplitude des zu untersuchenden Systems

—

mit Hilfe der gestreuten Intensitéit I(Q)zu bestimmen:

IQ) ~ [FQ)P mit F(G)= [ 9 pir B.1)

av
und Q:Ef—gi bzw. Q':E}—E;.

Der auflerhalb der Probe ermittelte Impulsiibertrag @ ist dabei nicht in jedem Fall identisch
mit dem Impulsiibertrag @’ in der Probe. Die durch Brechung der ein- und ausfallenden
Wellen verursachten Abweichungen werden dann signifikant, wenn Ein- oder Ausfallswinkel
der Strahlung auf die Probenoberfliche in der Grélenordnung des kritischen Winkels der
Totalreflexion sind. Ist hingegen keiner der verwendeten Winkel in der Gréflenordnung des
kritischen Winkels so kann Q" = @ angenommen werden.

In Komponentenschreibweise stellt sich der Impulsiibertrags- oder Streuvektor Cj folgender-
maflen dar :

e = QTW (cos(20) cos(ay) — cos(a))
q = 2% cos(ay) sin(2 ) (3.2)
@ = QTW (sin(ay) + sin(ay))

Der laterale Impulsiibertrag ist g (3.3)

I
)
8

N
+
=
<
N

Die Strukturamplitude F(Q') stellt gemi$ Gleichung 3.1 die Fouriertransformierte der Orts-
raumelektronendichte p(7) dar. Wie iiblich analysiert die Fouriertransformation die Periodi-
zitdten der Ladungsverteilung im Ortsraum, aber auch Abweichungen davon.

Unter der spekuldren (spiegelnden) Bedingung in der Reflexionsebene (Einfallswinkel o; =
Ausfallswinkel of) ist die gemessende Intensitét in der Regel am hochsten. Im Idealfall eines
einfallenden Strahls mit verschwindender Divergenz (perfekte, ebene Welle) und eines lateral
vollig homogenen Schichtsystems ist die g, Richtung der einzige Triger endlicher Intensitét
im reziproken Raum. Die regelméflige lamellare Struktur (Wiederholungsabstand d) fiihrt
bei ¢, = n 2w /d zu den Bragg-Maxima (bzw. quasi Bragg-Maxima). Erst die Existenz la-
teraler Unordnung, wie sie z.B. durch eine rdumlich fluktuierende Grenzflichen gegeben ist
fithrt zu einer diffusen Intensitétsverteilung in die beiden {ibrigen Richtungen (g, ¢,). Kor-

'Dies gilt zunéchst nur im (Vakuum-) Laborsystem. Beim Wechsel in das Probensystem sind Brechungs-
effekte zu beriicksichtigen. Entsprechend dem Snelliusschen Gesetz miissen die gemessenen Einfalls- und
Ausfallswinkel dann relativ zur Probe berechnet werden. In Kapitel 5.1 wird dies explizit verwendet.
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relierte Fluktuationen der Membranstapel verschmieren die Intensitétsverteilung in diffusen
Ebenen um die eigentlichen Bragg-Maxima (engl. Bragg sheets). Aus der diffusen Streuung
erhilt man Aussagen iiber laterale Strukturgrofien der fluktuierenden Grenzfliche, das heifit
iber die Hohenkorrelationsfunktion. Die spekuldre Richtung hingegen gibt Auskunft iiber
Strukturgrofien wie etwa Schichtabstdnde und Dichteinhomogenitédten der Schichten.

Abb. 3.2 zeigt schematisch den reziproken Raum eines multilamellaren Membranstapels.

S

' Braggsheets '

d?

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Intensititsverteilung von mulilamellaren Mem-
branstapeln im Reziproken Raum. Die periodische Struktur der Membranen mit Abstand
d im Realraum fiihrt bei ¢, = n 27/d zu den sogenannten Bragg-Maxima. Lateral fluktu-
ierende Grenzflichen verschmieren die zunichst deltaférmige Intensititsverteilung entlang
der ¢,-Achse zu den sogenannten Bragg sheets in g, und g, - Richtung. In der Umgebung
der beiden halbkugelformigen Laue-Bereiche (o; < 0 oder ay < 0 ist die Intensititsvertei-
lung durch Brechungseffekte nach oben, bzw, nach unten verbogen. Die rot eingezeichneten
Spuren stellen spezielle Mefimodi dar. Sie werden im Text erldutert.

Idealerweise wiirde man nun in einem Beugungsexperiment den gesamten reziproken Raum
mit beliebig guter Auflésung vermessen, um einen vollstdndigen Datensatz zu erhalten. Ne-
ben den zu Verfiigung stehenden MeBzeiten limitieren physikalische Uberlegungen dieses
Vorhaben: Der zugéngliche Bereich des Impulsiibertrags ist durch mehrere Tatsachen ein-
geschrinkt. Zunéchst kann nach der Ewaldkonstruktion der Absolutbetrag trivialerweise
hochstens gleich dem doppelten Eingangsimpuls 47 /A sein. Bei Absorption im Substrat,
werden zusétzlich die beiden durch die Randbedingungen o; < 0 und ay < 0 definierten
Laue-Halbkugeln zu ’verbotenen’ Bereichen. Dadurch lassen sich bei kleinen ¢, Werten in
der Einfallsebene keine hohen Werte von ¢ erreichen. Durch Detektorpositionen auflerhalb
der Einfallsebene werden hohe laterale Impulsiibertrige moglich, allerdings durch eine end-
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liche Winkelauflésung unter Verlust der auflergewdhnlich hohen Auflésung, durch die die
Einfallsebene ausgezeichnet ist. Neutronen bieten durch eine meist vernachlédssigbare Ab-
sorption im Substrat einen Vorteil, der sich z.B. fiir Rastermessungen der diffusen Streuung
nutzen l&8t.

Dariiberhinaus beschréinken auch noch die jeweiligen Signal- zu Untergrund-Verhiltnisse
jedes reale Experiment. Kompromisse miissen durch experimentelle Losungen gefunden wer-
den. Hierbei kommt der Streugeometrie eine besonders wichtige Rolle zu, da sie in starkem
Mafle den zugénglichen Bereich wie auch die Auflésung im reziproken Raum bestimmt.

Die gebriuchlichsten Mefmoden sind durch ihre eindimensionale Bahn im reziproken Raum
charakterisiert (sieche rote Spuren in Abbildung 3.2 auf der vorherigen Seite).

Der Reflektivitits-Scan (1) , mit dem man den unter der Bedingung a; = o den spekulér
reflektierten Strahl mifit, zeichnet die Intensitdtsverteilung entlang der ¢,-Achse auf.

Im Offset-Scan (2) wird die o;/as-Eichung absichtlich um einen offset-Winkel Acq; deju-
stiert. Auf diese Weise 1483t sich der diffuse Streubeitrag neben der spekuldren Reflektivitit
messen und fiir den Streuuntergrundabzug unter der spekuléren Reflektivitéit extrapolieren.
Im Rocking-Scan (3) steht der Detektor fest, die Probe wird um eine Drehachse senkrecht
zur Reflexionsebene gedreht, so dafi die Summe o; + o konstant bleibt. Mit dieser Mes-
sung 148t sich die Orientierungsverteilung, also die Mosaizitéit, der Probe bestimmen. Haufig
wird mit einem eindimensionalen ortsauflosenden Detektor (PSD) gemessen. Der PSD mift
gleichzeitig die Intensidtsverteilung entlang einem Detector-Scan (4). Mit Diffraktometer-
steuerprogrammen kénnen auch beliebige andere Bahnen durch den reziproken Raum gelegt
werden. Mehrdimensionale Rastermessungen (engl. reciprocal space mappings (5)) stellen nur
einen Spezialfall dar.

Die verschiedenen Bahnen unterscheiden sich nicht nur durch ihre Lage im reziproken Raum,
sondern auch drastisch in der Auflésung, da die nichtlinearen Gleichungen 3.2 die durch die
Blendeneinstellungen, Einfallsdivergenz, Monochromator usw. vorgegebenen Winkelelemen-
te jeweils ganz unterschiedlich in den Reziproken Raum transformieren [Jeu 96, Sen 99]. So
fiihrt die hohe Auflésung im Rocking-Scan dazu, daf} sich laterale Strukturen auf Lingenska-
len von einigen p untersuchen lassen, wie es in klassischer Kleinwinkelstreuung unmdéglich ist
[Salditt 96]. Gleichzeitig erlaubt die nichtspekuldre MeBgeometrie den Zugriff auf Lingens-
kalen bis hinunter zur Wellenléinge A. Dieser hohe dynamische Bereich ist eine direkte Folge
der Nichtlinearitéit der Gleichungen fiir ¢, und ¢, aus 3.2 2. Beispielsweise fiihrt im Rocking-
Scan eine kleine Anderung im Einfallswinkel a; = o+ Aa (bzw. a; = a F Aa) zu folgenden

2Wegen der zu geringen Primérstrahlintensitit bei Neutronenstreuexperimenten léfit sich diese Dynamik
faktisch allerdings nur mit Rontgenstreumessungen auflerhalb der Einfallsebene erreichen
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Anderungen im parallelen und senkrechten Impulsiibertrag

4 4

Ag, = j:T7r sinasin(Aa) ~ =+ Tﬂ a Aa, (3.4)
4 2

Ag, = —Tﬂ (sincos(Aa) —sina) ~ — Tﬁ (Aa)? . (3.5)

Der Rocking-Scan wirkt in Hinblick auf ¢ gewissermaflen wie ein Vergoflerungsglas. Ahnli-
cherweise ergibt sich im Detector-Scan aus einer Anderung des Ausfallswinkels nur eine sehr
geringe Anderung in q, die jetzt jedoch mit einer grofien Anderung in ¢, verbunden ist,
gemif

Ag, = Y sinasin(Aa) ~ — 5@ Aa , (3.6)
2 2
Ag, = —Tﬂ cosasin(Aa) ~ — Tﬂ Aa . (3.7)

Im ¢,-Scan oder GID-Scan hingegen fiihrt eine kleine Anderung A26 bei konstantem ¢, zu

2 2
Ag, = i% sin(A26) ~ i% A26 . (3.8)

3.2 Meflaufbau fiir Streumessungen

Diffraktionsstreuexperimente, wie sie in der Arbeit vorgestellt werden, haben alle einen dhn-
lichen Messaufbau, der sich von Kleinwinkelstreuexperimenten ein wenig unterscheidet. Es
wird daher lediglich eine Prinzipskizze gezeigt:

/|
\
in-plane \\

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung eines typischen Meflaufbaus bei Diffraktionsstreu-
experimenten.

Nach der Quelle (0) befindet sich eine Doppelkristallanordnung zur Monochromatisierung
der einfallenden Strahlung (1). Durch leichtes Verstimmen der beiden Kristalle zueinander
werden hohere harmonische der Strahlung, fiir die die Braggbedingung ebenfalls erfiillt ist,
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eliminiert®. Uber Absorber kann anschlieBend die Strahlintensitit abgeschwiicht werden(2).
Damit bleibt man im linearen Bereich der Detektorzéhlstatistik und vermeidet aulerdem
eine Schidigung der Detektoren. Ein oder mehrere Blenden(3a,b) definieren den Strahl und
eliminieren gegebenenfalls Streustrahlung von strahlaufwirtsstehenden Blenden. Ab jetzt
befindet sich der Strahl nicht mehr im Vakuum. Als letztes Element vor der Probe befindet
sich immer der Monitordetektor(4). Er detektiert die auf die Probe einfallende Intensitét (5).
Die Probe selbst ist auf einem Goniometer montiert, das mehrere Translations- und Rotati-
onsfreiheitsgrade 5(a-d) aufweist. Nach der Probe hat man nur noch den Detektoraufbau. Er
setzt sich aus der Gesichtsfeldblende (6), einem evakuierten Kollimatorrohr (7) und abschlie-
Bender Detektorblende (8) vor dem Detektor (9) zusammen. Bei den sogenannten ,in-plane‘-
Messungen wird die Probe mit ; und der Detektor mit a; nur in der Einfallebene gedreht
(die Drehachse steht jeweils senkrecht in der Zeichenebene). Die ,out-of-plane‘-Messungen
erfordern Detektorpositionen, bei denen der Detektor in der Zeichenebene sozusagen nach
oben oder unten bewegt wird (20ou;—of—piane steht senkrecht zur Zeichenebene).

3.3 Strukturfaktor

3.3.1 Statistische Beschreibung einer selbstaffinen rauhen Grenz-
flache

Eine einzelne Membran wird als fluktuierende rauhe Grenzflache betrachtet, die sich mit der
Hohenfunktion h(z,y) parametrisieren lasse. Zur statistischen Beschreibung verwendet man
im einfachsten Fall entweder die Hohendifferenzfunktion g(r=(x,y)).

g(r) = ([h(0) — h(r)]) (3.9)

oder die dquivalente Hohen-Hohen-Selbstkorrelationsfunktion C(r)

C(r) = (0h(0) dh(r)). (3.10)

Aus der Definition dieser beiden Korrelationsfunktionen folgt die Beziehung

3Die Braggreflexe dieser htherenergetischen Strahlung besitzen auf Grund von dynamischen Effekten eine
mit zunehmender Energie abnehmende Winkelbreite (die sogenannte Darwinbreite). Sie reagieren folglich
sehr viel empfindlicher auf Verstimmung der Braggbedingung.
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g(r) = 20% — 2¢(r). (3.11)

o ist die mittlere quadratische Rauhigkeit der Grenzfliche. Im Falle einer Replikation der
Morphologie iiber mehrere Grenzflichen hinweg, wird analog die Hohen-H6hen- Kreuzkor-
relationsfunktion

eingefiihrt. Aus der H6hen-H6hen-Selbstkorrelationsfunktion (i = j) kann die laterale Korre-
lationslédnge £ bestimmt werden. Diese gibt an, welche charakteristische Lange die grofite, sich
wiederholende Struktureinheit in der Ebene hat. Die Hohen-Hohen-Kreuzkorrelationsfunktion
(i # j) enthélt die Information iiber welche vertikale Langen, Strukturen bestimmter late-
raler Groflen korreliert sind. Beide kénnen aus dem Strukturfaktor der diffusen Streuung
bestimmt werden.

3.3.2 Strukturfaktor der diffusen Streuung

Eine allgemeine Darstellung findet sich in [Tolan 99] oder [Salditt 95D]. Mit der Annahme
einer Gaufiverteilung fiir h lautet der diffuse Anteil des differentiellen Streuquerschnitts in
Bornscher Nidherung:

do exp[—(¢.)*0?]
dQ (LoLy) (g.)?
/o K /0 “dy (expl(g:)’e(r)] — 1) expl—i(g.x + q,)] (3.13)

L, L, ist die durch den Strahl beleuchtete Fléche .

Fiir den Fall, dafy das System auf groflen Lingenskalen als glatt angesehen werden kann, wenn
also ¢(r) — 0|00 kann man den spekuliren und den diffusen Anteil zum Strukturfaktor
trennen

S(q) = Seper.(q) + Sairr.(q). (3.14)

Die kinematische Beschreibung der Streuung ist nur fiir geringen Streuwirkungsquerschnitt
und grofle Winkel «;,af > «, giiltig, insbesondere wenn Brechungseffekte vernachlifligt
werden konnen. Die erste Ndherung stellt im realen Experiment kein Problem dar, die zwei-
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te Bedingung ist hingegen héufig nicht erfiillt. Die Fresnelsche Transmissionsfunktion #(c; ;)
beeinflufit im Bereich o;,ay ~ o« den Intensitétsverlauf erheblich und fiihrt auf Grund
der resonanten Feldiiberhohung zu den sogenannten Yoneda-Maxima der diffusen Streuung
[Yon 63]. Als reines Brechungsphidnomen ist darin letzlich keine Information iiber die Grenz-
flichenstruktur enthalten. S. Sinha hat gezeigt [Sin 88|, dafl im Rahmen der distorted-wave
Born approzimation (DWBA) der differentielle Streuquerschnitt fiir kleine Winkel neben
einigen Vorfaktoren im wesentlichen in die Fresnelschen Transmissionsfunktionen fiir den
einfallenden bzw. ausfallenden Wellenvektor ¢(c; ;) = (2sina; )/ (sin; s + nsina; ;) und
den Strukturfaktor S(q') faktorisiert:

do
-q ~ (LeLy) [tk [t(ke)” S(a) - (3.15)
Der Strukturfaktor S(q') enthilt die fiir die Hohenkorrelationsfunktion ¢(r) relevante Infor-
mation

S(qs, 4ar @y) = exp[—.@ag];)%ﬂ /000 dr r (exp||d.|*c(r)] — 1) Jo(qr) (3.16)

wobei Jy die Bessel Funktion erster Art und nullter Ordnung bezeichnet®.

Der Strukturfaktor ist sowohl in Bornscher, als auch DWBA N#herung proportional zur
Hankeltransformierten der normierten Hohenkorrelationsfunktion c(r). Im Grenzfall kleiner
Rauhigkeiten (g,0)? < 1) reduziert sich die Gleichung 3.16 zur Fouriertransformierten der
normierten Hohen-Hohen-Korrelationsfunktion. Durch Riicktransformation kann sie aus dem
Strukturfaktor bestimmt werden [Salditt 95D].

Fiir die Beschreibung von Membranstapeln kann man auf den Strukturfaktor auf Multi-
schichtsysteme verallgemeinern [Sin 94]:

N

LZ'L —1¢2(02 402 —1 i—h;j
S(a) = =552 Y ApApy e 2EOHD =it ¢(q) (3.17)

=

mit
€ij(q) = /dx /dy (qucii(’") — 1) e Ha=rtay) (3.18)

wobei Ap; der Streukontrast und o? die mittlere quadratische Rauhigkeit der i-ten Grenz-
fliche bezeichnet.

“Im Gegensatz zu GI1.3.13 ist hier Isotropie der Funktion ¢(r) angenommen worden, so daf§ sich die
zweidimensionale Fouriertransformation mit Hilfe der Besselfunktion schreiben 1d8t. Dies ist im Falle von
2D smektisch-flissigkristallinen Strukturen eine sinnvolle Annahme
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Im Ergebnis sieht man also bei einem lateralen Impulsiibertrag von ¢; < 1/ im wesent-
lichen N statistisch dquivalente Grenzflichen. Im Falle vollstindig unkorrelierter Grenz-
flichen (c;;(r) = 0),werden die gestreuten Wellen inkohérent iiberlagert und man erhilt den
N-fachen Streuquerschnitt einer einzelnen Grenzfliche. Im Falle partiell korrelierter Grenz-
flichen, bei denen die Kreuzkorrelationen nicht verschwinden, ergibt dies eine Modulation der
diffusen Intensitéit entlang ¢, mit charakteristischen Maxima an den Positionen ¢, = 27/d,
den sogenannten diffusen Bragg sheets. Die Intensitét dieser Braggebenen (kohérente Streu-
ung) stammt vom korrelierten Anteil der Grenzflichenrauhigkeit, die Intensitét zwischen den
Braggebenen (inkohirente Streuung) entsprechend vom unkorrelierten Anteil.

Kreuz- und die Selbstkorrelationen lassen sich getrennt bestimmen [Salditt 94, Salditt 96].
Die iiber eine Brillouinzone der Multischicht A¢, = 27/d gemessene Intensitétsverteilung
wird auf zwei verschiedene Arten ausgewertet. Fiir die Bestimmung der Héhen-H6hen- Kor-
relation (in einer Grenzschicht) wird die integrierte Intensitéitsverteilung, die dann bereits
ein Maf} fiir den Strukturfaktor darstellt in Abhéngigkeit vom lateralen Impulsiibertrag
ausgewertet. Kohédrente und inkohidrente Anteile der diffusen Streuung werden gleicher-
maflen aufsummiert. Dadurch ergibt sich im wesentlichen der N-fache Streuquerschnitt ei-
ner Einzelschicht. Es miissen keine Annahmen {iiber spezielle Kreuzkorrelationen getroffen
werden. Zur Bestimmung der Kreuz-Hohen-Hohen-Korrelation (iiber mehrere Grenzflichen)
wird die Halbwertsbreite der diffusen Streuung entlang einer Brillouinzone der Multischicht
A¢, = 2r/d in Abhéngigkeit des lateralen Impulsiibertrags ausgewertet.

In Kapitel 5.1 werden Messungen vorgestellt, die dieses Konzept verwenden. Mit nicht-
spekulérer diffuser Neutronenstreuung wurden hochorientierte multilamellare Phospholipid-
membranen (DMPC) mit und ohne Zusatz des antibiotischen Peptids Magainin2 untersucht
und dabei neutronenspezifische Vorteile explizit neu verwendet.

3.4 AFM

Neben Streumethoden wurde auch die Oberflichentopographie der Proben auf der Nanome-
terskala mit einem kommerziellen Bioscope Rasterkraftmikroskop (Atomic Force Microscope
AFM) abgebildet. Beim AFM tastet eine feine Spitze am Ende einer empfindlichen Blattfe-
der, dem sogenannten Cantilever (Microlever, Park Scientific, Santa Barbara, CA; nominelle
Federkonstante 0.03 N/m) auf einem quadratischen 2" Raster Teile der Probe ab. Die Mes-
sungen wurden im Contact-Mode Verfahren durchgefiihrt. Mittels Piezo-Nachregelung wird
die Auflagekraft der Abtastspitze auf der Probe konstant gehalten. Die am Piezokristall an-
gelegte Spannung wird in ein Hohensignal umgerechnet und aufgezeichnet (Abbildung 3.4 a)
). Die Feinkorrugationen oder scharfe Kanten der Oberfliche kénnen nicht mit der Piezore-
gelung ausgeglichen werden. Deshalb wird zusétzlich die Auslenkung eines auf dem Lever re-
flektierten Laserstrahls mit einer ortsempfindlichen Photodiode ausgewertet (Abbildung 3.4
b) ). Die Abbildungen 3.4 und 3.5 zeigen Ausschnitte der Oberfléche einer multilamellaren
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DMPC-Probe in der Pj-Phase. Die Abtastrichtung verlduft parallel zum unteren Bildrand.
Auffillig ist vor allem die Oberflichentopographie. Die Hohe der Doménen entspricht hier
immer einigen 10 Lipiddoppelschichten.

a) Height b) Deflection

10pm 10pm

300 nm

0 10pm o  loupm

Abbildung 3.4: Kraftmikroskopische Rastermessung an einer multilamellaren DMPC Probe
in der gelartigen Pj-Phase. Die Abtastrichtung verlduft parallel zum unteren Bildrand. (Die
Bilder wurden freundlicherweise von J.Domke, Arbeitsgruppe Prof. Gaub, CENS aufgenom-
men. )

500

10 um

Abbildung 3.5: a) Die in Abbildung 3.4 gezeigte AFM-Messung im 3-dimensionalen Profil.
b) Schnitt durch das gemessene Hohenprofil.

Um das Vorhandensein einer Vorzugsrichtung zu iiberpriifen wurde die Hohendifferenzfunk-
tion g(r) bestimmt. Als Pattersonfunktion triigt sie keine Phaseninformation. Sie ist sehr
leicht durch zweimalige Fouriertransformation zu bestimmen. Lediglich zwischen Fourierhin-
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und Fourierriicktransformation bildet man den Absolutwert und erreicht damit den Phasen-
verlust.

g(r) o< Fourier ' (|Fourier(Datenmatriz)|) (3.19)

Es war keine Vorzugsrichtung auszuweisen. Die Hohendifferenzfunktion g(r) des Deflection-
Bildes enthélt damit ein direktes Abbild der Abtastspitze (Abbildung 3.6).

10pm

0 10pum

Abbildung 3.6: Aus einem gleichméfligen Bild, ohne Vorzugsrichtung, wie es das Deflection-
Bild aus Abbildung 3.4 b) darstellt, wird in der Hohendifferenzfunktion g(r) ein direktes
Abbild der Abtastspitze sichtbar (Pfeil) (Die Abtastrichtung verlduft parallel zum unteren
Bildrand.).

Dariiberhinaus konnte der Strukturfaktor des Lipidsystems aus der einfachen, diskreten Fou-
riertransformation bestimmt werden. Der Abfall wurde mit S(g) o ¢ 25499 bestimmt
(Abbildung 3.7).

Da das System aber letztlich fiir Untersuchungen im Bezug auf die Lipid /Peptidwechselwirkung
in der fluiden L,-Phase zu weich war®, fehlte die nétige Auflésung. Es wurden keine weiteren
Experimente durchgefiihrt.

5Wegen der Weichheit des Systems konnte nur in der Gelphase untersucht werden. Beim Ubergang in
die fluide L,-Phase verklebten mitgefiihrte Teile der Probe mit der Abtastspitze. Wegen der verdnderten
Spitzeneigenschaften konnte nicht weiter gemessen werden.
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Abbildung 3.7: a) Zweidimensionale, diskrete Fouriertransformation des Datensatzes aus
Abbildung 3.4. Die hellen gekreuzten Streifen sind Artefakte der diskreten Fouriertransfor-
mation und haben nichts mit der Struktur der Probe zu tun. b) Der aus dem Schnitt in a)
bestimmte Strukturfaktor.
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Kapitel 4

Probenpriparation

4.1 Probenpriparation

Die Membranstapel werden nach einer Methode priapariert, wie sie von Seul und Sammon
vorgeschlagen wurde [Seul 90]. Die zu untersuchenden Systeme sollen dazu auf eine glatte
Tréagersubstanz aufgebracht werden. Es eignen sich hierzu Floatglas oder industriell gefer-
tigte, einkristalline, polierte Silizium Wafer. Diese sind dem Glassubstrat vorzuziehen, da
sie durch ihre Kristallinitdt bei Streuexperimenten deutlich weniger Streuuntergrund ver-
ursachen. In einem Standardreinigungsverfahren werden die Substrate gereinigt. Ziel ist es
letzlich das Substrat zu sdubern und hydrophil zu machen. An dieser Stelle seien zwei Ver-
fahren genannt, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Nach mehrmaliger Anwendung von Methanol werden die Substrate mit Reinstwasser (MQ,
Millipore, p > 18 M Q gewaschen; anschlieend #tzt man mit 5M Kaliumhydroxid (KOH) in
Ethanol (CoH;OH) (hier ist Vorsicht geboten, da das KOH die Oberfliche aufrauhen kann
und somit stérende Streubeitrige durch Substratrauhigkeit hervorgerufen werden). Danach
wird mehrmals mit Reinstwasser gereinigt.

Alternativ eignet sich auch das industriell eingesetzte sogenannte RCA Reinigungsverfahren.
Dabei werden die Substrate in nur einem Reinigungsschritt in eine Losung aus Wasserstoff-
peroxid, Amoniak und Reinstwasser HoOy : NHs : H,O =1 : 1 : 5 gelegt. Abschlielend
wird mehrmals mit Reinstwasser gespiilt.

Danach beginnt der Trocknungsvorgang. Die gereinigten Wafer werden mit handelsiibli-
chem Stickstoff trockengeblasen und auf eine absolut waagerechte Unterlage fiir den eigent-
lichen Spreitvorgang bereitgestellt. Jetzt werden definierte Lipid-Peptid Mischungen in or-
ganisches Losungsmittel (Isopropanol, Chloroform, Methanol, Trifluorethanol) gebracht und
auf die Silizium Wafer gespreitet. Dieser einfache Sachverhalt wird aber in der praktischen
Durchfithrung dadurch erschwert, dafl man ein Losungsmitttel finden muf}, das zum einen
das Substrat vollstindig benetzt und andererseits das Lipid-Peptidsystem vollstindig und
zerstorungsfrei auflost. Nach dem Spreiten ist darauf zu achten, dafl das Losungsmittel sehr
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langsam verdunstet, um dem Lipid- Peptid System die Moglichkeit zu geben sich langsam
und somit moglichst gut zu ordnen. Die Substratfliche soll nach dem Trocknungsvorgang
moglichst vollstandig mit Lipid bedeckt sein. Aus dem so hergestellten Zwischenprodukt wird
abschlieflend in einem Exsikkator das Losungsmittel iiber mindestens 24 Stunden extrahiert.
Die anschlieflende Hydrierung und Temperierung um den Gel-Fliissig Hauptphaseniibergang
herum soll moégliche Defekte in den Membranstapeln ausheilen helfen und zu der guten
benétigten Orientierung beitragen. Dabei wurden Mosaizitdten von besser als 0.02° repro-
duzierbar erreicht.
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Abbildung 4.1: Der hohe Grad der Orientierung wird an dieser Probe aus reinem DMPC-
Lipid deutlich. In einer Reflektivitdtsmessung zur Probenvorcharakterisierung wurden bei
Raumtemperatur (23°C') und einer Luftfeuchtigkeit um 60 % mehr als 25 Braggmaxima be-
obachtet. Am Ende der Reflektivitdtskurve werden bereits Ausldufer des Substrat-Silizium-
Reflexes sichtbar. In einer typischen angularen Messung am 2. Braggmaxima hat die spe-
kulire Richtung eine Breite von 0.00012 A~!, bei Mo K,;-Strahlung entsprechend einer
Mosaizitét der Probe von 0.02°.

Typische Mengen von 0.1 ml Lésung mit 4 mg bis 20 mg gelostem Lipid ergaben auf einer
15x15 mm? grofien Substratfliche eine mittlere Filmschichtdicke von D ~ 10 pm.

Die verwendeten Chemikalien sowie das Peptid Alamethicin wurden von Sigma Aldrich
(Deisenhofen) geliefert. Die Lipide stammen von Avanti Lipids (Alabama, USA); sie wur-
den ohne weitere Reinigung verwendet. Das Peptid Magainin2 wurde in der Gruppe von
B.Bechinger am Max-Planck-Institut fiir Biochemie (Martinsried) durch solid-phase Peptid-
synthese hergestellt. Der automatische Peptidsynthetisierer Millipore 9030 verwended das
chemische Fmoc-Verfahren. Die Peptide wurden anschliefend durch HPLC (high pressure
ligid purification column) in einer Nucleosil 300-7 C4 Sdule (Macherey and Nagel, Diiren,
Germany) und einem Wasser / Acetonnitril Gradient unter Beisein von 0.1 % Trifluores-
sigsdure gereinigt. Die Identitidt und Reinheit des Peptids wurden durch matriz-assisted laser
desorption mass spectrometry (MALDI-MS) analysiert.
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4.2 Probenumgebung

Membrane aus Lipiden machen einen wesentlichen Bestandteil biologischer Systeme aus.
Entsprechend ist es die Grundvoraussetzung, diese Systeme in biologisch relevanter Umge-
bung zu untersuchen (fluide L,-Phase). Die Experimente finden unter Atmosphérendruck
statt. Auflerdem benotigt man eine hohe Luftfeuchtigkeit und ,warme* Temperaturen. Die
Temperatur soll kontrollierbar sein. Zumindest aber soll die Probe bei einer bestimmten
Temperatur konstant gehalten werden konnen. Die Proben werden bei stabiler Temperie-
rung entweder in einer vollgeséttigten Wasserdampfatmosphére (partiell hydratisiert) oder
in direktem Kontakt mit ExzeSwasser (vollstindig hydratisiert) vermessen. Dazu war es
notwendig eine Probenumgebung zu konstruieren, die beide Bedingungen erfiillt. Zur stabi-
len Temperierung wihrend der Streumessungen wurde die in Fig 4.2 dargestellte Kammern
entworfen.

J

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Hydrier- und Temperierkammer. Eine Beschrei-
bung findet sich im Text.

Sie besteht aus innerem (orange) und duflerem (stahlblau) Kammerteil. Die innere Kammer
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wird gleichméfig von einem Temperierfliissigkeitskreislauf durchstrémt, der von einem han-
delsiiblichen Kiihl-und Heiztemperiergerdt der Firma JULABO aufrecht erhalten wird. Ein
Platin-Diinnschichtwiderstand (Pt100) zur Temperaturriickkopplung ist direkt am Olein-
la3 zur inneren Kammer befestigt. Zur Steuerung verwendet das Gerit iterativ gefundende
Regelparameter (PID-Regelung), die Wérmeverluste der Zuleitungen und die Temperatur-
tragheit der Kammer kompensieren. Der Zwischenraum zwischen innerer und &uflerer Kam-
mer wird evakuiert (5-107* mbar) um Wérmeverluste durch Konvektion und Wirmeleitung
zu minimieren. Durch diese Konstruktion konnte die erreichte Temperaturstabilitit am Pro-
benort in einer Temperaturmessung iiber mehrere Tage mit + 0.01° C bestimmt werden.
Temperaturdnderungen in dieser Gréf8enordnung fiihren zu einer geringfiigigen Reduzierung
des Séttigungsgrades des Wasserdampfes, was wiederum signifikant das Quellverhalten der
multilamellaren Stapel beeinflufit [KKat 98]. Bei dieser Kammer kann man die Strahleintritts-
und Strahlaustrittsfenster je nach Bedarf fiir Rontgen- bzw. Neutronenstreuung auswechseln.
Wihrend im Rontgenfall Kaptonfenster zum Einsatz kommen, verwendet man bei Neu-
tronenstreumessungen Fenster aus Reinstaluminium. Mit dieser Kammer hat man nun die
Moéglichkeit Proben partiell hydratisiert bei stabiler Temperierung zu vermessen. Dabei wird
die Probe (hier als blaue Scheibe) frei iiber einem Feuchtigkeitsreservoir gehaltert, um freien
Ein- und Austritt des Strahls zu gewihrleisten. Mit verschiedenen geséittigten Salzlosun-
gen im Feuchtigkeitsreservoir kann dabei der Grad der partiellen Hydratisierung eingestellt
werden (z.B. NaCl 76.9 % , siehe z.B. J.Scientific Instr. 25 (1948) ).

Bei der vollstédndigen Hydratisierung wird die Probe in einer eigenen Kammerung in direk-
tem Kontakt mit ExzeBwasser vermessen. Diese Kammerung wird dann von der Kammer
aufgenommen und ebenfalls stabil temperiert. Die Temperaturstabilitit liegt hier wegen der
Tréagheit des Wasserreservoirs im Bereich von £ 0.005 ° C.
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Kapitel 5
Auswertungen

Hochorientierte multilamellare Membranstapel kamen in der Streuung bisher nicht in breitem
Umfang zum Einsatz. Vergleichende Messungen zu den Peptid-Lipidsystemem konnten sich
also immer nur auf Lipide in wéssriger Losung beziehen, oder auf Lipidmonoschichten, die an
der Luft-Wassergrenzfliche untersucht wurden. Deshalb wurden zuerst Referenzmessungen
an reinen Lipiden durchgefiihrt.

Speziell fiir Neutronendiffraktometrie wurde ein neues Konzept zur Messung des Strukturfak-
tors vorgestellt, das dann spéter als Voraussetzung fiir Untersuchungen an DMPC/Magainin
Proben verwendet wurde. Bei der Rontgenstreuung wurde neben Reflektivitdtsmessungen die
Beugung unter streifenden Winkeln verwendet.

5.1 Diffuse Neutronenstreuung an reinen Lipiden

Diffuse (nichtspekuldre) Neutronenstreuung ist ein ideales Werkzeug zum Studium hoch-
orientierter multilamellarer Phospholipidmembrane. Durch den niedrigen Absorptionskoef-
fizienten von Silizium kann das Substrat, auf dem die Membrane orientiert sind, als trans-
parent angenommen werden. Ein Wechsel von Transmissions- in Reflexionsgeometrie kann
also nahtlos erfolgen, ohne durch den Probenhorizont, wie dies bei Rontgenstreuung leicht
der Fall sein kann, limitiert zu sein. Im Gegensatz zur diffusen Rontgenstreuung auflerhalb
der Einfallsebene (out-of-plane) kann hier mit Neutronen innerhalb der Einfallssebene (in-
plane) gemessen werden. Dadurch ist ein grofler lateraler Impulsiibertrag mit hoher Auflésung
zuganglich, der mit Rontgenstrahlen nicht erreichbar ist. Bei der Reflexion unter streifenden
Winkeln sind sowohl der einfallende als auch der ausfallende Winkel positiv. In Transmission
nimmt entweder der einfallende oder der ausfallende Wellenvektor mit der Probe einen ne-
gativen Winkel ein. Beim Ubergang von Reflexions- in Transmissonsgeometrie gibt es damit
zwangsldufig einen Bereich, in dem der ausfallende oder der einfallende Strahl mit der Probe
einen Winkel in der GroBenordnung des kritischen Winkels «, der Totalreflexion einschlieft.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Streuexperiments im reziproken Raum in
Reflexions- bzw. Transmissionsgeometrie. Bei der Reflexionsgeometrie nehmen sowohl der
einfallende als auch der ausfallende Strahl mit der Probe einen positiven Winkel ein. Die
beiden grauen halbkugelférmigen Bereiche sind jene bei denen ein Winkel negativ wird.

Dabei treten dynamische Brechungseffekte auf, die rein optischer Natur sind und nichts mit
der eigentlichen Struktur der Probe zu tun haben!. Sie kénnen verstanden werden, wenn man
die einfallenden und ausfallenden Winkel im Vakuumsystem in das Probensystem iibertrigt.

2 2
a; = 0.5 arccos(l — %) + arctan(%) (5.1)
2 2
ar = 0.5 arccos(1 — %) - arctan(Z—j)
CX; = Re(\/_a02 + ai|vacuum(qx7 qz)Z) Sign(ai|vacuum(qxa qZ)) (52)
alf = Re(\/_a02 + af|vacuum(qI7 qz)Z) Sign(af|vacuum(qxa qz)),

hierin ist £ = 27/ der Vakuumwellenvektor. Die verwendeten Grofen fiir den Einfallswinkel
a; bzw. Ausfallswinkel oy sind im Probensystem mit einem Strich versehen. Linien mit
konstantem vertikalem Impulsiibertrag im Medium kénnen nun berechnet werden.

. =k (sin(o}(qz, g2)) + sin(aj(gz, 2))) , (5.3)

'Tm Ubergangsbereich fehlt auBerdem gestreute Intensitit durch die Anregung der evaneszenten Welle
im Medium.
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Abbildung 5.2: Reziproke Rastermessung an einer multilamellaren, partiell hydratisierten
DMPC Probe im fluiden L,-Zustand. Zu sehen ist der Bereich um das 1.Braggmaximum in
den Grenzen ¢, € {0.112 A~ 0.138 A™ "} und ¢, € {—0.007 A~",+0.0002 A~ }. Durch late-
ral fluktuierende Grenzflichen ist die Intensitédtsverteilung um das Braggmaximum zu soge-
nannten Braggsheets ausgeschmiert. Die durchgezogene gelbe Linie stellt einen Teil der Laue
- Kugel dar. In deren unmittelbarer Umgebung werden die besprochenen Brechungseffekte
sichtbar. Die gestrichelten Linien stellen Linien mit konstantem vertikalem Impulsiibertrag
im Medium dar.

Eine wichtige Grofle, die direkt aus den Daten bestimmt werden kann, ist die Halbwertsbreite
eines Schnittes entlang ¢, als Funktion des lateralen Impulsiibertrags ¢,. Die Halbwertsbreite
ist indirekt proportional zur vertikalen Korrelationslinge &, . Sie ist ein Maf}, iiber welche
Linge £, sich die Morphologie (z.B. korrelierte Fluktuationen) einer unteren Grenzfliche
in die dariiberliegenden abbildet. Nach dem Caille Modell [Cai 72] wird eine quadratische
Abhéngigkeit der Halbwertsbreite als Funktion des lateralen Impulsiibertrags erwartet

w= )\qﬁ. (5.4)

Die Proportionalitéitskonstante A := /K/B ist eine Funktion der elastischen Konstanten
des Systems. Dieses Verhalten konnte im allgemeinen nicht beobachtet werden. Uberra-
schend tritt bei groflen Impulsiibertrigen ¢, eine Séttigung ein. Im partiell hydratisierten
Fall einer DMPC Probe entspricht der Sittigungswert etwa 700 A, das sind ungefihr 14
Membrandoppelschichten. Auflerdem wird bei kleinen Impulsiibertrigen statt des quadrati-
schen Zusammenhangs mit ¢ ein exponentielles Verhalten beobachtet. Im vollstindig hy-
dratisierten Fall kann der Bereich kleiner lateraler Impulsiibertridge quadratisch mit A = 130
angepaflt werden (roter Graph in Abbildung 5.3 a) ). Allerdings tritt auch bei grofien late-
ralen Impulsiibertrigen eine Sdttigung ein. Der Wert hierfiir ist im Vergleich zum partiell
hydratisierten Fall ungefihr doppelt so grof.
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Abbildung 5.3: Aus der Reziproken Rastermessung Abb.5.2 ausgewertete a) Halbwertsbrei-
te als MaB fiir die Kreuz-Hohen-Hohenkorrelationsfunktion und b) integrierte Intensitéit als
Maf fiir die Hohen-Hohenkorrelationsfunktion. Die schwarzen Kreise zeigen eine partiell
hydratisierte Messung, die blauen Diamantsymbole stehen fiir dieselbe Messung im voll hy-
dratisierten Zustand an einer multilamellaren DMPC Probe in der fluiden L,-Phase. Die
Kurven wurden mit Gleichung 5.8 angepafit.

Der Einflul der durch das Substrat erzwungenen Randbedingung konnte ein moglicher An-
satzpunkt sein. Bei einer Gesamtschichtdicke von 10 pm scheint aber eine Beeinflussung der

Fluktuationen im Bereich einiger hundert A doch unwahrscheinlich. Untersuchungen an Sy-
stemen mit deutlich niedrigerer Biegesteifigkeit konnten den Sachverhalt erhellen.
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Bisher wurde implizit nur von fluktuierenden Membranen als Ursache fiir die diffuse Streuung
ausgegangen. Die auftretenden Fluktuationen werden im Caille Modell [Cai 72] als hinrei-
chend klein vorausgesetzt, sodafl nichtlineare Terme in der Freien Energie vernachléssigbar
bleiben. Auflerdem mufl die Annahme erfiillt sein, dafl die thermische Unordnung iiber die
statische, topologische Unordnung dominiert. Statische Defekte und Poren in Membransta-
pel kommen fiir die diffuse Streuung ebensogut in Frage. Punkt- oder Liniendefekte fiihren in
smektischen Systemen zu langreichweitigen Verzerrungsfeldern. So fiihrt z.B. ein Punktdefekt
an dem lokal der Membranabstand auf d fixiert ist, zu einem Verzerrungsfeld [Sens 97/2]

u(r,z) = —% exp[—12/4\|z]] . (5.5)
Die Stérung wirkt also auf einen Bereich, der durch die Parabel r? = 4)\z definiert ist. Vertikal
fillt die Storung sehr langsam mit 1/z ab. Damit ist klar, da§ Defekte nicht mehr wie iiblich
vernachléssigt werden diirfen. Tatséchlich sind reale Systeme sind nicht frei von Defekten.
Sie entstehen zwangsliufig bei der Priparation hochorientierter Filme?. Sie wurden bislang
in der Literatur nur kaum beachtet. Das mag mit daran liegen, dafl Defektstreuung ohne
die Voraussetzung der Hochorientierung der Membranstapel nicht beobachtet werden kann,
weil der Defektring der Poren genau mit den lamellaren Braggmaxima zusammenfillt (sie-
he dazu die Abbildung 5.4). Bei Pulvermessungen an Membranen in wéiflriger Losung oder
schlecht orientierten Proben entzieht er sich damit der Betrachtung. Bei der Untersuchung
hochorientierter Proben unter streifendem Einfall sieht man dagegen folgendes: Die diffu-
sen Braggebenen, die von fluktuierenden Schichten kommen, werden in einem ringférmigen
Streubild fortgesetzt, das allerdings von statischen Defekten in Membranstapeln herriihrt.

Einen weiteren wichtigen Hinweis auf die These von Streuung durch Membrandefekten erhélt
man aus der Auswertung des Strukturfaktors. Dazu wird die iiber eine Brioullin-Zone entlang
q. integrierte Intensitdt als Funktion von ¢, bestimmt. Wie in Kapitel 3.3.2 bereits erwdhnt
fallen nach dem Strukturfaktor in Gleichung 3.17 damit alle kreuzkorrelierten Terme heraus
und man erhilt die Hohen-Hohen-Selbstkorrelationsfunktion. Der erhaltene Strukturfaktor
kann als der einer, im Mittel fluktuierenden, Grenzfliche angesehen werden. Im Experiment
sehen wir bei 0.0094A" einen Ubergang von einer flachen in eine steile Steigung, die fiir

(3.79£0.12) ybfillt. Wiederum entspricht das Verhalten nicht dem von Caille

grofle ¢, mit ¢~
vorhergesagten Modell [Cai 72]. Nach diesem Modell divergiert die laterale Hohendifferenz
zwischen zwei beliebigen Punkten einer Membran logarithmisch. Der Strukturfaktor sollte

mit

S(q = gs,, q) x g >t (5.6)

2Die Defektdichte ist hier grundsiitzlich kleiner als bei Kapillarproben. Hochorientierte, gespreitete Proben
sind daher zunéchst als die bestmogliche Realisierung idealer Stapel anzusehen.
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Abbildung 5.4: Logarithmisch skalierte 2-dimensional gemessene Intensitidtsverteilung einer
vollstindig hydratisierten DMPC-Probe bei 41.8 °C. Es wurde unter streifendem Einfall
(a; = ba,) gemessen. Der spekulir reflektierte Strahl ist genau zwischen die ersten beiden
Braggebenen plaziert. Da das Substrat bei E,po0n, = 20 keV semitransparent ist, beobachtet
man auch die zugehorigen negativen Beugungsordnungen. Wichtig ist zu vermerken, daf
die diffusen Braggebenen nahtlos in Ringe iibergehen, die von Beugung an multilamellaren
Membrandefekten [Vog 2000] herriihren.

beschreibbar sein. In 7 sind die elastischen Eigenschaften des Systems iiber

/)7 — n2 ./)7 :/)’LZ . 77'1477371
g ’ 2d2\/BK

enthalten. Typische Werte liegen zwischen 0.01 und 0.3. Da DMPC eine sehr grofle Biege-

(5.7)

steifigkeit im Bereich von K =~ 25kgT besitzt, nimmt 7 einen entsprechend kleinen Wert
an.

Theorien, die Wechselwirkungen von einzelnen Einschliissen wie Poren in Membranen be-
handeln [Tur 97] sagen dagegen einen Strukturfaktor der Form

L
S(q) m (5.8)
voraus. Die elastischen Konstanten sind in A enthalten. Im wesentlichen behandelt die-
se Theorie ein renormiertes Caille Modell. Der Strukturfaktor der partiell hydratisierten
DMPC Probe (Abbildung 5.3 b) ) kann damit im Bereich grofier lateraler Impulsiibertrige
gut angepafit werden (A = 1400). Der erhaltene Parameter A kann dann aber iiber das
exponentielle Verhalten der Halbwertsbreite im Bereich kleiner lateraler Impulsiibertrige
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nicht hinwegtéuschen. Bei Messungen an einer DMPC-Probe im voll hydratisierten Zustand
konnte dann zumindest der Verlauf der Halbwertsbreite bei kleinen Impulsiibertrigen eine
Ubereinstimmung mit dem Caille Modell [Cai 72] gesehen werden. Dazu wurde A\ = 130
gewahlt. Mit demselben Wert fiir A wurde auch versucht das Verhalten im Strukturfaktor
nach Gleichung 5.8 zu erfassen. Der rote Graph in Abbildung 5.3 verdeutlicht den Struk-
turfaktor aus Gleichung 5.8 fiir die aus der Halbwertsbreite gefundene Anpassung. Leider
entzog sich der Abfall im Strukturfaktor der Messung.

Zusammenfassend ist die beschriebene Meimethode geeignet um Fluktuationen iiber einen
Bereich des lateralen Impulsiibertags zu verfolgen, in dem die Defektstreuung noch nicht
dominiert. Der neutronenspezifische Vorteil eines transparenten Substrats erlaubt hier Mes-
sungen in der Einfallsebene, die durch eine hohe Auflésung gekennzeichnet ist.

Im nachfolgenden Kapitel wird dieses Mefverfahren auf DMPC/Magainin2 -System ange-
wandt.
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5.2 Erweiterung auf Lipid /Peptidsysteme

Verschiedene Modelle der statistischen Physik behandeln Peptide als Einschliisse in Mem-
branen. Entsprechend koénnen sie als lokale Defekte betrachtet werden. Von Magainin2 wird
auflerdem berichtet, dafl es mit dem zweiten bis zwanzigsten Residuum in der Membran
verankert ist [Bech 92]. Dadurch werden die Elastizititseigenschaften des Systems beein-
fluflit. Damit einhergehend &ndert sich die diffuse Streuung. In einer Fehlfarbendarstellung
der Intensitéit von Rastermessungen am 1.Braggmaximum wird dies direkt sichtbar.

Die Datenauswertung kann hier &hnlich, wie in Abschnitt 5.1 beschrieben, erfolgen. Bei
der Auswertung der Halbwertsbreite sollte man allerdings beachten, dafl insbesondere der
Teil grofler lateraler Impulsiibertrige durch Defektstreuung dominiert sein kann. Die Zu-
nahme der Defektstreuung kann zwar peptidinduziert sein, die eigentliche Information {iber
verdnderte Elastizitdtseigenschaften findet sich aber im vorderen Teil der Kurve. Die Halb-
wertsbreite nimmt exponentiell zu und nicht nicht algebraisch. Damit zeigt sie kein skalenin-
variantes Verhalten. Ein theoretisches Modell, das den beschriebenen Verlauf erfafit, fehlt.
Die charakteristischen Lingen konnen in einer logarithmischen Auftragung der Halbwerts-
breite aus der Steigung angegeben werden.

Der Strukturfaktor kann mit dem analytischen Ausdruck

() x — 25
(1 _|_ uq2§2)1+H

(5.9)

der spektralen Leistungsdichte angepaflt werden. H héngt mit der Dimension des Systems D
und dem Steigungsabfall v des Strukturfaktors bei groflen lateralen Impulsiibertrigen iiber

v=D+2H (5.10)

zusammen. Das Verhéltnis von kleinster und grofiter erfafibarer Systemlinge (cutoff) ist
bei unserem Probensystem grofl und es kann daher fiir u = 1/(2H) angenommen wer-
den [Salditt 96]. Die iibrigen freien Parameter sind dann geeignet an den Strukturfaktor
anzupassen. Daraus kann dann analytisch die von Palasantzas [Pal 93] vorgeschlagene K-
Korrelationsfunktion

0.2

c(r) = (

- A Bessely (H
ul(1+ H) )" Besselx(H,

2 2
e Nl (5.11)

ermittelt werden (Besselk ist die modifizierte Besselfunktion zweiter Art und der Ordnung
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Abbildung 5.5: Rastermessungen im Reziproken Raum um das 1.Braggmaximum. Es handelt
sich um ein System aus DMPC und Magainin2 im partiell hydratisierten Zustand in der L,-
Phase. Die Peptidkonzentation nimmt von oben nach unten zu (P/L=1/x).

H. T ist die Gammafunktion.). Der Zusammenhang mit der normierten Hohen-H6henkorre-
lationsfunktion ist durch

g(r)y=1—¢(r) (5.12)
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Abbildung 5.6: Aus den Reziproken Rastermessungn in Abbildung 5.5 ausgewertete a) Halb-
wertsbreiten als Funktion des lateralen Impulsiibertrags. Aus dem exponentiellen Verahlten
im Bereich kleiner Impulsiibertrige wurde die charakteristische Lénge in Abbildung b) be-
stimmt.

gegeben. Die Auswertung ergab folgenden Zusammenhang:

a) 1. b)

~. —=—DMPC 1
glOOO—é ‘7\::?3\.\.\ 200 . /'
8 ] **“yn:v 0-511, (0.365)
Z 100+ /20
O ] —_
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g 0,1 30 (0.405)
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Abbildung 5.7: a) Integrierte Intensitéit der diffusen Streuung am 1.Braggmaximum als Funk-
tion des lateralen Impulsiibertrags ¢,. Die Normierung ist so gewihlt, dafl jeweils das Integral
unter der Kurve gleich eins ist. b) normierte Hohen-Hohen-Korrelationsfunktion ¢(r). In der
Klammer sind die jeweiligen H-Werte (siehe Gleichung 5.11) angegeben.
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5.3 Beugung unter streifendem Einfall an reinen Li-
pidsystemen

In der diffusen Streuung ist prinzipiell laterale Strukturinformation im Bereich einiger nm bis
pm enthalten. Wéhrend die eben vorgestellte diffuse Neutronenstreuung den oberen Bereich
abdeckt, erdffnet die Beugung unter streifendem Einfall (engl. grazing incidence diffraction,
GID) die Untersuchung lateraler Ordnung auf molekularer Skala. Diese Streumethode ist fiir
die Untersuchung von Festkorperober- und Festkorpergrenzflichen mittlerweile ein géngiges
Verfahren [Dosch 92].

Die Anwendung von GID auf intakte Langmuir-Monoschichten an der Wasser-Luft Grenz-
fliche hat erheblich zum Verstindnis der molekularen Struktur verschiedener Lipidsysteme
beigetragen [Als 94]. Es handelt sich hier aber um Lipidmonoschichten, die sich in der Regel
schlecht mit intakten Doppelschichten vergleichen lassen. Auflerdem ist das Streuvolumen
einer einzelnen Monoschicht sehr gering. Kurzreichweitig geordnete Strukturen, etwa das
Ketten-Ketten-Korrelationsmaximun bei Lipiden in der fluiden L,-Phase sind deshalb kaum
aufzulosen. Hochorientierte Stapel bieten den Vorteil einer Verstirkung des Signals um ein
bis zwei Groflenordnungen.

— ] i e 45.05°C ]

L; 10° ‘ = 18.03°C
5

% 105-; E
g ]
-]

3 10° 3
£ ]
g 4

103'5 E

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

q,[A"]

Abbildung 5.8:  GID-Messung an reinem DMPC um das Ketten-Ketten-
Korrelationsmaximun in der L,-Phase bei 45.05 °C und nach dem Hauptphaseniibergang
bei 18.03 °C. In der Niahe des spekuldren Pfades wird in der P[’,—Phase das Maximum der
Ripple-Struktur sichtbar (Pfeil).

In Abbildung 5.8 ist eine eindimensionale GID-Messung an reinem DMPC vor und nach
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dem Hauptphaseniibergang gezeigt. Das breite Ketten-Kettenkorrelationsmaximum in der
L,-Phase bei qz:1.39/§71 deutet auf einen mittleren Kettenabstand von 4.52 A hin. Aus
der Anpassung der Halbwertsbreite durch eine Lorentzkurve bestimmt man die nur sehr
kurzreichweitige Korrelation der Ketten zu £€=3.3 A. Nach dem Hauptphaseniibergang in
die Pg-Phase ist das Maximum nach qZ:1.4899A_1 gewandert. Der Kettenabstand betriagt
jetzt 4.21 A. Gleichzeitig nimmt die Halbwertsbreite ab, was einer vergrofierten Korrelati-
on der Ketten mit €=10.5 A entspricht®. Diese Phase ist bekanntermafien durch geneigte
Lipidketten und eine wellige Ripplebildung gekennzeichnet. Die Korrugation fithrt zu den
ausgeprigten Satellitenreflexen (Pfeil in Abbildung 5.8). Die Neigung ¢ der Ketten 148t sich
ganz analog zu den Arbeiten an Fettsdureketten in Monoschichten [Kja 94] aus dem a-Profil
(oder rodscan) bestimmen, wobei das Produkt aus Molekiilformfaktor und Strukturfaktor zu
einem Maximum bei endlichem g, fiihrt(siehe Abbildung 5.9 P3). In der semi-kinematischen
Néaherung der DWBA 1483t sich der Wechselwirkungsquerschnitt schreiben als

do

2 o T Tylag)P Slay.a.) (513)
wobei T; /¢ die Fresnelschen Transmissionsfunktionen bezeichnet, die bei o;; = o, und oy =
zu den charakteristischen Vinyard-Maxima fiihrt. Im Gegensatz zu den optischen Effekten

ist die Strukturinformation im Strukturfaktor enthalten

2

0
Slgpe:) = < / dZ/dfcdy pla,y, z) o Hiautize:) (5.14)
A A

0 2
/ dz < p(z) >uy capliza]|
A

12

/0 T dr < p(r)p(0) >+ Tolra) %

mit der durch die Winkel kontrollierbaren vertikalen Streutiefe A(c;, ar). Die laterale Dich-
tekorrelationsfunktion ¢(r) =< p(r)p(0) > kann innerhalb der Membran als isotrop ange-
nommen werden. Die Faktorisierung des Integrals in radialer Richtung r := /22 + 2 und z
ist fiir den Strukturfaktor gerechtfertigt, wenn die Korrelation zwischen Molekiilkoordinaten
in verschiedenen Doppelschichten verschwinden. Allerdings bleibt der Formfaktor der Mo-
lekiile in der Doppelschicht nicht faktorisierbar. Hier konnen die relevanten Informationen
(der nicht-orthogonalen Struktur im Reziproken Raum) experimentell aus Rastermessungen
wie in Abbildung 5.9 bestimmt werden.

In Abbildung 5.9 ist jeweils das {11} Kettenkorrelationsmaximum sichtbar. Das {20} Ma-
ximum der Pg-Phase ist gerade nicht mehr am &ufieren Bildrand erfafit. Es kiindigt sich
aber bereits durch erhdhten Streuuntergrund an, der in der Rastermessung der L,-Phase
nicht vorhanden ist. In der Pé—Phase iberwiegt das Dipolmoment der Lipidkopfgruppen
gegeniiber der thermischen Anregung, die diese Ordnung wieder zerstort. Dadurch werden
Rotationsfreiheitsgrade der Ketten eingeschrinkt. Vorzugsweise ordnen sich die Ketten auf

3Die temperaturabhiingige Entwicklung kann in der Grafik im Anhang 2 verfolgt werden
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Abbildung 5.9: a) GID-Rastermessung an reinem DMPC in der L,-Phase bei 45.05 °C und
nach dem Hauptphaseniibergang in der Pj-Phase bei 18.03 °C. Die gestrichelte Linie ent-
spricht jeweils einem Kreis um den Ursprung mit einem Radius, der das Korrelationsmaxi-
mum beinhaltet. b) Molekulardynmische Rechnungen von Heller [Hel 93] mit 200 POPC-
Molekiilen illustrieren die L,- bzw. Pz-Phase.

einem hexagonalen Gitter an und nehmen mit der Probennormalen einen ti/t-Winkel ¢ ein.
Dieser Winkel errechnet sich aus dem reziproken Gittervektor G, und der Maximumsposi-
tion in ¢, aus der nachfolgenden Gleichung [Als 89].

tan(¢) - Gurcos(Ppi) = ¢, (5.15)

Der Winkel ), beriicksichtigt eine Miflweisung des Polarwinkels der Ketten von der direkten
Verbindung zum néchsten bzw. iiberndchsten Nachbarn. In unserem Fall zeigen die Projek-
tionen der Ketten (von oben betrachtet) im Mittel in Richtung des iibernéichsten Nachbarn
(Ynr = 0). ¢"* ist der Wert auf der ¢,-Achse, bei dem das Ketten-Kettenkorrelationsmaximum
wegen des endlichen tilt -Winkels des Formfaktors sein Maximum hat (siche Abbildung 5.10
c) ). Aus dem Wert des {11} Maximums in g-Richtung und dem zugehérigen Maximum in
q. errechnen wir daraus eine Verkipping der Ketten zu ¢ = (6.2 £ 0.1)°.

Im Streubild der hochorientierten Membranen ist nicht nur dieses Detail wesentlich direk-
ter und detaillierter quantifizierbar als im Pulver, Rastermessungen zeigen auch Details der
Kettenkonformation. In der L,-Phase sind die Ketten hochbeweglich. Die einzelnen Ket-
tenabschnitte kommen deshalb in nahezu allen Neigungswinkeln w vor. Ein Scherrer-Ring
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a) Realraum: b) Reziproker Raum: ¢) Streubild:

(20) 1
G- G- G- G- . - 0271203
: (11) (11) i
G— @— GC— | y y 3 #
@— Q— o— | | | !
in 11 ‘
@_ @_ o— (11 . an | Schnitt entlang q,,
5 o— G- O ‘ S0y g0y
. o o  Z 5000,
oI % Aoy 54000 'W‘x
! Mo I
P -
LTI N
- 1 3 000 02 04 06 08 9,

Abbildung 5.10: Zum Versténdnis des Streubildes der Pg-Phase werden hier Uberlegungen
analog zu [Kja 94] angestellt. a) Im Realraum befinden sich die Lipidmolekiile auf einem
Hexagonalen Gitter. Die Ketten zeigen in Richtung des iibernéichsten Nachbarn und sind
gegen den Probenhorizont geneigt. b) Dadurch befindet sich das Streumaximum des Ketten-
korrelationsmaximums wegen des ebenfalls gekippten Formfaktor in der Regel bei endlichen
q.-Werten. ¢) Durch Mittelung iiber verschiedene Doménen kénnen ein oder mehrere Kor-
relationsmaxima entarten. Der Schnitt entlang ¢, aus Abbildung 5.9 in der Pg-Phase deutet
mit zwei Pfeilen eine solche Stelle an.

des Ketten-Ketten-Korrelationsmaximums zeigt dies an. Im Gegensatz dazu steht die Pg-
Gelphase. Die Beweglichkeit ist hier eingeschrénkt. Entsprechend kénnen nicht mehr simtli-
che Neigungen mit gleicher Wahrscheinlichkeit eingenommen werden. Aus radialen Schnitten
des Ketten-Ketten-Korrelationsmaximums kann die Korrelationsldnge bei einem bestimmten
Neigungswinkel w aus der Halbwertsbreite ermittelt werden. Gleichzeitig gibt die normierte
integrierte Intensitat an, welcher Anteil der Ketten im Mittel um einem bestimmten Nei-
gungswinkel gekippt ist.

In Abbildung 5.11 ist die laterale Korrelationlinge und die Verteilungsfunktion als Funktion
der Kettensegmentneigung im System DMPC dargestellt.

In gleicher Weise erfolgt der Vergleich verschiedener Lipide in der fluiden Phase jeweils bei
45.05 °C. DLPC besitzt im Vergleich zu DMPC wegen der kiirzeren Acylkettenldnge eine
geringere Steifigkeit. Wegen der Doppelbindung in einer Acylkette verhilt sich POPC im
Vergleich zu DMPC in gleicher Weise. Die geneigten Kettensegmente kommen daher im
Vergleich zu DMPC, bei dem es einen Einbruch gibt, im gemessenen Winkelbereich in allen
Neigungen mit derselben Wahrscheinlichkeit vor (Abbildung ?? b)). Die Korrelationen sind
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Abbildung 5.11: a) Laterale Korrelationlinge der DMPC-Ketten als Funktion der Ketten-
segmentneigung. b) Verteilungsfunktion der Neigungswinkel ¢.

dagegen gerade bei DMPC stérker, als bei den iibrigen. Auf Grund der Weichheit sind sie
bei DLPC erwartungsgemafl am geringsten.
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Abbildung 5.12: a) Laterale Korrelationléinge und b) Verteilungsfunktion wie in Abbildung
5.11 fiir verschiedene Lipide (alle in der fluiden Phase bei 45 °C).
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5.4 Beugung unter streifendem Einfall an Lipid /Peptid-
systemen

Nachdem das Streuverfahren fiir reine Lipide aus Kapitel 5.3 nun hinreichend bekannt ist,
soll diese Art der Streuung nun dazu verwendet werden, um den Einfluf} des antibiotischen
Peptides Magainin2 zu kldren. Zum einen nutzen wir den "Wirtsgittereffekt’ aus. Peptide
als kleine ungeordnete Molekiile miissen bei kleinen Konzentrationen nicht unbedingt direkt
sichtbar werden. Man kann aber von den Peptid-verdnderten Eigenschaften der Lipide im
Bezug auf selbstaggregierte Schichtbildung und Ketten-Ketten-Korrelation auf die Pepti-
de zuriickzuschlieffen. Zum anderen ist zu erwarten, dafl das Peptid zumindest bei hoher
Konzentration selbst einen beobachtbaren Streubeitrag liefert. Es soll hier insbesondere die
Frage geklirt werden, welche Orientiertung das helikale Peptid Magainin zur Membranober-
fliche einnimmt. Dazu wurden mehrere Rastermessungen an einem System aus DMPC und
Magainin2 bei verschiedener Peptidkonzentration aufgenommen.

04 06 08 10 12 02 04 06 08 10 12 02 04 06 08 10 12

q [AT] q [AT] q [AT]

z z z

00 02

Abbildung 5.13: Rastermessung im Reziproken Raum um das Lipidketten-Ketten-
Korrelationsmaximum bei verschiedener Peptidkonzentration (P/L). Der Pfeil deutet
auf eine Intensitdtserh6hung, die einer transmembranen Orientierung der Magainin2 -
Helix zugeschrieben wird (vgl. Abbildung 5.17). Der dargestellte Bereich umfafit ¢, €
{0 A7 0123 Afl} und ¢ € {0.01 A7, 3.06 Afl}. Anmerkung: Die maximale dargestell-
te Intensitdt wurde in dieser Falschfarbendarstellung begrenzt, um das Streusignal der Helix
zu betonen.

Rastermessungen und deren zweidimensionale Darstellung als (g, ¢.)-Fléche sind hervorra-
gend geeignet um schwache, zusammenh#ngende Intensitdterhéhungen optisch zu erfassen.
Bei einfachen Schnitten wiirden diese manchmal einfach als erh6hter Streuuntergrund unbe-
achtet bleiben. Auf der anderen Seite werden genau aber diese Schnitte bendtigt um quan-

- 66 -



titative Aussagen zu treffen. Abbildung 5.14 zeigt laterale Schnitte durch Rastermessungen
am System DMPC/Magainin2 .

reines DMPC

—

[

S

(=

S
1

normierte Intensitit [w.E.]
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S
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35

Abbildung 5.14: Eindimensionale Schnitte durch die in Abbildung 5.13 dargestellten Raster-

messungen entlang g bei ¢, = 0.15 A in Abhéngigkeit verschiedener Peptidkonzentratio-
nen. Das Ketten-Kettenkorrelationsmaximum wird durch die Peptide stark beeinflufit. Das
zusétzlich bei hoher Peptidkonzentration entstehende Maximum kommt vom Windungsab-
stand (Pitch) der Helix.

Das Ketten-Ketten-Korrelationsmaximum der Lipide wird durch die Peptide stark beein-
fluflt. Auflerdem sieht man mit steigender Peptidkonzentration neben dem Ketten-Ketten-
Korrelationsmaximum ein weiteres Maximum entstehen. Aus der Position bei ¢,=1.077
A kann es direkt dem Windungsabstand (Pitch P = 5.84 A_l) der helikalen Magainin2
-Molekiils zugeordnet werden. Die Orientierung der Helixachse ist parallel zur Membrano-
berflache. Fraglich ist, ob auch eine transmembrane Orientierung und damit eine eventuelle
Porenbildung der Peptide direkt beobachtbar ist. Fiir das Verstindnis des gesamten Streubil-
des aus einer Rastermessung ist es wichtig, zunéchst den Streubeitrag des helikalen Peptids
Magainin zu kennen. Dazu wurden mehrere Simulationen zur Bestimmung des Strukturfak-
tors einer Helix durchgefiihrt.
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5.5 Strukturfaktorberechnungen einer Helix

Der Strukturfaktor S(gs,qy,q.) einer beliebigen Anordnung von Streuern ist allgemein in
kinematischer Ndherung durch

S(qx,Qy,qZ) — ( Z fie—i(:qu-l-y.qy-l-z.(lz)) (516)

alleAtome

S(‘]:va‘]ya‘]z) = S(QxaanQZ) : 3*(Qxaqyan)

gegeben. Die radiale Mittelung erreicht man durch Berechnung und Summation mehrerer
diskreter Positionen des Strukturfaktors entlang eines Kreises:

3" S(grsin(9), greos(9), 2). (5.17)

¢€0..2m

¢ ist in diesem Fall der radiale Abstand zur ¢,-Achse.

Eine a-Helix ist eindeutig durch ihren Durchmesser und die Ganghohe bei einer Windung
(Pitch) festgelegt. Aus der Anzahl der Aminiosdurereste kann man die Gesamtléinge be-
rechnen, da entlang der Helix pro Windung 3.6 Aminoséureriickgrate zuriickgelegt werden.
Ausgehend von einer geraden Helix mit 23 gleichstarken Streuern, Pitch = 5.8A und Durch-
messer = 5A wurden mehrere Simulationsrechnungen durchgefiihrt. Tyisch fiir den Struk-
turfaktor einer a-Helix ist die Intensititserh6hung bei ¢, = 3.9A auf der ¢,-Achse und bei
¢. =1.077A (1/Pitch) mit paralleler Impulsiibertragskomponente (siche Abildung 5.15).

Das gemessene Streubild in Abbildung 5.13(Pfeil) hat in der Nihe des spekuldren Pfades
genau bei dem richtigen reziproken Pitchabstand einer Magainin-Helix eine Intensitéts-
erh6hung. Wenn sie einer Populaion von Helizes mit transmembraner Orientierung zuge-
schrieben werden soll, ist die Frage zu kldren, warum diese aber deutlich ndher an der Achse
zu finden ist, als man es von obiger Simulation erwarten wiirde. Zusatzannahmen sollen den
Sachverhalt erhellen. Zum einen ist die Lingsachse des Magaininmolekiils leicht gebogen
(sieche Abb. 2.2 auf Seite 24) und die Ladungsverteilung der Aminoséurereste mufl wegen ih-
rer Verdstelung weg vom Peptidriickgrat beriicksichtigt werden. Die Abbildung 5.16a) zeigt
den Einfluf} einer axialen Biegung der Helix auf das Streubild, in Abbildung 5.16b) wird der
Einfluf} von vier Streuern mit gréflerem Abstand von der helikalen Achse als die iibrigen
Streuzentren, beriicksichtigt. Sie liegen alle auf einer Seite, um die Asymmetrie des echten
Magainin-Peptids zu betonen. In beiden Annahmen wandern die beiden Stellen erhéhter
Intensitit bei ¢,= 1.077 A auf die ¢,-Achse zu.

Neben diesen einfachen helikalen Modellen wurden Daten aus einer Proteindatenbank di-
rekt fiir die Simulation benutzt (http://pdb.gmd.de*, 03.04.2000). Hierin ist nicht nur die
Aminosiduresequenz des ganzen Molekiils enthalten, vor allem finden sich hier die einzelnen

4Speziell fiir Magainin: http://pdb.gmd.de/pdb-bin/opdbshort?oPDBid=2mag
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Abbildung 5.15: zeigt eine Simulation des radial gemittelten helikalen Strukturfaktors. 23
Streuer gleicher Streustéirke wurden fiir die Berechnung auf einer geraden Helix mit Durch-
messer 5 A und Pitch 5.8 A aufgereiht.

Atompositionen mit der jeweiligen Streustirke tabelliert. Daraus konnte das in Abbildung
5.17 dargestellte, radial gemittelte Streubild berechnet werden.

Ein direkter Vergleich des berechneten Strukturfaktors mit dem gemessenen Streubild ist
nun moglich. Die Pfeile in den Simulationen 5.17 zeigen auf die typischen achenfernen Streu-
maxima einer Helix. Der Bereich der Vorwértsstreuung ist bei der Simulation mit einem
einzigen Magaininmolekiil etwas iiberbewertet. Tatséchlich mufl noch der Strukturfaktor fiir
die Anordnung mehrerer Molekiile beriicksichtigt werden (Abbildung 5.17). Iim gemessenen
Streubild wird bei grolen Konzentrationen von Magainin2 ebenfalls in Nihe der ¢,-Achse ei-
ne Intensitdtserhéhung sichtbar. Das Peptid kann sich bei hohen Konzentrationen senkrecht
zur Membranoberflache orientieren. Es sei aber an dieser Stelle ausdriicklich betont, daf§ eine
Korrelation dieser Poren nicht beobachtet wurde (siehe dazu Kapitel 5.8 auf Seite 79).

5.6 Abschitzung des kritischen Verzerrungsfeldradius

Die Intensitiat des Ketten-Ketten-Korrelationsmaximums bei der reinen Lipidprobe kann als
Mafl fiir die zur Streuung beitragenden Lipide angesehen werden. Bei steigender Peptid-
konzentration sinkt die Intensitit drastisch (siehe Abbildung 5.14). Der Intensitétsabfall ist
deutlich stérker, als man nur durch den Ersatz von Lipiden durch Peptide im gleichen Streu-
volumen erwarten wiirde. Der prozentuale Fldchenanteil der Lipide bzw. Peptide betrégt fiir
eine molare Konzentration P/L = 1/x:
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Abbildung 5.16: Radial gemittelter helikaler Strukturfaktor wie in Abbildung 5.15. In Ab-
bildung a) ist eine zusétzliche Biegung der helikalen Achse beriicksichtigt, in Abbildung b)
wurden vier Streuer asymmetrisch zur Helixachse zu einem vergroflerten radialen Abstand
verschoben. (Die gestrichelten Linien wurden fiir die vorige Abbildung 5.15 auf die Maxi-
mumsposition der beiden achsenfernen Maxima bei ¢, = 1.077 A gesetzt und dienen hier
zur Orientierung.)

xAKopfgruppeLipid

APeptid ) (518)

~ I
A eptid
< 1Pe;mfid X 1Ko;ofgr'u,gogoeLipid

Apiyia =
ipid
APeptid + -TAKopfgruppeLipid

Selbst wenn man hinreichend grofie Peptidkonzentrationen ( P/L = 0.02 mol.% ) wiihlt, kann
damit nur das Fehlen von lediglich 10 % der Intensitéit erklirt werden. Tatsdchlich beobach-
tet man aber bei Verdopplung der molaren Peptidkonzentration einen Intensititsriickgang
in der Grofienordnung um 50 % . Damit sind auch mehr Lipide durch die Peptideinwirkung
betroffen, als man durch den bloflen Kontakt zum Peptid in der néichsten und iibernéichsten
Nachbarschaft erwarten wiirde. Es handelt sich um ein kollektives Phinomen. Jedes Peptid
verursacht in seiner Umgebung ein Verzerrungsfeld, das deutlich weiter reicht, als nur bis zu
den unmittelbar angrenzenden Lipiden (néichste Nachbarn). Innerhalb dieses kritischen Radi-
us ist die Kettenordnung der Lipide gestort. Die, nach Abzug des Peptidersatzes im Streuvo-
lumen, fehlende Intensitdt wird deshalb alleine der gestorten Ketten-Ketten-Korrelation der
Lipide zugeschrieben. Aus der Differenz der nach dem verbleibenden Streuvolumen theore-
tisch zu erwartenden Intensitdt und der tatséichlich gemessenen Intensitét 148t sich der kriti-
sche Radius fiir den Einflul des Peptids bestimmen. In einem vereinfachten Modell wird eine
hexagonale Anordnung der Peptide vorausgesetzt. Tatsdchlich wird es eine statistische Ver-
teilung geben. Die hexagonal dichteste Packung stellt unter ihnen aber den giinstigsten Fall
mit der geringsten Flicheniiberdeckung dar. Die Abschidtzung des kritischen Verzerrungs-
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Abbildung 5.17: Berechnete Strukturfaktoren mit atomistischen Daten eines Magainin2 -
Molekiils aus einer Proteindatenbank: a) Einzelnes Molekiil. b) Hexamere Pore aus sechs
Molekiilen. (Die beiden Pfeile zeigen jeweils auf die typischen achsenfernen Streumaxima
einer Helix.)

feldradius ist damit also nur eine Mindestabschéitzung. In gleicher Weise ist zu bewerten,
daf} die Lipidkettenkorrelationen selbst durch die Anwesenheit hoher Peptidkonzentrationen
nicht vollstindig gestort sind, sodafl selbst hier noch ein Korrelationsmaximum beobachtet
werden kann.

Aus dem Fléchenbedarf A fiir x Lipide und jeweils ein Peptid (P/L = 1/x) kann der Abstand
benachbarter Peptide berechnet werden.

dpp =1/2-A/V3 (5.19)

P/L=1/x 200 100 50 10
Abstand dpp in A 123 88.3 64.1 33.9

Der kritische Verzerrungsfelddurchmesser eines Peptids wird als konzentrationsunabhéngig
vorausgesetzt. In Abbildung 5.18 sind drei typische Situationen im Verh&ltnis von Peptid-
Peptid-Abstand zum Verzerrungsfelddurchmesser der Peptide illustriert.

Im einfachsten Fall ist der Abstand d,, benachbarter Peptide deutlich gréfer als der kritische
Verzerrungsfelddurchmesser (Abbildung 5.18a)). Es sind noch Bereiche vorhanden, die nicht
durch ein Peptid gestort sind und damit vollstindig zur Streuung beitragen. Mit zuneh-
mender Peptidkonzentration schwindet der Abstand zwischen den Peptiden. Die Bereiche
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a)

Abbildung 5.18: Verschiedene Szenarien von betroffenen Lipiden im Einflubereich der Pepti-
de. Die dunkelblauen Stellen sind durch kein Verzerrungsfeld irgendeines Peptides betroffen.
Die helleren Flichen stellen Fldchen betroffener Lipide dar. Sie tragen nur noch vermindert
zur Streuintensitét bei. d,, ist der Abstand benachbarter Peptide. r ist der kritische Radius
des Verzerrungsfeldes um ein Peptid.

ungestorter Streuung werden weniger (Abbildung 5.18b)), bis schliefilich alle Lipide im Ver-
zerrungsfeld irgendeines Peptids liegen (Abbildung 5.18c)). Bei sehr hohen Konzentration
(z.B. P/L=1/10) ist letzteres Szenario auf jeden Fall erreicht. Trotzdem gibt es noch einen
Intensitétsbeitrag von Ketten-Ketten-Korrelationen der Lipide. Offensichtlich ist die Ord-
nung nicht vollsténdig gestort. Die gestorte Fliche betroffener Lipide trégt also (zwar nur)
noch vermindert zur Streuintensitit des Ketten-Ketten-Korrelationsmaximums bei. Damit
kann das Streuvermogen SV (als Funktion des Peptidabstands d,, und des Schidigungs-
grads v betroffener Lipide) aus der Differenz von unbetroffener und betroffener Fliche im
Streuvolumen berechnet werden

SV (dyp,v,re) = Appy — v - Ay (5.20)

Fiir den reinen Lipidfall, ohne Peptide, ist das Streuvermogen SV = 100 % . Die maximale
Intensitét, die detektierbar ist, ist die des reinen Lipids (Iy = 12656). Sobald Lipide durch
Peptideinwirkung betroffen sind sinkt das Streuvermogen und damit die detektierte Inten-
sitdt. Die Streuintensitit an der Stelle des Ketten-Ketten-Korrelationsmaximums wurde nach
Untergrundabzug und Beriicksichtigung des Peptidersatzes im Streuvolumen ermittelt:

P/L=1/x oo 200 100 50
Intensitat I(P/L) [w.E.] 12656 6162 4025 2351
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Abbildung 5.19: Streuvermogen SV aus Gleichung 5.20 fiir verschiedene Peptidabsténde in
Abhéngigkeit des Verzerrungsfeldradius r.. a) Die betroffenen Lipide tragen {iberhaupt nicht
mehr zur Streuung bei (v=0). b) Die betroffenen Lipide streuen noch mit 20 % (v=0.8).

Ziel ist es nun, bei einem bestimmten kritischen Radius und Schidigungsgrad v

SV (dpp, v, rc) - Io(reinesLipid) = I(P/L). (5.21)

fiir alle moglichen Peptidkonzentrationen (P/L) zu losen. Die Losung dieser Gleichung be-
stimmt man am besten numerisch oder graphisch. Der kritische Radius fiir ein System aus
DMPC und Magainin wurde zu (42 & 5) A ermittelt. Der Schidigungsgrad v ist ungefihr
80 % .

5.7 Reflektivititsmessungen

Nach dieser Abschétzung scheint es daher nicht mehr auflergew6hnlich, dafl die Einwirkung
des Peptids auf die Reflektivitit einen massiven Einflufl ausiibt.

Man beobachtet einen drastischen Riickgang der Reflexe héherer Ordnung mit steigender
Peptidkonzentration. Damit einhergehend nimmt die diffuse Streuung stark zu. Das ent-
spricht einer peptidinduzierten Zunahme der lamellaren Unordnung bzw. der Membranfluk-
tuationen (Korrugation). Die Zunahme der Unordnung ist auch in der Verbreiterung des
ersten Braggmaximums mit steigender P/L Konzentration ersichtlich. Aufierdem sieht man
direkt ein Quellen des Stapels durch die peptidinduzerte Oberflichenladung (4-5 positive
Nettoladungen pro Peptid).

Unter der Annahme, dafl das Anwachsen von d ausschliellich auf die Zwischenwasserschicht
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Abbildung 5.20: a) Reflektivitdtskurven des Systems DMPC/Magainin2 bei variierender
Peptidkonzentration (Die Kurven wurden der Ubersichtlichkeithalber entlang der Ordinate
verschoben). b) angulare Messungen (Rockingscan) jeweils am Zentrum des ersten Bragg-
Maximums. Die diffuse Streuung steigt deutlich an. In c) ist das jeweilige Verhéltnis von
spekuldrer zu diffuser Streuung aufgetragen.

d, zuriickzufithren ist®, ergibt sich d, ~ 27 A fiir P/L = 0.05 gegeniiber d,, ~ 13A
fiir reines DMPC. Nach der Poisson-Boltzmann Theorie iibt die Ladung der Membrane
gegeniiber dem konstanten, osmotischen Druck der Feuchtigkeitskammer eine immer stirkere
repulsive Kraft aus, der als Druck wie folgt geschrieben werden kann

7 kT s\ !
P(dy) = 1+ = : 22
() 2, d2, ( +z,,dw> (5.22)

mit der Bjerhumlinge I, = 7A und der Flichenladungsdichte ¥ = A,/(Z P/L), wobei
A, = 644 2 die mittlere Fliche pro Kopfgruppe bezeichnet und Z = 4.5 die Zahl der

Fiir P/L < 0.01 148t sich die Annahme durch Fourier-Synthese des Elektronendichteprofils rechtfertigen.
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Abbildung 5.21: a) Das Anschwellen der Schicht durch die peptidinduzierte, negative Ober-
flichenladungsdichte. Die Periode d wéchst gegeniiber der Periode dy des reinen Lipids
DMPC systematisch an. b) Die mittlere quadratische Rauhigkeit o aus Reflektivitéitsan-
passungen mit dem Parattalgorithmus. [Lu 98]

Ladungen pro Peptid. In Molekularfeldndherung kann man nun das Kompressionsmodul
bestimmen, wenn man die elektrostatische Abstoflung mit den Riickstellkriften des Stapels
bei der entsprechenden Auslenkung aus der Ruhelage gleichsetzt, d.h. B(d — dy) = P(d,).
Wenn man fiir kleine Auslenkung die Anderung von B mit P/L vernachlissigt, erhilt man
fiir B als einzigen freien Parameter den sehr 'verniinftigen’ Wert von B = 6.4 10~¢ kT /A —*
aus der Simulation in Abb. 5.21. Um hier ein Anschwellen der Schichtdicke d in einen Anteil
aus Membranschichtdicke d,,, und Zwischenwasserschichtdicke d,, ab initio zu unterscheiden,
miifite das gesamte Dichteprofil innerhalb einer Periode bestimmt werden.

Die Anpassung der Reflektivitit gestaltete sich zunichst schwierig [Lu 98]. Der Standard-
Paratt Algorithmus (siehe z.B. T.P. Russsel [Rus 90]), der zuerst zum Einsatz kam, ist dem
Problem nicht angemessen, weil er die Eigenarten der Proben nicht geniigend beriicksich-
tigt . Beim Spreiten der Proben ist die Anzahl der Membranstapel nicht an jedem Ort der
Probe gleich (siehe AFM Bilder 3.4 auf Seite 43), insbesondere ist nicht immer eine vollig
homogene Bedeckung der Probe mit Peptid/Lipid gewéhrleistet. Daneben mangelt beim
Paratt-Algorithmus an der fehlenden Beriicksichtigung der Unordnung in den mittleren La-
gen der Grenzflichen [Salditt 99H].
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Ausgehend von der ,Masterformel‘,

2

: (5.23)

1 6pe(z) e—iqzz dz

Rle:) = Br pe(00) 0z

die die Fresnelreflektivitit Rz absepariert und in der Gruppe um Pershan angegeben wurde
[Kaw 93], konnten aber beachtliche Fortschritte erzielt werden®. Die Reflektivitéitskurven
wurden nach folgendem Modell angepafit [Cli 2000, Salditt 2000]:

2.2 2
R(g.) = (1 - ) ‘pe’”" “| Rp,(q.) (5.24)

2 2 . . 2
Fa | AGeTOIT ) g Apett o 4 Ap(F(q.)e - S (., L, N))| Rigy(a:)

Dieser etwas ldngliche Ausdruck bezieht neben der eindringtiefenabhingigen Absorption
—32x28d
e~2M%: = ¢ 32 auch mit x bzw. (1-x) den unter Umstinden nicht vollstiindigen Be-

deckungsgrad des Siliziumsubstrats mit ein. Der Strukturfaktor

N
S(q,,L,N) = Z ¢i(masd) o~ (d-md) (1) o —(4) (5.25)
m=1

beriicksichtigt die Qualitit der Periodizitit der einzelnen Lipiddoppelschichten, die im Form-
faktor

D
2 _
Ap-F(q.) =Ap- [)2 %e“ﬁzdz (5.26)

ihren Ausdruck finden. Der Integrand wurde dazu als Fouriersumme ausgedriickt [Cli 2000].
Daneben haben die anderen Symbole die in der Tabelle aufgefiihrte Bedeutung

6Zur Giite dieser Formel im Vergleich zu dynamischen Theorie von Paratt siehe [Als 89].
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Symbole

und deren Bedeutung in Gleichung 5.24

RFlipid
RFSi (Qz)

o

Ad
Ap
Ap
L

N
D

Fresnelreflektivitiat des Lipidsystems

Fresnelreflektivitéit des Siliziumsubstrats

mittlere quadratische Rauhigkeit des Siliziumsubstrats
Elektronendichtesprung vom Siliziumssubstrat zum Wasser
Elektronendichtesprung vom Wasser zum Lipid

Amplitude fiir den Formfaktor

Langenskala, die entweder durch die Gesamtschichtdicke, die Doménengrofie
oder durch die Auflésung bestimmt ist

cutoff des Laufindex (N - D >> L)

Wiederholabstand der Lipiddoppelschichten

Stellvertretend seinen hier zwei angepafite Reflektivitdtskurven fiir reines DMPC und Ma-
gainin2 /DMPC = 1/200 gezeigt.

normierte Intensiét

—_
<
[
1

normierte Intensiat
ol:.
1

S
&
1

Abbildung 5.22: Reflektivititskurven, die mit Gleichung 5.24 angepaft wurden. Die Symbole
zeigen die MeBkurve, die durchgezogene Linie ist jeweils die Simulation.

Das rekonstruierte Elektronendichteprofil wird mit dieser Anpassung automatisch in der

richtigen Skalierung ausgegeben. Die Integration des Elektronendichteprofils iiber eine Ele-

mentarzelle liefert dann auch die Anzahl der durch atomistische Summation zu erwartenden
Elektronen in derselben. Im Elektronendichteprofil der DMPC-Magainin-Lipiddoppelschicht
sieht man, dafl die parallele Membranadsorption des Peptids die Elektronendichte in der
Kopfgruppenregion erhoht. Uber Konzentrationen die stirker sind als P/L =1/100 kann

derzeit keine Aussage getroffen werden. Es wird erwartet, dafl ein Teil der Peptide trans-
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membran eingebaut wird und somit auch die Elektronendichte im Bereich zwischen den
Ketten bei d= 0 A erhoht.

Elektronendichte

30

Abbildung 5.23: Elektronendichteprofil der DMPC-Lipiddoppelschicht fiir verschiedene Ma-
gaininkonzentrationen. Zur Normierung wurde willkiirlich auf die Elekronendichten des Was-
sers im Kopfgruppenbereich und der Lipidketten normiert.
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5.8 Streuung an Membrandefekten

In der Gruppe um H.Huang, Rice University Huston, wurde berichtet, dafl antimikrobielle
Peptide nicht nur transmembrane, oligomere Poren bilden, sondern dariiberhinaus, dafl diese
Poren auch noch lateral korreliert sein sollen. Der Vergleich mit einer geordneten Fliissigkeit
aus harten Scheiben beschreibt den Fall. Ersteres, also die Porenbildung, scheint durchaus
plausibel zu sein. Aus den veroffentlichten Daten aber von einer lateralen Korrelation der
Poren auszugehen ist nicht gerechtfertigt. Moglicherweise handelt es sich um eine Fehlinter-
pretation. Die erste Veréffentlichung behandelt das System DLPC mit Alamethicin [He 95],
eine weitere Veroffentlichung das System DMPC/DMPG mit Magainin [Lud 96].

Ein korreliert-porenbildendes Verhalten dieser Art konnte von uns in keinem der Systeme
bestéitigt werden. Das Vorkommen einer transmembranen Peptidorientierung bei hoheren
Konzentrationen indes wurde von uns direkt im Kapitel 5.4 mit Beugung unter streifen-
dem Winkel beschrieben. Die in den Veroffentlichungen beschriebenen Streusignale deuten
aber eher auf Membranstérungen, im Sinne von multilamellaren Defekten. Eine korrelierte
Porenbildung ist damit nicht erkldrbar. In Kleinwinkelstreuung konnte ein Streusignal von
Defektstrukturen, wie in Abbildung 5.24 illustriert, beobachtet werden. Diese multilamel-
laren Defektstrukturen konnen iiber mehrere Membranstapel reichen. Auflerdem wurden in
polarisationsmikroskopischen Aufnahmen Membrandefekte im Sinne von focal conics anhand
ihrer charakteristischen Brechungseigenschaften identifiziert.
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i, o
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‘f,’:

Abbildung 5.24: Multilamellarer Defekt in einem Membranstapel. a) zeigt einen vertikalen
Schnitt durch einen Membranstapel. Die einfache Lipiddoppellschicht ist als Linie dargestellt.
In einem Transmissionsstreuexperiment wird an einem Defekt der lamellare Wiederholab-
stand d der Membrandoppelschichten sichtbar. Der gemessene Abstand verédndert sich nicht,
wenn die Probe um den Winkel w gegen den einfallenden Strahl gedreht wird. b) Modellie-
rung eines multilamellaren Defekts fiir Strukturfaktorsimulationsrechnungen. Auf mehreren
konzentrischen Tori wurden Streuer angeordnet.
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In einem Transmissionsstreuexperiment ergibt sich bei ¢ = 27/d ein Intensitdtsmaximum.
Wegen der Isotropie einer solchen reinen Lipid-Pore beobachtet man auf einem 2-dimensionalen
Detektor ein ringformiges Streusignal (5.25 Bild a).
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Abbildung 5.25: zeigt in einem lamellaren System aus DLPC und Alamethicin das typische
Kleinwinkelstreusignal. Der Debye-Scherrer-Ring kommt von Streuung an multilamellaren
Defekten in der Membran. Aus der Halbwertsbreite des Debye-Scherrer-Rings schliefit man
auf etwa 14 beteiligte Lipiddoppelschichten. Die verschiedenen Aufnahmen entsprechen einer
Probendrehung von a) w = 0 °, b) w = 30 °und ¢) w = 45 °. Die Simulationen darunter
zeigen das gerechnete Streubild eines multilamellaren Defekts aus 10 (Doppel)-Schichten.
Der Defektring bleibt in seiner Form unveréndert; die Intensitéit bleibt oben (und unten)
gleich, wéhrend sie rechts (und links) verlorengeht. Die Fehlstellen im simulierten Streubild
kommen auf Grund der Diskretisierung in der Modellierung des Defekts.

Wichtige Informationen gewinnt man aus der Drehung der Probe gegen den Primérstrahl.
Der lamellare Abstand d der Membrandoppelschichten ist gegeniiber Drehung invariant. Ent-
sprechend wird das ringférmige Streusignal wieder bei gleichem ¢ -Wert beobachtet. Lediglich
die Intensitét variiert auf dem Scherrer-Ring. Mit Simulationsrechnungen des Strukturfak-
tors einer multilamellaren Pore kann dies aber verstanden werden. Dazu wurden diskrete
Streuer wie in Abbildung 5.24 b) auf mehreren konzentrischen Tori angeordnet. Die beiden
charakteristischen Radien Ry und r; des jeweiligen Torus wurden entsprechend der lamellaren
Schichtabstéinde des Systems angepaft (r; ist der Mantelradius und Rj legt dessen Abstand
vom Ursprung fest). Die Simulationen des Strukturfaktors basieren auf Gleichung 5.17 auf
Seite 68. Der Strukturfaktor fiir die um den Winkel w gedrehte Probe in Transmission ist
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somit

S(qx,qy - cos(w), qy - sin(w)). (5.27)

Man sieht aus den Simulationen in Abbildung 5.25, daf} sie den Fall einer multilamella-
ren Pore prinzipiell gut beschreiben. Auf Grund der diskreten Positionswahl der Streuer
ist das Simulationsbild nicht so homogen, wie das tatséchlich gemessene Steubild. Die In-
tensititsverteilung auf einem Kreisring mit ¢ = 27/d wird allerdings erfat. Ganz anders
dndert sich das Streubild von Korrealationsmaxima von Peptidporen bei Drehung. Wegen
der axialen Vorzugsrichtung der Peptide wiirde es ellipsenartig deformiert werden. Die be-
obachteten Defektstreusignale treten aufierdem auch bei reinen Lipiden auf (P/L=0). Bei
Lipidmischungen (POPC/POPS oder DMPC/DMPGQG) scheinen sie besonders ausgeprigt zu
sein. Dariiberhinaus wird ein Zuwachs des Streusignals mit der Peptidkonzentration beob-
achtet. Die Defektdichte nimmt also peptidabhingig zu. In diesem Zusammenhang sei auch
auf das Modell verwiesen, bei dem die Peptide von einem Verzerrungsfeld umgeben sind.
Treffen mehrere solcher Bereich aufeinander, so kann es zu Membrandefekten fithren (sie-
he Bild 2.6 auf Seite 28). Die eigentlichen Peptidporen scheinen nur als Minderpopulation
vorzuliegen und werden in dieser Messung folglich nicht direkt sichtbar.

Eine weitere Bestétigung, dafl es keine korrelierten Poren gibt, ist direkt aus dem Streubild
ersichtlich. In einer Illustration in [He 95] wird der Eindruck eines echten hexagonal korre-
lierten Gitters vermittelt. Bei einem hexagonalen Gitter sind die Maxima fiir den (hk)-Reflex
bei

B 47
q \/ga

zu finden”. In dieser Gleichung ist a die hexagonale Seitenlinge. Aus rein geometrischen

V2 ¥ hk + k2 (5.28)

Uberlegungen, die durch die Auswertungen im Bezug auf den kritischen Radius gestiitzt
werden, kann der Abstand benachbarter Peptidporen und damit die Position der (hk)-Bragg-
Maxima berechnet werden. Die berechneten Werte stiitzen sich auf die Verwendung von
hexameren Poren.

P/L=1/x 200 100 50 10
Abstand zweier 6-Poren [A] 298.858 212.074 151.014 71.1961
g (10)[A7"] 0.042  0.059 0083  0.177
g (11)[A ] 0.073  0.103  0.144  0.306
g/(20)[A7"] 0.084 0119  0.166  0.353

In den Streudaten aus Abbildung 5.13 ist hingegen an den berechneten Positionen keine

"Falls die Poren weniger gut auf einem hexagonalen Gitter korreliert sind, so verbreitert sich lediglich das
Streumaximum. Der Reflex behilt aber seine Position bei.
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Intensitidtserhohung sichtbar. Eine Phase mit korrelierten, oligomeren Peptidporen gibt es
also nicht.
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Anhang 1

Strukturen, Dreibuchstaben- und Einbuchstabencodes der natiirlichen Aminoséuren (ent-
nommen aus [Jak 96]).
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Anhang 2

Temperaturabhéngige Entwicklung des Ketten-Kettenkorrelationsmaximums am Hauptpha-

seniibergang von DMPC.

4 1,49
[ J
[ J v v 1
0,25 ° %, vy 1148 @
—l—\ ° v 4 P
<L, ° 4147 2
o 0,201 v l =
5 4146 =
H ~
2 v : -
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< v ° )
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Temperatur [°C]
Abbildung D.27: Temperaturabhéngige Entwicklung des Ketten-

Kettenkorrelationsmaximums am Hauptphaseniibergang von DMPC. Aufgetragen ist
die Positionsverschiebung des Korrelationsmaximums (rote Kreise) und die Anderung
der zugehorigen Halbwertsbreite (blaue Dreiecke) aus dem in Abb. 5.8 dargestellten
Phaseniibergang.
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Anhang 3

Reziproke Rastermessungen um das Ketten-Kettenkorrelationmaximum eines orientierten
multilamellaren Systems aus DLPC und Alamethicin. Beim reinen Lipid ist nur das Ketten-
Ketten-Korrelationmaximum sichtbar. Mit steigender Alamethicin-Konzentation tritt ein
zusétzlicher Streubeitag auf.

DLPC +ALM 1/100 +ALM 1/10

3,0

2,5

q A

i»‘ln[A_l]

05 1.0 15 20

Abbildung 5.28: Ketten-Kettenkorrelationsmaximums von DLPC bei unterschiedlicher Kon-
zentration von Alamethicin
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Abbildung 5.29: Ketten-Kettenkorrelationsmaximums von POPC bei unterschiedlicher Kon-
zentration von Magainin2.
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