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1 Einleitung

1.1 Neisseria meningitidis

111 Epidemiologie und Inzidenz

Neisseria meningitidis ist ein Gram-negatives, fakultativ anaerob und pleomorph
bekapseltes Bakterium, welches héufig als Diplococcus vorliegt und auch unter
der Bezeichnung Meningokokkus bekannt ist. Das erste Mal wurde es 1884 von
Marchiafava und Celli beschrieben und drei Jahre spater vom 6sterreichischen
Pathologen A. Weichselbaum aus dem Serum eines erkrankten Patienten isoliert
(1887) [1]. Der Mensch stellt den einzigen naturlichen Wirt der Meningokokken
dar. Sie werden durch Tropfcheninfektion {bertragen und besiedeln
asymptomatisch vor allem den Nasopharynx, wurden aber auch schon auf der
Mundschleimhaut und in Zahnbelag gefunden [2]. Asymptomatische Trager sind
in Europa 5-10% der Bevolkerung, was jedoch von Alter, sozialem Umfeld und
Wohnort abhangt [3, 4]. Einen sehr hohen Tragerstatus mit bis zu 35% haben
Jugendliche bzw. junge Erwachsene [3, 5, 6] und Militarrekruten [7, 8].

Anhand der unterschiedlichen Struktur der Polysaccharidkapsel kénnen 13
Serogruppen unterschieden werden, von denen nur die Gruppen A, B, C, W-135,
Xund Y Infektionen hervorrufen [9].

Jedes Jahr erkranken weltweit 500.000-1,2 Millionen Menschen an einer
invasiven Meningikokken-Erkrankung, von denen 50.000-135.000 an der
Infektion sterben [10]. Die meisten Infektionen weltweit werden durch die
Serogruppe A verursacht. Zusammen mit den Serogruppe W-135 und X sind sie
fur Epidemien vor allem im Gebiet des Meningitisgurtels verantwortlich. Der
Meningitisglrtel erstreckt sich vom Senegal bis nach Athiopien im Gebiet der
Subsahara und wurde erstmals 1963 von Lapeyssonnie definiert [11]. Die
Epidemien treten seit 1905 zyklisch alle 8-10 Jahre auf und beginnen meist zu
Anfang der Trockenzeit und enden mit dem ersten Regen [12, 13]. Die letzte
grol3e Epidemie ereignete sich 2009 mit Gber 80.000 gemeldeten Fallen im
Gebiet von Nigeria und Niger (WHO), wohingegen die grof3te Epidemie 1996 im
Meningitisgurtel 250.000 Erkrankten und 25.000 Tote zu beklagen hatte [14].



Doch nicht nur Afrika ist von wiederkehrenden Epidemien betroffen. Wéahrend
und nach dem Hadsch, der jahrlichen islamischen Pilgereise nach Mekka,
werden auch regelmafiige Meningokokkenausbriiche verzeichnet. Im Jahr 2000
kam es nach dem Hadsch zu mehreren, von heimkehrenden Pilgern
verursachten Ausbriichen von W-135 Infektionen in ganz Europa. Besonders
betroffen waren das Vereinigte Konigreich und Frankreich [15]. Epidemien durch
Serogruppe A kamen Anfang des 20. Jahrhunderts auch in Europa und den USA
vor, verschwanden jedoch nach dem Zweiten Weltkrieg [10, 16]. Auch
Meningokokken der Serogruppe B kénnen Epidemien auslosen, die sich aber
durch eine langsamere Ausbreitung, niedrigere Infektionsraten, aber auch langer
andauernde Erkrankungszeitraume unterscheiden [17]. Neben epidemischen
Ausbrichen gibt es auch sporadisch auftretende Félle invasiver Meningokokken-
Erkrankungen. In Europa werden diese vor allem durch die Serogruppe B und C
ausgelost [16]. Seit 2001 ist in Deutschland die Meningokokken-Meningitis und
Meningokokken-Sepsis meldepflichtig (Infektionsschutzgesetz §6). Im Jahr 2018
wurden 295 Félle invasiver Meningokokken Erkrankungen dem Robert Koch-
Institut gemeldet [18]. Die Inzidenz lag 2018 somit bei 0,36/100.000 Einwohner
(NRZMHi). Auch in anderen Industriestaaten ist die Erkrankungshaufigkeit relativ
niedrig und sinkt durch die Einfihrung von Impfstoffen weiterhin ab [19]. Im
Vergleich dazu kann die Erkrankungshaufigkeit bei Epidemien auf bis zu
1.000/100.000 ansteigen [12]. Die meisten Erkrankungen in Deutschland wurden
2018, und in den Jahren zuvor, von der Serogruppe B (58,6%) ausgelost, gefolgt
von den Gruppen Y (14,3%), C (13,1%) und W-135 (12,7%), die in den letzten
Jahren zunimmt (Vorjahr 9%). Eine saisonale Haufung der Erkrankung ist im
ersten Quartal zu sehen. In den Jahren 2013-2018 wurde ca. ein Drittel der
Infektionen in den Monaten Januar bis Marz gemeldet [18]. Bestimmte
Altersgruppen sind starker von invasiven Meningokokken-Erkrankungen
betroffen als andere. Sauglinge haben das hochste Erkrankungsrisiko
(5/100.000), welches ab dem 2. Lebensjahr deutlich abnimmt. Bei Jugendlichen
gibt es einen zweiten, jedoch niedrigeren, Erkrankungsgipfel (0,9/100.000) [19,
20].



1.1.2 Krankheitsbild, Therapie und Vorsorge

Gelingt den Meningokokken der Ubertritt Gber das Epithel des Nasopharynx ins
Blut, kann es zu einer invasiven Meningokokken-Erkrankung (IME) kommen. Die
haufigsten Krankheitsbilder sind die Meningokokkenmeningitis und die Sepsis,
die sowohl einzeln als auch in Kombination miteinander auftreten kdnnen [21].
Pradispositionen fiur eine IME sind Rauchen, vorangegangene respiratorische
Infekte mit z.B. Mykoplasmen oder Influenzaviren, trockene und staubige Luft,
eine geschwéchte Immunabwehr oder Immundefekte, wie z. B. Defekte des
Komplementsystems [2, 22, 23].

Die Inkubationszeit betrdgt zwischen einem und 14 Tagen [24], wobei ein
plétzlicher und rasch fortschreitender Erkrankungsbeginn innerhalb der ersten
24 Stunden charakteristisch ist [25]. Oft gehen unspezifische Symptome wie die
eines fiebrigen Infekts mit Schittelfrost, Muskelschmerzen, Ubelkeit und
Erbrechen den typischen Merkmalen einer IME voraus [21]. Klinisch préasentiert
sich die bakterielle Meningitis durch Kopfschmerzen, Fieber, Nackensteife und
Bewusstseinstribung, wobei 95% der Patienten mindestens zwei der vier
Symptome haben [26]. Ein diagnostisch wichtiges Zeichen einer IME ist das
Auftreten von Petechien am Korper oder den Schleimhauten [27]. Die
Meningokokken-Sepsis aulRert sich durch Fieber, Schock,
Verbrauchskoagulopathien (DIC) und Organversagen [28]. Die Ursache dafur ist
eine durch Endotoxin ausgeloste Aktivierung des Gerinnungs- und
Komplementsystems [25]. Eine besonders schwere Verlaufsform der IME stellt
das Waterhouse-Friderichsen-Syndrom dar. In diesem Fall sorgt die
Verbrauchskoagulopathie fur eine Durchblutungsstérung der Nebennierenrinde,
was zu einer akuten Verschlechterung des Krankheitsverlaufes fuhrt [25, 29]. Bei
Sauglingen verlauft die Erkrankung deutlich weniger typisch, was eine schnelle
Diagnostik oft schwierig macht [24, 30]. Als geeignete Therapie gilt die sofortige
Gabe von Cephalosporinen der 3. Generation (Ceftriaxon, Cefotaxim), Ampicillin
oder Penicillin G. Auf Grund von Penicillinresistenzen sollte eine Therapie mit
Penicillin G nur bei Vorliegen eines Antibiogramms erfolgen [31].

Trotz der niedrigen Inzidenz in Industrielandern stellen die invasiven

Meningokokken-Erkrankungen auf Grund ihrer oft schwerwiegenden Verlaufe



und haufigen Komplikationen ein wichtiges Krankheitsbild dar [32]. Die Letalitat
konnte durch Verwendung adaquater Antibiotika von ca. 80% zu Beginn des
20. Jahrhundert auf durchschnittlich 10% gesenkt werden [33-35]. Erkrankungen,
die durch die Serogruppe C ausgelost werden, fihren in den letzten Jahren
haufiger zum Tod als solche, die von Serogruppe B verursacht wurden [18, 20].
Neben der Serogruppe hat auch die klinische Erscheinungsform Auswirkungen
auf die Letalitat [20]. So betragt die Letalitat ca. 5% bei Meningitis [25, 35], bis zu
40% bei Sepsis [10] und bis zu 80% beim Waterhouse-Friderichsen-Syndrom
[25, 36]. Nach Uberstandener IME sind bei ungefahr 10-30% der Patienten
schwere Langzeitfolgen zu erwarten [37, 38]. Dazu zahlen unter anderem
Taubheit [39, 40], geistige Retardierung [25, 41] und der Verlust von Extremitéaten
durch Amputation [22].

Zur Pravention vor IME stehen verschiedene Impfstoffe zur Verfugung. Gegen
die Serogruppe C gibt es einen Konjugatimpfstoff, der von der sténdigen
Impfkomission des RKI (STIKO) fur Kinder im frihen 2. Lebensjahr empfohlen
wird [42, 43]. Aul3erdem gibt es gegen die Serogruppen A, C, W und Y
Polysaccharid-Impfstoffe, die bivalent (A+C), trivalent (A, C+W) oder tetravalent
(A, C, W+Y) zur Verfligung stehen [43, 44].

Gegen die Serogruppe B gab es aufgrund der niedrigen Antigenitat der Kapsel
bis 2013 keinen Impfstoff. Durch die Genomanalyse konnten nun
Oberflachenproteine identifiziert werden, die als Antigene fungieren. Diese neue
Technik zur Entwicklung von Impfstoffen wird als reverse Vakzinologie
bezeichnet [45]. Die Wirksamkeit und Wirkdauer der neuen Bexsero® Impfung
ist noch nicht abschlieRend geklart und soll nur nach individueller
Risikoabschéatzung verwendet werden [42, 46, 47].

1.1.3 Pathogenese und Virulenzfaktoren von N. meningitidis

Die Pathogenese der invasiven Meningokokken-Erkrankung beginnt mit der
Adhésion von N. meningitidis an den nicht-zilientragenden Epithelzellen des
Nasopharynx [24]. Diese primare Adhasion wird durch Typ IV Pili vermittelt, die
aus verschiedenen Pil-Proteinen (Haupt-Pilin PilE, Pil-C, Pil-V und Pil-X)

aufgebaut sind. Sie Uberragen die Kapsel der Meningokokken und erméglichen



so die Anhaftung der Bakterien an der Mukosa [48, 49]. Die Dynamik des Typ IV
Pilus erzeugt eine Bewegung, die als ,twitching motility“ bezeichnet wird und fur
die Bildung von Mikrokolonien und die Transzytose durch die Mukosa von
Bedeutung ist [50, 51]. Mit welchem humanen Epithelbestandteil sie interagieren
ist noch nicht genau geklart und sowohl der CD46-Rezeptor [52, 53], wie auch
das Glykoprotein CD147 [54] werden diskutiert. Die Polysaccharidkapsel stellt
bei der aerogenen Ubertragung einen wichtigen Schutz vor Umwelteinfliissen
dar, verdeckt aber auch wichtige Faktoren, die fur die Adhasion und Invasion
notwendig sind [55, 56]. Meningokokken ist es deswegen moglich nach der
Adhasion Uber verschiedene Mechanismen die Expression ihrer
Polysaccharidkapsel herunter zu regulieren [53, 57, 58]. Dies ermdglicht die
Bindung an sogenannte opacity-Proteine, von denen N. meningitidis Opa und
Opc exprimiert [59]. Sie werden wie die Pili zu den Adhasinen gezéahlt und
stimulieren durch die Bindung an ihre Rezeptoren die Aufnahme der
Meningokokken in Epithelzellen und die Transzytose [53]. Sowohl Opa als auch
Opc binden an membranstandige Heperansulfat-Proteoglykane, die als Rezeptor
und Korezeptor dienen [60-62]. AulRerdem binden Opa-Proteine an CEACAM-
Proteine (Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule), von denen
CEACAM-1 am haufigsten vorkommt [56]. Neben der Adhasion sind die
Meningokokken auch fur das Uberleben im Nasopharynx ausgestattet. Der
Schleim, der das Epithel des Nasopharynx tberzieht, ist nahrstoffarm und enthalt
antibakterielle Peptide, Bestandteile des Komplementsystems und das
sekretorische Immunglobulin A (slgA) [63-67]. Neben der Polysaccharidkapsel
ist das Lipooligosaccharid (LOS), sowie das Faktor H bindende Protein (fHbp)
und das Neisseria-Oberflachenprotein A (NspA) wichtig fir die Hemmung des
Komplementsystems [68-70]. Desweiteren exprimieren N. meningitidis IgA-
Proteasen und Efflux Pumpen (MtrCDE), um sich vor antibakteriellen Peptiden
zu schitzen [67, 71]. Das Wachstum anderer Bakterien im dichtbesiedelten
Nasopharynx hemmt N. meningitidis durch die Produktion von polymorphen
Toxinen [72, 73]. Ein weiterer wichtiger Faktor fir die Kolonisation des
Nasopharynx scheinen fadenférmige Bakteriophagen (MDA®, Meningococcal

Disease Associated) zu sein. Sie sorgen flr eine Interaktion zwischen den



Meningokokken, eine VergroR3erung der Bakterienkolonie auf dem Epithel und

einer héheren Invasivitat [74, 75].

Nach der Transzytose durch das Epithel erfolgt der Eintritt der Meningokokken in
den Blutkreislauf, wo sie vor Phagozytose und Lyse durch das
Komplementsystem geschutzt werden missen. Ein wichtiger
Schutzmechanismus ist die Reexpression der Polysaccharidkapsel [76, 77]. Der
Kapselbestandteil N-Acetylneuraminsaure ist auch in der Glykokalyx humaner
Zellen vorhanden und wird deshalb vom Immunsystem nicht als fremd erkannt
[78]. Wie auch im Nasopharynx sind neben der Polysaccharidkapsel auch das
Faktor H bindende Protein und die MtrCDE Efflux Pumpe fur das Uberleben im
Blut wichtig [69, 71]. Das fur den Erreger wichtige Eisen bekommen sie durch
Ham-Transporter (HmbR und HpuAB) oder eisenbindende Proteine, die das
Transferrin und Lactoferrin aus dem Serum binden [79, 80].

Die aul3ere Membran Gram-negativer Bakterien ist aus Phospholipiden mit darin
verankerten Lipopolysacchariden (LPS) aufgebaut, wohingegen die &ufere
Membran von N. meningitidis Lipooligosaccharide (LOS) enthélt. Das LPS
besteht aus dem O-Antigen, einem Core-Polysaccharid und dem Lipid A und wird
auch als Endotoxin bezeichnet [81, 82]. Im Korper sorgt das LPS bzw. LOS und
vor allem die Teilstruktur Lipid A fur die Aktivierung des Immunsystems und hat
toxische sowie proinflammatorische Wirkungen [83]. Des Weiteren hat das LOS
auch Einfluss auf die Invasivitat der Meningokokken [84]. Bei Patienten mit
invasiver Meningokokken-Erkrankung kénnen im Blut oder im Liquor sehr hohe
LOS-Werte festgestellt werden, die durch Bakterienlyse oder Abschniirung der

auleren Membran (,blebbing“) verursacht werden [85, 86].

Eine Besonderheit von N. meningitidis ist ihre Fahigkeit sowohl die peripheren
als auch die zentralen kapillaren Endothelzellen zu besiedeln und mit ihnen zu
interagieren. Dies fiihrt zur Uberwindung der Blut-Liquor-Schranke, Vermehrung
im Blut, Bildung von Thromben und zur Ruptur der Kapillaren. Ohne die Adh&sion
an die Endothelzellen wiirden die Bakterien schnell aus dem Blutkreislauf

entfernt werden [73, 87, 88]. Die primare Haftung an den Endothelzellen wird



durch Typ IV Pili vermittelt, welche sich eventuell auch als Therapieansatz gegen
eine Meningokokkensepsis eignen [89]. Sie binden wie auf der Epitheloberflache
an verschiedene humane Rezeptoren wie den Laminin-Rezeptor, den PAF-
Rezeptor (PAF = Plattchenaktivierender Faktor) und den CD147-Rezeptor.
Vorallem die Interaktion mit dem CD147-Rezeptor scheint sowohl in den Gehirn-
Endothelzellen, als auch in den peripheren Endothelzellen eine wichtige Rolle
einzunehmen [54]. Wie auch andere Bakterien sorgt N. meningitidis fur die
Translokation und Aktivierung der sauren Sphingomyelinase und fiihrt dadurch
zur Hydrolyse von Sphingomyelin zu Ceramid. Die hierflr verantwortlichen
Pathogenitatsfaktoren sind das opacity Protein Opc und die Typ IV Pili. Durch die
Aktivierung kommt es zur Bildung von ceramidreichen Plattformen in den
Hirnendothelzellen und anschlieender Anreicherung des ErbB2-Rezeptors,
wodurch die Menigokokken in die Endothelzellen aufgenommen werden [90, 91].
Um eine bakterielle Meningitis zu verursachen mussen die Meningokokken die
Blut-Liquor-Schranke Uberwinden. Diese Barriere besteht aus speziellen
Endothelzellen, die fir eine starke Abschirmung des ZNS von der Blutzirkulation
sorgen. Dadurch ist das Aufrechterhalten eines konstanten Milieus im ZNS und
der Schutz vor Noxen im Blut mdglich [92]. Die starke Barriere der Endothelzellen
wird durch eine hohe Anzahl an Zell-Zell-Verbindungen gebildet. Tight-Junctions
sorgen fur die Abdichtung gegeniber dem Gefal3lumen, wahrend die Adherens-
Junctions fur die Verbindung der Zellen untereinander sorgen [93]. Die Aufnahme
der Meningokokken in die Endothelzellen erfolgt durch eine Interaktion von Opc
mit den Serumfaktoren Vitronektin und Fibronektin [94, 95]. Durch die Bindung
an diese Proteine wird die Bindung an die zellularen Integrine av3s (Vitronektin)
und asB1 (Fibronektin) moglich. Auch bei der Uberwindung der Endothel-Barriere
spielt die Interaktion von Opa mit dem CEACAM-1 Protein eine wichtige Rolle
[96].

Nach der initialen Bindung von N. meningitidis an die Oberflache von Epithel- und
Endothelzellen kommt es durch die Bakterienvermehrung zur Formation von
Mikrokolonien. Unterhalb dieser Kolonien kommt es zur Bildung von
sogenannten cortical plaques, die sich durch eine erhdhte Dichte an Rezeptoren
wie EGFR und CD44 und den Proteinen ICAM-1/2, Ezrin und Moesin



auszeichnen [97, 98]. Induziert durch die Bindung der Meningokokken an die
Zelle kommt es zur Aktivierung einer intrazellularen Signalkaskade, die durch
Tyrosinkinasen vermittelt wird. An der Signaltransduktion sind sowohl nicht-
Rezeptor-Tyrosinkinasen wie die Src-Proteinfamilie, als auch Rezeptor-
Tyrosinkinasen, wie die Erb-Familie, beteiligt [99, 100]. Schlie3lich fuhrt die
Signaltransduktion zu einer Umstrukturierung des Zytoskeletts und einer
Internalisierung der N. meningitidis, sowie zu der Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1 und IL-6 [101]. Nach der
Uberwindung der Blut-Liquor-Schranke kann es dann zu einer bakteriellen

Meningitis kommen.



1.2  Sphingolipide und ihre antibakterielle Wirkung

121 Sphingolipide

Die Sphingolipide wurden 1884 von dem Arzt J. L. W. Thudichum entdeckt und
benannt. Er benannte sie nach der Sphinx, da ihm ihre Funktion ratselhaft war
[102].

Die Sphingolipide gehdren zusammen mit den Phosphoglyceriden zu der
Hauptgruppe der Phospholipide, die die groldte Fraktion der Lipide einer
Plasmamembran darstellen. Im Gegensatz zu den Phosphoglyceriden leiten sich
die Sphingolipide nicht von Glycerin, sondern vom ungesattigten Aminoalkohol
Sphingosin ab [103]. Lipide sind amphiphile Molekile mit einer hydrophilen
Kopfgruppe und den lipophilen Kohlenstoffketten. Sie organisieren sich im
wassrigen Medium spontan zu charakteristischen Strukturen, wie Vesikeln und
Lipiddoppelschichten, welche die Grundstruktur von Plasmamembranen
darstellen [104]. Die Lipidzusammensetzung der intra- und extrazellularen Seite
der Lipiddoppelschicht ist jedoch nicht symmetrisch [105]. Die Plasmamembran
umgibt jede Zelle und stellt so eine Abgrenzung zwischen dem Zellinneren und
der Umgebung dar. Sie ist neben der Kompartimentierung auch an dem
Stoffaustausch mit der Umgebung und der Signaltransduktion beteiligt [106]. Um
die verschiedenen Aufgaben zu erflllen sind Proteine in die Lipiddoppelschicht
eingelagert, die je nach Verankerung, als integrale oder periphere
Membranproteine bezeichnet werden [106, 107]. Die Zellmembran enthalt
aulRerdem Kohlenhydrate, die an Proteine oder Lipide gebunden sind. Sie ragen
in den Extrazellularraum und sind wichtige Erkennungsmerkmale flr andere
Zellen [108]. Das 1972 von Singer und Nicolson veroffentlichte Flissig-Mosaik-
Modell war das erste Plasmamembran-Modell [109]. Nachdem man damals von
einer zufalligen Verteilung und freier Beweglichkeit der Lipide und Proteine
ausging, vermutet man heute eine unterschiedliche Verteilung der
Membranbestandteile und eine eingeschrankte Beweglichkeit, die unter anderem
durch das Zytoskelett limitiert ist [110]. Dadurch entstehen dynamische,
temporare Membrandomanen, deren Zusammensetzung einen Einfluss auf die
Fluiditat und Struktur der Membran hat [102, 111]. Vor allem Sphingolipide und



Cholesterol sind in diesen Membrandomanen angereichert, wobei das
Cholesterol als Abstandshalter zwischen den Kohlenstoffketten dient [112]. Ihre
chemische Struktur ermdglicht eine engere Zusammenlagerung der Molekdle,
wodurch diese Bereiche eine hohere Dichte als die restliche Zellmembran
aufweisen und deshalb auch als ,lipid rafts“ bezeichnet werden [113]. Bestimmte
Membranproteine haben eine hohe Affinitat zu diesen Lipiden und reichern sich
deshalb auch in diesen Bereichen an [114, 115]. Die ,Lipid rafts“ spielen eine
wichtige Rolle in verschiedenen zellularen Prozessen, wie der
Signaltransduktion, dem Membrantransport, der Wirkung von Neurotransmittern
und der Exo- und Endozytose. Des Weiteren sollen auch einige Bakterien und
Viren die ,lipid rafts“ zum Eintritt in die Zelle nutzen und auch ein Zusammenhang
mit Krankheiten wie Alzheimer oder Chorea Huntington wurde beobachtet [111,
116, 117]. Die Existenz, die Zusammensetzung und die Funktion der ,lipid rafts®

wird jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert [111].

Sphingolipide und ihre Metaboliten sind nicht nur Bestandteile der
Plasmamembran, sondern stellen auch wichtige biologische Mediatoren dar, die
an vielen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen beteiligt sind
[118]. Einige der wichtigsten bioaktiven Molekile sind Ceramid und Ceramid-1-
Phosphat, welches von der Ceramid Kinase synthetisiert wird, sowie Sphingosin
und Sphingosin-1-Phosphat, welches durch die Sphingosin Kinase entsteht. Sie
regulieren wichtige Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose,

Immunzellmigration, Angiogenese, Entziindung und Krebs [119-122].

1.2.2 Ceramide

Ceramide bestehen aus einem Sphingosin, welches tber eine Amidbindung mit
einer Fettsaure verbunden ist. Sie gelten aufgrund ihrer Struktur als die
einfachsten Sphingolipide und bilden die Grundlage fir die Bildung von
komplexeren Sphingolipiden, wie zum Beispiel Glykosphingolipide und
Sphingomyelin [123]. Die Lange der Fettsdure kann unterschiedlich sein, besteht
jedoch bei Ceramiden typischerweise aus 16-24 C-Atomen [124, 125]. Ceramide

sind stark hydrophob und kommen vermehrt im stratum corneum vor, wo sie die
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Haut vor Austrocknung und dem Befall von Mikroorganismen schitzen [126,
127].

Fir die Ceramid Synthese gibt es mehrere Moglichkeiten. Sie kbnnen de novo
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) durch die Serin-Palmitoyltransferase aus
Serin und Palmitoyl-CoA synthetisiert werden [128, 129]. Die im ER gebildeten
Ceramide werden zum Golgi-Apparat transportiert und dort zu anderen
Sphingolipiden synthetisiert [129]. Des Weiteren entstehen Ceramide bei der
Hydrolyse von Sphingomyelin, welches das haufigste Sphingolipid der Membran
ist. Das Sphingomyelin wird in der Plasmamembran durch Sphingomyelinasen in
Ceramid und Phosphocholin gespalten. Es gibt sechs verschiedene
Sphingomyelinasen, die nach ihrem pH-Optimum in saure, neutrale und
alkalische Sphingomyelinasen eingeteilt werden und in unterschiedlichen
Geweben lokalisiert sind [130-132]. Die letzte Méglichkeit der Ceramid-Synthese
stellt der salvage pathway dar, der einen Grof3teil (50-90%) des Sphingolipid
Stoffwechsels ausmacht [133, 134]. Hierbei wird das aus dem Sphingolipid
Katabolismus gewonnene Sphingosin wiederverwertet [135]. Der Abbau erfolgt
durch Ceramidasen, welche die Ceramide in Sphingosin und Fettsduren spalten
[128]. Neben dem salvage pathway kann das gewonnene Sphingosin zum
Beispiel auch mittels Sphingosin-Kinase zu Sphingosin-1-Phosphat synthetisiert
werden.

Es sind mehrere Stimuli fir die Aktivierung der verschiedenen Synthesewege
bekannt. Die de novo Synthese wird z.B. durch Cannabinoide oder Hitze
bedingten Stress aktiviert [136, 137]. Die Aktivierung der Enzymgruppe der
Sphingomyelinasen erfolgt unter anderem durch oxidativen Stress, TNF-a oder
die Bindung an den Fas-Rezeptor [130, 138, 139]. Auch Infektionen mit
bestimmten Pathogenen kdnnen die enzymatische Synthese aktivieren [140-
143]. Durch die vermehrte Bildung der Ceramide und ihre chemischen
Eigenschaften kommt es, durch enge Zusammenlagerung der Ceramide, zur
Bildung von Ceramid-reichen Plattformen (CRPs) [144, 145]. Innerhalb dieser
Plattformen kommt es zur Akkumulation von Rezeptoren, was zu einer
Verstarkung des Signals oder ihrer Aktivierung fihrt. Die Rekrutierung von

intrazellularen Signalmolekilen und eine Stabilisierung der Ligand-Rezeptor
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Interaktion konnte fir Fas-Rezeptor CD95 gezeigt werden [146]. Eine leichtere
Membranausstilpung, die zur Vesikelbildung und deren Fusion fihrt, wird auch
durch die CRPs ermoglicht [147]. Die Infektion mit bestimmten Pathogenen, wie
Staphylococcus aureus [148], Pseudomonas aeruginosa [149],
Neisseria gonorrhoeae [141], Neisseria meningitidis [90], Rhinoviren [150] und
Masernviren [151] fhrt zu einer Aktivierung der Sphingomyelinase und dadurch
zur Bildung von CRPs. Die Pathogene nutzen die CRPs fur die Internalisierung
in die Zelle oder induzieren damit sogar die Apoptose der Zelle.

1.2.3 Antibakterielle Wirkung

Schon 1940 beschrieb Burtenshaw die antibakterielle Wirkung der auf der Haut
vorkommenden Lipide gegeniuber Staphylococcus aureus [152]. Zu den
antibakteriell wirkenden Lipiden auf der Haut zahlen neben antibakteriell
wirkenden Fettsauren auch langkettiger Sphingobasen. Die Sphingobasen,
Sphingosin, Dihydrosphingosin und 6-Hydroxysphingosin, zeigen eine starke
antibakterielle Wirkung und spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen
Immunabwehr gegen bakterielle Infektionen der Haut und Schleimhaute [153,
154]. Die antibakteriellen Eigenschaften von Lipiden sind jedoch nicht auf
Hautpathogene beschrankt und wurden inzwischen an unterschiedlichsten
Mikroorganismen untersucht. Der erste Hinweis auf die antibakterielle Wirkung
von Sphingosin stammt aus dem Jahr 1948. In einem Versuch sollte das
Wachstum von Mycobacterium tuberculosis gefordert werden und es fiel die
Wachstumshemmung durch Sphingosin auf [154, 155].

Viele der natlrlich vorkommenden und synthetisch erzeugten Sphingobasen
haben antibakterielle Eigenschaften und sind fir Krebszellen zytotoxisch [156].
Ein wachstumshemmender Effekt gegeniber vielen Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien, sowie gegeniber Pilzen konnte gezeigt werden [157-161].
In einer Studie in unserem Labor wurde die antibakterielle Wirkung von
kurzkettigen Cs- und langkettigen Cis-Ceramiden, sowie den azido-
funktionalisierten Ceramid Analoga getestet. Die kurzen Ces-Ceramide und das
w-azido-Ce-Ceramid zeigten einen wachstumshemmenden Effekt gegenuiber

N. meningitidis und N. gonorrhoeae [162]. Sphingosin und Dihydrosphingosin
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hemmen das Wachstum von Escherichia coli und S. aureus, wohingegen das Ce-
Ceramid und das w-azido-Cs-Ceramid keinen Effekt gegen diese Bakterien
zeigten [162, 163]. Auch gegen intrazellulare Pathogene, wie
Chlamydia trachomatis zeigen bestimmte Ceramide einen antibakteriellen Effekt
[164].

Die Biofiimbildung und die Adharenz von Streptococcus mutans auf
Zahnschmelz konnte durch Sphingosin, Phytosphingosin und Sphinganin
gehemmt werden. Zusétzlich zeigten die Lipide einen Schutz gegen
saureinduzierte Demineralisierung, was sie zu einer interessanten Substanz zur
Bekampfung von Oralen Biofilmen und Karies macht [165].

Die wichtige Rolle von Sphingosin als Teil des angeborenen Immunsystems und
die mogliche medikamentdése Anwendung von Sphingosin, konnte am Beispiel
von Infektionen der Atemwege mit P. aeruginosa gezeigt werden. Die epitheliale
Sphingosinkonzentration ist bei Patienten mit Mukoviszidose reduziert und macht
sie so anfalliger fur Infektionen. Die Inhalation von Sphingosin oder saurer
Ceramidase verhindert die Infektion oder konnte eine bestehende Infektion mit
P. aeruginosa heilen [166, 167]. Dihydrosphingosin zeigte sogar gegen einen
multirestistenen Stamm des M. tuberculosis antibakterielle Wirkung [168]. Dies
lasst hoffen, dass die Gruppe der Sphingolipide und ihrer Metaboliten neue
Substanzen fir die Bekampfung multiresistenter Keime bereithalt.

Trotz der vielfaltigen antimikrobiellen Wirkung von Sphingolipiden ist der genaue
Wirkmechanismus noch nicht bekannt [169]. Die Wirkung kdnnte auf einer
Interaktion der Sphingolipide mit der bakteriellen Membran und deren Ruptur
oder Verédnderung der Membranstruktur beruhen. Jedoch werden auch die
Aufnahme und Akkumulation der Lipide im Zytoplasma und der damit
verbundene Einfluss auf den bakteriellen Metabolismus diskutiert [157, 159, 163,
170].
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Zunahme der multiresistenten Erreger in den letzten Jahren stellt gerade in
Krankenh&usern ein immer grof3er werdendes Problem dar, wodurch die Suche
nach neuen antimikrobiell wirkenden Substanzen in den Fokus geruckt ist.

Ziel der Dissertationsarbeit ist es, die Wirkungsweise von Sphingolipiden und den
sphingolipidbasierten Pharmaka gegen mikrobielle Erreger naher aufzuklaren.
Hierzu sollen in einem ersten Schritt ultrastrukturelle Verdnderungen der
Membran von Neisseria meningitidis nach Inkubation mit Sphingosin, Ce-
Ceramid und den azido-funktionalisierten Analoga untersucht werden. Das
azidmodifizierte Sphingosin und Ce-Ceramid werden dem Projekt in einem
Kooperationsverbund von der Arbeitsgruppe Prof. Jirgen Seibel (Institut fur
Organische Chemie, Universitat Wirzburg) zur Verfiigung gestellt. Hierzu sollen
transmissionselektronenmikroskopische (TEM) und rasterelektronen-
mikroskopische (REM) Aufnahmen von unbehandelten und behandelten
Meningokokken ausgewertet werden.

In einem zweiten Schritt soll unter Verwendung der funktionalisierten Sphingosin-
und Cs-Ceramid-Analoga die genaue Lokalisation nach Aufnahme in
N. meningitidis durch korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie (CLEM)

ermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Tabelle 1: Laborgerate
Bezeichnung Modell Hersteller
Durchflusszytometer FACS Calibur BD Biosciences

Fluoreszenzmikroskop
(Structured Illlumination
Microscope)

Zeiss Elyra S.1
SIM

Zeiss

Gasbrenner Flammy S Schitt
Gefrierschrank LGex Liebherr
Diamantmesser Histo Diamond DIATOME

Knife
Inkubator 37 °C, 5% CO> Serie 6000 Heraeus
Inkubator 37 °C Serie 6000 Heraeus
Kritisch Punkt-Trockner CPD030 Baltec
Kuhlschrank LKexv Liebherr
Magnetrihrer MR Hei- Heidolph

Standard
Microplatten Photometer Infinite F200 Tecan Deutschland

Pro Reader GmbH
Photometer C0O8000 Biochrom GmbH
Pipettierhilfe Acculet pro Brand
Rasterelektronenmikroskop JSM-7500F JOEL
Schittel Inkubator Certomat® B. Braun Biotech

International GmbH
Sicherheitswerkbank Safe 2020 Thermo Scientific
Transmissionselektronenmikroskop | JEM-2100 JOEL
Ultramikrotom EM UC7 Leika
Waage - Sartorius
Warmeschrank - Memmert
Zentrifuge Megafuge 1.0R | Kendro Laboratory
Products GmbH

Zentrifuge CT15RE VWR (USA)
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2.1.2 Software

Tabelle 2: Software
Anwendung Produktname Herausgeber
Bildbearbeitung Image J Wayne Rasband
InkScape 0.91 Inkscape Community
GIMP 2.10.8 GIMP Team
Datenauswertung Exel 2016 Microsoft Corporation
GraphPad Prism Graphpad Software
Durchflusszytometrie FlowJo v10 FLowJo, LLC
Mikroskopie ZEN (black edition) Zeiss
Strukturformeln ChemDraw 18.1 PerkinElmer Informatics
Textverarbeitung Word 2016 Microsoft Corporation
2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

24-Mikrotiterplatte Standard F

Sarstedt AG & Co. KG

96-Mikrotiterplatte Standard F

Sarstedt AG & Co. KG

Columbia Agar (mit 5% Schafsblut)

Bio Mérieux
Deutschland

Deckgléser, rund, @ 12 mm

A. Hartenstein

Deckgléser, high precision, 24x50 mm

A. Hartenstein

Diamantmesser, DIATOME Histo

Science Services GmbH

FACS Rohrchen Rundbodenréhrchen, 5ml,
Polystyrol

Falcon

Halb-Mikro-Kivetten, 1,6 ml, Polystyrol

Sarstedt AG & Co. KG

Kupfergrids, Pioloform beschichtete Einloch-
Netzchen

Plano GmbH

Linsenpapier, 90x72 mm

Assistent, Karl Hecht
GmbH & Co KG

Objekttrager (Glas, Polysine Slides)

Thermo Scientific

Pasteur-Pipette, 3 ml

A. Hartenstein

Pipettenspitzen 10 ul, 100 pul, 1000 pl

Eppendorf

Reaktionsgefal3, SafeSeal, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Sarstedt AG & Co. KG

Reaktionsgefal3, CellStart tubes, 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One GmbH

Spritze, HSW Norm-Ject, 20 ml

Henke Sass

Sterilfilter Filtropur S 0,2, Porengrél3e 0,2 um

Sarstedt AG & Co. KG

Wattestabchen, 150 x 2,2 mm

Heinz Herenz Hamburg
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2.1.4
Tabelle 4:

Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Aqua dest.

Braun

Bacto Proteose Pepton

BD Biosciences (D)

DMSO (Dimethylsufoxid)

Carl Roth (D)

Ethanol (100%)

Carl Roth (D)

Ethanol (96% reinst)

Carl Roth (D)

Ethanol (96% vergallt)

IHM, Wirzburg

FACS Clean, Flow, Rinse

BD Biosciences (D)

FCS (Fetal Calf Serum)

Life Technologies (D)

Glutaraldehyd 25%

Carl Roth (D)

KH2PO4 Merck Chemicals GmbH (D)
K2HPO4 Merck Chemicals GmbH (D)
LB broth base Invitrogen (D)

MgCl2 Carl Roth (D)

Mowiol Carl Roth (D)
Mueller-Hinton broth Difco Laboratories

NaCl Carl Roth (D)

NaHCOs Merck Chemicals GmbH (D)
Paraformaldehyd Carl Roth (D)

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Gibco (D)

Poly-L-Lysin (0,1% (w/v) in H20)

Sigma-Aldrich (D)

Proteose Pepton (Bacto™)

BD Biosciences (D)

RPMI-1640 Medium

Gibco (D)

Starke (Kartoffelstarke)

Sigma-Aldrich (D)

Triton-X 100

Carl Roth (D)

Tryptic Soy Broth

Sigma-Aldrich (D)
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2.15 Medium fur die Bakterienkultur
Tabelle 5: Medium fur Bakterienkultur
Bezeichnung | Inhaltsstoffe Menge | Anmerkungen
Kellog’s 1 Glukose 409 auf 100 ml mit bidest.
Glutamin 19 H20 auffullen
Thiamin Pyrophosphat | 2 mg
Kellog’s II Fe(NO3)3 50 mg auf 100 ml mit bidest.
H20 auffillen
Kellog’s fur Kellog's 1 100 ml | sterilfiltrieren
PPM+ Ke”og’s I 10 ml
LB Medium LB broth base 20 g auf 1000 ml mit bidest.
H20 auffillen,
autoklavieren
Muller-Hinton- | Mueller-Hinton Broth 2149 auf 1000 ml mit bidest.
Medium H20 auffullen, zum Ldsen
erwarmen, autoklavieren
PPM Proteose Pepton 750 auf 500 ml mit bidest.
NacCl 250 H20 auffillen,
Starke 0,25¢g autoklavieren
Stammldsung 10 ml
PPM+ PPM 25 ml
Kellog’s fur PPM+ 250 pl
MgClz, 2 M 125 pl
NaHCOs, 8,4% 125 pl
Stammldsung | KH2PO4 200 g auf 1000 ml mit bidest.
fur PPM K2HPO4 509 H20 auffullen, pH auf
7,25-7,5 einstellen,
autoklavieren
TSB Medium Tryptic Soy Broth 30¢g auf 1000 ml mit bidest.

H20 auffillen, 1 min
kochen, autoklavieren
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2.1.6 Losungen und Puffer
Tabelle 6: Loésungen und Puffer
Bezeichnung Inhaltsstoffe Menge Anmerkungen
FACS Puffer 1x PBS 95%
FCS 5%
Formaldehyd 1% | Formaldehyd 19 auf 100 ml mit bidest.
H20 auffillen
Glutaraldehyd 25% Glutaraldehyd | 2,5 ml auf 25 ml mit bidest.
2,5% + lonen KClI 1M 1,25 ml H20 auffullen
MgCl2 (CaClz) 625 ul hergestellt von der
0,1M 6,25 ml Abteilung fur
Cacodylat 0,2 M Elektronenmikroskopie,
Biozentrum Universitat
Wirzburg
Glutaraldehyd Glutaradehyd hergestellt von der
6,25% in Sorensen Puffer Abteilung fur
Sorensen Puffer | (50mM, pH 7,4) Elektronenmikroskopie,
Biozentrum Universitat
Wirzburg
MgCl2 2M MgCl2 20,39 auf 50 ml mit bidest.
H20 auffullen,
sterilfiltrieren
Mowiol-Lésung Mowiol 10g hergestellt von der
PBS 40 ml Abteilung fur
Glycerin 20 ml Elektronenmikroskopie,
Biozentrum Universitat
Wirzburg
NaHCOs 8,4% NaHCOs 8,449 auf 100 ml mit bidest.
H20 auffillen,
sterilfiltrieren
Paraformaldehyd | Paraformaldehyd 3,79/4g | auf 100ml mit bidest.
3,7%, 4% H20 auffullen, auf 60°C
erwarmen,
tropfenweise 1 M
NaOH zugeben, bis
Ldsung klar wird,
sterilfiltrieren
PBS 1 auf 1000 ml mit bidest.
Packchen | H20 aufftllen,
(95 0) autoklavieren
Sorensenpuffer Losung A: 100 mM | 12,2 ml hergestellt von der
(pH 7,4) KH2PO4 (18,2 ml) | Abteilung fur
Losung B: 100mM | 81,8 ml Elektronenmikroskopie,

Na2HPOa4

Biozentrum Universitat
Wirzburg
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2.1.7 Bakterienstamme

Tabelle 7: Verwendete Bakterienstamme
Bakterienstamm Beschreibung Herkunft
E. coli Serotyp 06, Biotyp 1 | ATCC, FDA strain Seattle
ATCC 25922 1946 (DSM 1103, NCIB

1221)

N. meningitidis Serogruppe B, WT E. R. Moxon, Universitat
Isolat MC58 Oxford, UK
S. aureus S. aureus subsp. ATCC, Wichita
ATCC 29213 aureus Rosenbach

2.1.8 Lipide

Tabelle 8: Lipide
Bezeichnung Summenformel Molare Masse Hersteller
w-azido-Ce- C24H46N4O3 438,66 g/mol Tim Walter
Ceramid (AG Prof. Dr. Seibel)
w-azido- Ci18H36N402 340,51 g/mol Julian Fink
Sphingosin (AG Prof. Dr. Seibel)
D-erythro- C18H37NO2 299,49 g/mol Santa Cruz
Sphingosin Biotechnology

2.1.9 Farbstoffe

Tabelle 9: Farbstoffe
Fluoreszenzfarbstoffe Hersteller Verwendung

Alexa Fluor® 488-DBCO

Jena Bioscience

10mM Stock in
DMSO

Methylgrin

E. Merck, Darmstadt

Stock 2% in
bidest. H20:;
1:5000 verdiunnt
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2.2 Methoden

221 Bakterien

Fur diese Doktorarbeit wurden N. meningitidis , E. coli und S. aureus verwendet.
Die unterschiedlichen Bakterienstamme wurden bei -80°C gelagert.
Fur die Aufzucht von N. meningitidis wird am Vortag eine geringe Menge der
gefrorenen Probe auf eine Blut-Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei
37 °C und einem Gasatmospharenanteil von 5% (v/v) CO2z inkubiert. Am
Versuchstag werden mit einem sterilen Wattestabchen Kolonien von der Blut-
Agarplatte entnommen und in ein 50 ml Reaktionsgefald mit 10 ml PPM+
Uberfuhrt. Danach erfolgt die Inkubation auf einem Schiittler bei 200 rpm und
37 °C fur 90 Minuten.

Die Aufzucht von E. coli und S. aureus erfolgte in fliissiger Ubernachtkultur in
einem 50 ml Reaktionsgefaf? bei 37 °C ohne CO: auf einem Riittler bei 200 rpm.
Als Nahrmedium wurde fir E. coli LB-Medium und fir S. aureus TSB-Medium
verwendet. Am Versuchstag wird eine neue Kultur in einem 50 ml Greiner mit
10 ml frischem Nahrmedium gestartet. Die optische Dichte der Ubernachtkultur
wird gemessen und eine bestimmte Menge in die neue Kultur Gbertragen, sodass
die optische Dichte 0,1 (A =600 nm) betragt. Diese optische Dichte entspricht
1 x 108 Bakterien pro ml. Die neue Bakterienkultur wird wiederum fiir 90 min auf
dem Ruttler bei 37 °C inkubiert.

Die Bakterienanzahl pro ml wird anschlie3end tber die optische Dichte mit einem

Photometer bei einer Wellenlange (A) von 600 nm bestimmt.
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2.2.2 Lipide

Das D-Erythro-Sphingosin (C18) stammt von der Firma Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland. Das azido-funktionalisierte Ceramid
(C6) und das azido-funktionalisierte Sphingosin (C18) wurden von Tim Walter
und Julian Fink aus der Arbeitsgruppe von Prof. Jirgen Seibel (Organische
Chemie, Universitat Wirzburg) synthetisiert und uns zur Verfligung gestellt. Die

in 96% Ethanol geldsten Lipide wurden lichtgeschitzt bei -20 °C gelagert.

A ow

HO/Y\/\/\/\/\/\/\/\

NH;

Sphingosin

oH 5

; Ny e
Ho/\]/\/\/\/\/\/\/\/\/ Ho/\A/\/\/\/\A/\/\A
NH, H \(\N\N‘\

w-azido-Sphingosin
w-azido-Cg-Ceramid

Abbildung 1: Strukturformeln verwendeter Lipide

2.2.3 Wachstumskurven

Die Bakterien werden wie in Absatz 2.2.1 beschrieben vorbereitet. Nach der
Dichtemessung werden jeweils 1 x 10° Bakterien in ein 50 ml Reaktionsgefafl? mit
10 ml Nahrmedium tberflihrt. Dies entspricht 1 x 108 Bakterien pro ml. Es werden
unterschiedliche Konzentrationen der zu testenden antibakteriell wirkenden
Substanzen hinzugegeben und die Proben werden auf einem Rttler bei 200 rpm
und 37 °C inkubiert. Die optische Dichte wird alle 30 min tber einen Zeitraum von
drei Stunden mit einem Photometer (A =600 nm) ermittelt und so die

Bakterienanzahl pro ml bestimmt.

224 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration
Zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration werden N&hrldsungen mit
absteigenden Konzentrationen der hemmenden Substanz hergestellt. Die

hdchste verwendete Konzentration ist 64 ug/ml, da hohere Konzentrationen an
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Sphingosin und Sphingolipiden ausfallen. Die 64 pug/ml Lésung wird, mittels
geometrischer Verdinnung, bis zu 1 pg/ml in einer 96-Mikrotiterplatte verdtinnt.
Die Bakterien werden wie in Absatz 2.2.1 beschrieben vorbereitet und jede
Vertiefung wird mit jeweils 1 x 108 Bakterien pro ml beimpft. Durch die Zugabe
der Bakterien erfolgt eine weitere Verdinnung der getesteten Substanz, sodass
die héchste Konzentration nun 32 pg/ml betragt. Wahrend sich die Bakterien in
der Wachstumskontrolle (ohne inhibierende Substanz) vermehren, kommt es bei
steigender Konzentration der inhibierenden Substanz zu einer Reduktion oder
totalen Hemmung der Bakterienteilung. Die Vermehrung der Bakterien wird durch
eine Tribung der Nahrlésung sichtbar. Die niedrigste Konzentration an
hemmender Substanz, bei der keine Trilbung mit dem blof3en Auge sichtbar ist,
wird als minimale Hemmkonzentration (MHK; engl. MIC = minimum inhibitory
concentration) bezeichnet. Die Trilbung der einzelnen Vertiefungen wird mit dem
Tecan Reader anschlieBend genau bestimmt. Aus den Vertiefungen der
Mikrotiterplatte in denen keine Tribung sichtbar ist, werden je 100 ul auf eine
Blutagarplatte ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C und je nach Bakterium mit
oder ohne CO:2 inkubiert. Die geringste Konzentration, bei der am néchsten Tag
kein Bakterienwachstum sichtbar ist, wird als minimale bakterizide Konzentration

(MBK; engl. MBC = minimum batericidal concentration) bezeichnet.

2.2.5 Click-Chemie

Die Click-Chemie wird fur das selektive Markieren von modifizierten Molektlen
(hier Sphingosin und Ce-Ceramid) mit Fluoreszenzfarbstoffen verwendet. Der
Begriff ,,Click Chemie® wurde von Kolb, Finn und Sharpless 2001 eingefiihrt. Die
Reaktionen sollten bestimmte Anforderungen erflllen, wie eine hohe Spezifitat,
eine groRe Ausbeute und einfache Reaktionsbedingungen [171]. Laut der
Autoren erflllt die 1,3 — dipolare Cycloaddition von Aziden und Alkynen nach
Huisgen [172] am besten die Kriterien der Click-Chemie. Die Reaktion verlief
jedoch nur bei sehr hohen Temperaturen und zeigte auch nur eine geringe

Selektivitat. Diese Nachteile wurden durch die Entwicklung der Kupfer(I)-

katalysierten  Azid-Alkin-Cycloaddition  (Copper-catalyzed  Azide-Alkyne
Cycloaddition; CUAAC) 2002 aufgehoben [173, 174]. Auf Grund der Toxizitat von
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Kupfer und die Auswirkung auf den untersuchten Organismus wird die CUAAC
vor allem zur Markierung von fixierten Zellen verwendet [175]. Die Azide-Alkyne
Cycloaddition kann jedoch auch durch Ringspannung induziert werden (strain-
promoted Azide-Alkyne Cycloaddition, SPAAC), wodurch kein Kupfer benétigt
wird. Dies wird durch die Verwendung von Cyclooctinen ermdglicht [176, 177].
Chemische Reaktionen, deren Nebenprodukte keinen Einfluss auf das System
haben und nicht mit anderen, im System vorkommenden, funktionellen Gruppen

reagieren, werden auch als bioorthogonale Reaktionen bezeichnet.

— DBCO — Alexa Fluor® 488

Abbildung 2: Click-Reaktion von w-azido-Cs-Ceramid und DBCO-Alexa Fluor® 488

Das funktionalisierte Cs-Ceramid reagiert mit dem Farbstoff DBCO-AF 488 in einer SPAAC-
Reaktion. Die funktionellen Gruppen sind mit roten Kreisen markiert.
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2.2.6 Durchflusszytometrische Messung

2.2.6.1 Funktionsweise der Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie ist es moglich verschiedene physikalische
Parameter von Partikeln in einer Losung (meistens Zellen) gleichzeitig zu
messen. Die Probenflissigkeit wird von dem Gerét durch einen engen Kanal
aufgenommen, es entsteht ein laminarer Fluss, durch den die Zellen in einem
dinnen Strahl an einem Laser vorbeigeleitet werden. Verschiedene Detektoren
nehmen das Streulicht und die Fluoreszenzemission auf. Ein
Durchflusszytometer besitzt zwei Streulichtdetektoren (engl. scatter). Vorwarts
gestreutes Licht (FSC = forward scatter) wird von einem Detektor, der in
derselben Achse wie die Lichtquelle liegt, gemessen und korreliert mit der Gré3e
der Zelle. Das seitlich gestreute Licht (SSC = sidewards scatter) wird von
orthogonal zum urspringlichen Lichtpfand gelegenen Detektoren aufgenommen
und wird verwendet, um die Granularitat der Zelle zu bestimmen. Werden die
Zellen oder bestimmte Zellbestandteile z. B. durch fluoreszenzmarkierte
Antikdrper oder durch Click-Chemie markiert, kdnnen verschiedene Detektoren

die Fluoreszenzemission und deren Intensitat aufzeichnen.

2.2.6.2 Durchfihrung der Messung

Die Bakterien werden wie im Abschnitt 2.2.1 beschrieben vorbereitet. Nach der
Messung der optischen Dichte werden jeweils 1 x 108 Bakterien pro Probe in ein
1,5 ml Reaktionsgefafld Uberfihrt und bei 13000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wird in der benétigten Menge (100 pl pro Probe) 1x PBS resuspendiert
und je 100 pl der Bakteriensuspension in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal}
Uberfuhrt. Die Proben werden wieder bei 13000 rpm fur 5 min zentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Es wird eine 5pM Ceramid- bzw.
Sphingosinlésung in RPMI vorbereitet und jeweils 100 ul auf die Proben

gegeben. Die Kontrollgruppen (unbehandelt und Farbstoffkontrolle) erhalten nur
100 pl RPMI. Die Proben werden fir unterschiedliche Zeiten (5 min, 15 min,

25 min und 30 min) bei 37 °C und 5% CO:2 inkubiert. Wahrend der Inkubation wird
die Losung mit dem clickbaren Farbstoff Alexa 488 (5 uM) hergestellt. Nach der
Inkubation werden die Proben 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und mit 1 x PBS

25



gewaschen. AnschlieBend wird jeweils 100 pl der Farbstofflosung zu der Probe
gegeben und fir 15 min bei 37 °C und 5% CO:2 inkubiert. Danach werden die
Proben wieder 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberschuss abgenommen
und dreimal mit 1x PBS gewaschen. Das Pellet wird dann in 1% Formaldehyd
Losung resuspendiert und zur Fixierung bei 4°C O/N gelagert.
Am néachsten Tag werden die Proben wieder fir 5min bei 13000 rpm
zentrifugiert, das Pellet in 500 ul FACS Puffer resuspendiert und in FACS-
Rohrchen Uberfuhrt. Die Messung erfolgte mit dem Durchflusszytometer

FACSCalibur und die Datenanalyse mit dem Programm FlowJo.

2.2.7 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Bakterien werden wie im Abschnitt 2.2.1 beschrieben vorbereitet. Nach der
Dichtemessung werden jeweils 1 x 108 Bakterien in ein 50 ml Reaktionsgefafl? mit
10 ml N&hrlésung Uberfuhrt und die bestimmte Menge an w-azido-Cs-Ceramid,
w-azido-Sphingosin, 96% reinst. Ethanol oder Triton hinzugegeben. Die Proben
werden fur 180 min bei 200 rpm und 37 °C auf einem Rdttler inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wird die Bakterienanzahl pro ml Uber die optische
Dichte mit einem Photometer (A = 600 nm) bestimmt. Danach werden die Proben
bei 4000 x g fur 15 min zentrifugiert. Die Uberstehende Flussigkeit wird
verworfen, das Zellpellet in 1 ml 1x PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal’ Uberflhrt.

Die Proben werden nun bei 16200 x g fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand wird
abgenommen und das Zellpellet in 100 yl Fixans (2,5% gepuffertes
Glutaraldehyd, angesetzt von der Arbeitsgruppe von Prof. C. Stigloher, Abteilung
Elektronenmikroskopie Universitdt Wurzburg) resuspendiert. Zur Fixierung
werden die Proben 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlie3end
50 ul auf Blut-Agarplatten ausplattiert. Die Proben werden tber Nacht bei 4 °C
im Kuhlschrank gelagert. Die Blut-Agarplatten werden tber Nacht inkubiert, um
die Fixierung zu Uberprufen. Nur wenn am nachsten Tag kein Wachstum zu
sehen ist, kdnnen die Proben in die Abteilung fur Elektronenmikroskopie des

Biozentrums am Hubland in Wirzburg mitgenommen werden.
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Die Einbettung flr das Transmissionselektronenmikroskop erfolgt in Epon, einem
aliphatischen Epoxidharz. Die Proben werden 5 min bei 16200 x g zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Daraufhin werden die Proben fiinfmal fir
jeweils 5 min mit 50 mM Cacodylatpuffer pH 7,2 gewaschen und anschliel3end
mit 2% gepuffertem OsO4 fur 90-120 min fixiert. Danach werden die Proben
funfmal fur jeweils 3 min mit H20 gewaschen. Die Kontrastierung erfolgt mit 0,5 %
wassrigem Uranylacetat Uber Nacht. Danach werden die Proben wieder finfmal
fur jeweils 3 min mit H2O gewaschen und darauffolgend mittels aufsteigender

Ethanolreihe entwassert (s. Tabelle 10).

Tabelle 10: Entwasserung der TEM Proben

LOosung Zeit Temperatur

50% Ethanol 30 min 4 °C (im Kuhlschrank)
(verdinnt mit Rotisol)

70% Ethanol 30 min 4°C

90% Ethanol 30 min 4°C

100% Ethanol (abs. EtOH) 30 min Raumtemperatur (RT)
100% Ethanol 30 min RT

100% Ethanol 30 min RT

Propylenoxid 30 min RT

Propylenoxid 30 min RT

Propylenoxid 30 min RT

Beim Abpipettieren der einzelnen Entwasserungslésungen muss unbedingt ein
Flissigkeitsrest im Gefald verbleiben, um ein Austrocknen durch Verdampfen des
Losungsmittels zu verhindern. Nach der Entwasserung wird das Propylenoxid
durch eine 1:1 Mischung von Propylenoxid und Epon ersetzt und tUber Nacht
offen unter dem Abzug gelagert, sodass das Propylenoxid verdampfen kann. Am
nachsten Tag wird das Epon-Propylengemisch durch reines Epon ersetzt,
welches tUber Nacht oder fur mindestens 2 h auf den Proben verbleibt. Danach
wird das Epon erneut ausgetauscht und verbleibt 2 h auf den Proben, bevor es
ein weiteres Mal ausgetauscht wird und 1 h auf den Proben verbleibt. Die
Polymerisation erfolgt danach fir 48 h in einem Warmeschrank bei 60 °C.

Nach Aushartung des Epons wird die Eponkapsel mit der Probe aus dem 1,5 ml
Reaktionsgefall genommen und mit einer Rasierklinge wird die Spitze der Kapsel
entfernt. Da die Probe sich immer sehr nah an der Spitze der Kapsel befindet,
enthalten die Schnitte bald Anteile der Probe. Um zu Uberprifen, ob man eine
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gute Stelle in der Probe gefunden hat, kann man einen Schnitt auf einem
Objekttrager mit Methylenblau anfarben und unter dem Lichtmikroskop
anschauen. Hat man einen interessanten Abschnitt gefunden wird die Probe per
Hand zu einer trapezférmigen Frontflache mit einer Rasierklinge getrimmt und es
werden mit dem Ultramikrotom (Leica EM UC7) Ultradiinnschnitte (100 nm)
angefertigt. Die Ultradiinnschnitte werden in einem Wasserbecken aufgefangen
und mit Hilfe einer an einem Holzstabchen befestigten Wimper auf ein
Kupfergitter (Kupfer-Grids) gebracht. Die Proben werden mit dem
Transmissionselektronenmikroskop Jeol JEM-2100 in der Abteilung fir
Elektronenmikroskopie im Biozentrum am Hubland (Leitung: Prof. Stigloher)

mikroskopiert.

2.2.8 Rasterelektronenmikroskopie

Die Bakterien werden wie oben beschrieben vorbereitet. Nach Bestimmung der
Bakterienanzahl pro ml mit Hilfe eines Photometers (A = 600nm) werden 1 x 108
Bakterien in 10 ml PPM+ in ein 50 ml Reaktionsgefa3 uberfihrt. Der
Kontrollgruppe wird zusatzlich 96% reinst. Ethanol hinzugefligt, den anderen
Ansétzen Triton, w-azido-Ce-Ceramid oder w-azido-Sphingosin. Die Proben
werden fur 180 min bei 37 °C und 200 rpm auf dem Schittler inkubiert.

Da die Bakterien fir die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen auf Glas
haften mussen, werden runde Deckglaser zuerst mit Ethanol abgeflammt und
anschlielend mit 300 pl Poly-L-Lysin bei 37 °C fur eine Stunde in einer 24-
Mikrotiterplatte beschichtet. Danach wird das Poly-L-Lysin abgenommen und die
Deckglaschen mit 1 ml 1x PBS gewaschen. Die ReaktionsgefaRe mit der
Bakteriensuspension werden nach Inkubationszeit abzentrifugiert, der Uberstand
weggeschittet und das Zellpellet in 1 ml PPM+ resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wird auf die vorbereiteten Deckglaschen gegeben und fur
2 h bei 37 °C und einem Gasanteil von 5% CO:2 inkubiert. Danach werden die
nicht adharenten Bakterien abgenommen und die Deckglaschen einmal mit 1 ml
1x PBS gewaschen. Die Fixation der Bakterien erfolgt mit 1 ml 6,25%
Glutaraldehyd in Sdrensen-Puffer je Vertiefung der Mikrotiterplatte fir eine

Stunde bei Raumtemperatur, danach erfolgt die Lagerung bei 4 °C O/N. Die
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Glasplattchen werden in der Fixierlosung in der 24-Mikrotiterplatte in die
Abteilung fir Elektronenmikroskopie im Biozentrum am Hubland gebracht.

Die Proben werden zuerst funfmal mit Soérensen-Phosphatpuffer (pH 7,4)
gewaschen und anschliel3end mit Aceton entwassert (s. Tabelle 11).

Tabelle 11: Entwasserung der REM Proben

LOsung Zeit Temperatur
30% Aceton 15 min RT
50% Aceton 20 min RT
75% Aceton 30 min RT
90% Aceton 45 min RT
100% Aceton 30 min RT
100% Aceton 30 min RT
100% Aceton 30 min RT
100% Aceton 30 min RT
100% Aceton 30 min RT
100% Aceton Aufbewahrung bis zur | 4 °C
Weiterverarbeitung

Die entwasserten Proben werden in frisches wasserfreies Aceton tberfihrt. Die
Trocknungskorbchen werden zu dreiviertel ihrer Hohe in wasserfreies Aceton
gestellt und die Proben rasch, um ein Austrocknen zu vermeiden, in die Kérbchen
Uberfuhrt und mit einem Deckel verschlossen. Die Kérbchen werden in die mit
Aceton geflllte Druckkammer eingesetzt und die Druckkammer verschlossen.
Die Trocknung uber dem kritischen Punkt erfolgt mit dem Gerat CPD030 der
Firma Bal-Tec.

Die Glasplattchen mit den getrockneten Proben werden mit Haft-Kleber auf dem
REM-Objekttisch befestigt und das Glasplattchen und der Metalltisch werden
durch einen kleinen Leitsilbertropfen verbunden. Danach werden die Proben
dinn mit Metall beschichtet. Dieser als ,Sputtern“ bezeichnete Vorgang ist
notwendig, um das AbflieRen der Elektronen beim Mikroskopieren zu
ermoglichen, die sonst das Bild stéren wirden. Das Beschichten erfolgte mit dem
Sputter Coater SCDO005 der Firma Bal-Tec. Die Proben wurden mit einem ca.
20 nm dicken Gold-Palladium (80:20) Film beschichtet. Die Proben werden

danach bis zum Mikroskopieren in einem Exsikkator gelagert.
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2.2.9 Korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie

Die Bakterien werden wie oben beschrieben vorbereitet. Nach der
Dichtemessung werden jeweils 1 x 108 Bakterien in ein 50 ml Reaktionsgefal mit
10 ml PPM+ Uberfhrt und die bestimmte Menge an azido-funktionalisiertem
Ceramid oder Sphingosin hinzugegeben. Die Proben werden fur 180 min bei
200 rpm und 37 °C auf einem Ruittler inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wird die Bakterienanzahl pro ml Uber die optische
Dichte mit einem Photometer (A = 600 nm) bestimmt. Danach werden die Proben
bei 4000 xg fur 15 min zentrifugiert. Die Uberstehende Flussigkeit wird
verworfen, das Zellpellet in 1 ml 1x PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal’ Uberflhrt.

Die Proben werden nun bei 16200 x g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand
wird wieder abgenommen. Das Anfarben des azido-funktionalisierten Ceramids
bzw. Sphingosins erfolgt mit Hilfe der sogenannten Click-Reaktion. Das Zellpellet
wird in der Farbstofflésung mit DBCO-Alexa Fluor 488 (5uM) resuspendiert und
fur 15 min bei 37 °C und einem Gasanteil von 5% CO:2 inkubiert. Danach werden
die Proben wieder bei 16200 x g fir 5 min zentrifugiert, der Uberstand wird
verworfen und die Probe mit 1 ml 1x PBS gewaschen. Nach wiederholtem
Zentrifugieren wird das Zellpellet in 100 pl Fixans (4% Paraformaldehyd)
resuspendiert. Zur Fixierung werden die Proben 1 h bei Raumtemperatur stehen
gelassen und anschlieRend 50 pl auf Agarplatten ausplattiert. Die Proben werden
Uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert. Die Agarplatten werden tber Nacht
inkubiert, um die Fixierung zu Uberprufen. Nur wenn am nachsten Tag kein
Wachstum zu sehen ist, konnen die Proben in die Abteilung fur
Elektronenmikroskopie am Hubland mitgenommen werden.

Der Arbeitsablauf fur die Herstellung der CLEM Proben ist in der Abbildung 3
dargestellt. Die Einbettung fur die korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie
erfolgt in LR-White, ein Einbettmedium auf Acrylatbasis. Es hat eine sehr geringe
Viskositat, ist ungiftig und die Polymerisation erfolgt durch Hitze oder UV-Licht.
Die Proben werden bei 16200 x g fir 5 min zentrifugiert, sodass ein deutliches
Zellpellet sichtbar wird. Die Proben werden finfmal fur jeweils 3 min mit 4 °C

kaltem 1x PBS gewaschen. Anschlielend erfolgt die Absattigung der freien
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Aldehydgruppen mit NH4Cl (50 mM Ldésung in 1x PBS) fur 15 min bei
Raumtemperatur und danach das Waschen mit 4 °C Hz20 (fiinfmal, je 3 min). Die
Entwasserung erfolgt mit aufsteigender Ethanolreihe (s. Tabelle 12). Beim
Wechseln des Alkohols muss man zlgig arbeiten, um das Austrocknen der
Praparate zu vermeiden. Da LR-White Plastik anlést missen die Praparate nach
den Entwasserungschritten mit 100% Ethanol in Glasgefal3e mit Deckel Gberfihrt

werden.

Tabelle 12: Entwésserung der CLEM Proben

LOosung Zeit Temperatur
30% EtOH 2x 15 min 4°C

50% EtOH 2x 30 min -20 °C

70% EtOH * 2x 30 min -20 °C

90% EtOH * 2x 30 min -20 °C
100% EtOH 2x 60 min -20 °C
100% EtOH/LR-White Uber Nacht 4°C
(Verhaltnis 1:1)

LR-White 1 Stunde 4°C
LR-White 3 —4 Stunden 4°C
LR-White Uber Nacht 4°C
LR-White 3 — 4 Stunden Raumtemperatur
* diese EtOH LOsungen enthalten zusatzlich 0,2% Uranylacetat
(angesetzt aus 10% Uranylacetat in 100% EtOH)

Nach der Entwésserung und der Lagerung in LR White erfolgt die Uberfiihrung
der Praparate in Gelatinekapseln, die anschlieBend geschlossen werden.

Die Polymerisation erfolgt bei 40 °C im Warmeschrank flir mindestens drei Tage.
Auch diese Proben werden per Hand mit einer Rasierklinge vorgeschnitten, bis
man im Pellet ist, und anschliel3end werden mit dem Mikrotom EM UC7 der Firma
Leica Ultradinnschnitte (100 nm) angefertigt, die dann auf einen Glas
Objekttrager gebracht werden. Die Objekttrager werden dann zum Trocken in
einen Warmeschrank gelegt, bis der Wassertropfen getrocknet ist, und so die
Schnitte auf dem Glas haften.

Fur das unvoreingenommene Korrelieren ist es wichtig, nicht nur das gesuchte
Sphingolipid anzufarben, sondern auch ein spezifisches Zellorganell. Hierfur
eignet sich z. B. das Anfarben der DNA. Die DNA-Farbung erfolgte auf den
Deckglasern mit Methylgrin (1:5000 verdinnt mit destilliertem H20) fir 10 min.
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Die Objekttrager mit den Proben wurden danach mit dest. H20 abgespult, um die
Farbstofflosung vollstandig zu entfernen, und getrocknet. Um nach der
Fluoreszenzmikroskopie die Proben fir das Rasterelektronenmikroskop
vorbereiten zu konnen, wurde als Einschlussmittel wasserldsliches Mowiol
verwendet. Die Proben wurden mit einem Prazisionsdeckglas abgedeckt und
unter dem Fluoreszenzmikroskop Elyra S.1 SIM der Firma Zeiss betrachtet. Das
SIM ist mit einem 63x/1.4 Immersionsol-Objektiv, einer sSCMOS- (engl. scientific
complemetary metal-oxide-semiconductor) Kamera und vier verschiedenen
Anregungslasern ausgestattet. Fir diese Arbeit wurden die Laser 488 nm und
642 nm verwendet. Nachdem man alle fluoreszenzmikroskopischen Bilder
aufgenommen hat, werden die Deckglaser mit Hilfe einer Rasierklinge
abgenommen und das Moviol mit dest. H20 abgesplilt.

Die Proben werden danach fir das Rasterelektronenmikroskop (REM)
vorbereitet. Da die Objekttrager fir das Rasterelektronenmikroskop zu grof3 sind,
wird das Glas der Objekttrdger mit einem Diamantstift in kleinere Teile
geschnitten. Die Kontrastierung der Proben erfolgt mit 2,5% Uranylacetat in
Ethanol fir 15 min und 50% Bleicitrat nach Reynolds [178] in H20 fur 10 min.
Danach werden die Proben mit H20 abgespilt und getrocknet. Die Objekttrager
werden auf einen REM Objekttisch geklebt und Objekttrager und Objekttisch
werden an einer Stelle durch Leitsilber miteinander verbunden. Anschliel3end
werden die Proben mit Kohle gesputtert. Dieser Schritt erfolgt durch Verdampfen
eines Kohlefadens mit der Compact Coating Unit CCU-010 der Firma Safematic.
Die Schichtdicke der Kohle sollte ungefahr 2,5-3 nm betragen. Vor der
Aufnahme der rasterelektronenmikroskopischen Bilder hilft es, die Fluoreszenz-
Aufnahmen anzuschauen und fir die Fragestellung interessante Bereiche
auszusuchen. Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder wurden mit dem JSM-
7500F der Firma JEOL mit einem LABE-Detektor aufgenommen. Der LABE-
Detektor nimmt zuriickgestreute Elektronen auf, die in flachem Winkel die Probe
verlassen und gibt so zusatzliche Informationen Uber die Oberflache. Es ist
hilfreich, einige Ubersichtsaufnahmen von besonderen Bakteriengruppierungen,

Randverlaufen oder bakterienfreien Bereichen zu machen, um die Korrelation der
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Bilder und die Orientierung innerhalb der Probe zu erleichtern. Danach kdnnen

auch Detailaufnahmen gemacht werden.

Lebendfarbung der e LR-White Einbettung

Bakterien TR <
e \: / Ay /]

Ultradlinnschnitte

Korrelation der Bilder

DNA Farbung

L1
Rasterelektronenmikroskopie u

Abbildung 3: Arbeitsablauf fir die CLEM-Aufnahmen
Die Abbildung wurde in Anlehnung an [179] erstellt.

Aufnahme der
Fluoreszenzbilder

33



2.2.10 Das Korrelieren

Bei den fluoreszenzmikroskopischen Bildern wurden mehrere Z-Schichten
aufgenommen, von denen man sich die hellste Aufnahme in beiden
aufgenommenen Kanélen aussucht und diese Bilder exportiert.

Fir das Korrelieren wurde die Software Inkscape verwendet. Um ein Bild zu
korrelieren wird das REM-Bild und jeweils ein SIM-Bild des jeweiligen Kanals
geodffnet. Zuerst werden die zwei Fluoereszenzbilder miteinander korreliert und
zu einem Bild gruppiert. Fur das unvoreingenommene Korrelieren ist es wichtig,
das Bild mit dem gesuchten Sphingolipid unter dem Bild mit der DNA-Féarbung zu
verstecken. Nun kann man die Opazitat des REM-Bildes reduzieren und Uber die
SIM-Bilder legen. Dank der Gruppierung sieht man nur die DNA-Farbung und
kann diese mit dem REM-BIld korrelieren. Passen die Strukturen des SIM- und
REM-Bildes zueinander, kann man die Gruppierung aufheben und das Bild mit
dem gesuchten Sphingolipid nach oben legen. Nun kann man sehen, wo das
Signal des Sphingolipids im REM-Bild lokalisiert ist. Das nachtragliche
Korrelieren ist nicht erlaubt. Die korrelierten Bilder werden exportiert und mit
GIMP Ubereinander gelagert.

34



Abbildung 4: Korrelieren der REM- und SIM-Bilder.

[A] Neben dem gesuchten Sphingolipid, hier w-azido-Cs-Ceramid (DBCO-Alexa Fluor® 488),
wurde auch die DNA (Methylgriin) angefarbt. Zuerst werden die verschiedenen Kandle der
Fluoreszenz Aufnahmen miteinander korreliert. [B] Anschlielend wird der Kanal mit dem
gesuchten Ceramid/ Sphingosin verdeckt und die DNA Farbung mit dem REM-Bild korreliert. Erst

danach wird der Kanal mit dem gesuchten Ceramid oder Sphingosin wieder sichtbar gemacht.
MalRstabsbalken: 1 pm.
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2.2.11 Statistik

Fur die statistische Analyse wurde GraphPad Prism verwendet. Die Analyse von
Datensatze mit mehr als zwei Gruppen wurde beim Vorliegen einer
Gruppenvariablen per one-way ANOVA, bei mehreren Gruppenvariablen per
two-way ANOVA und anschlie3endem Dunnett-Test durchgefuhrt. Als statistisch

relevant wurden P-Werte kleiner als 0,05 bewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Antibakterielle Wirkung von Sphingolipiden

3.1.1 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration und minimalen
bakteriziden Konzentration

Um die antibakterielle Wirkung des funktionalisierten Sphingosins und Ce-
Ceramids im Vergleich zu anderen Stoffen einordnen zu kénnen, wurden zuerst
die MHK- und MBK-Werte von dem vielfach untersuchten Sphingosin bestimmt.
Die Wirkung von Sphingosin gegenuber Gram-negativen N. meningitidis (MC58)
wurde mit Hilfe der Bouillon-Dilutionsmethode (engl.: broth microdilution assay)
bestimmt. Die ermittelten MHK- und MBK-Werte fur Sphingosin betragen 4 pug/mi
bzw. 8 pg/ml (Tabelle 13). Danach wurde mit dem gleichen Testverfahren die
Wirkung des w-azido-Sphingosins und w-azido-Ce-Ceramids gegentiber MC58
bestimmt. Die MHK- und MBK-Werte liegen fur w-azido-Sphingosin ebenfalls bei
4 pg/ml und 8 pg/ml und fir w-azido-Ce-Ceramid bei 2 pg/ml und 4 pg/ml
(Tabelle 13). Die Werte zeigen, dass beide funktionalisierten Stoffe eine
antibakterielle Wirkung zeigen. Die bakterizide Wirkung des w-azido-Sphingosins
und Sphingosins ist identisch und liegt bei jeweils 8 pg/ml. Das w-azido-Ce-
Ceramid zeigt jedoch eine starkere bakteriostatische und bakterizide Wirkung als
das Sphingosin (MHK 2 pg/ml und MBK 4 pg/ml, statt 4 pg/ml und 8 pg/ml).

Tabelle 13: MHK- und MBK-Werte von N. meningitidis

MHK und MBK von Sphingosin, w-azido-Cs-Ceramid und w-azido-Sphingosin gegeniiber
N. meningitidis. Alle Werte sind in pg/ml angegeben. MHK ist definiert als die geringste
Konzentration einer Substanz, die das sichtbare Wachstum verhindert. MBK ist definiert als die
geringste Konzentration, bei der 99,9% der Individuen der getesteten Mikroorganismen abgetotet
werden.

. N. meningitidis
Lipide
MHK (ug/ml) MBK (ug/ml) Quelle
Sphingosin 4 4 Flzcz?m etal. (2017)
w-azido-Sphingosin | 4 8 Diese Arbeit
w-azido-Ce-Ceramid | 2 4 Diese Arbeit
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3.1.2 Wachstumshemmung von N. meningitidis

Die antibakterielle Wirkung von w-azido-Sphingosin und w-azido-Cs-Ceramid
gegenuber MC58 wurde aufRerdem mittels Wachstumskurven untersucht. Es
wurden verschiedene Konzentrationen des w-azido-Sphingosins und des w-
azido-Ce-Ceramids getestet und ihr Einfluss auf das bakterielle Wachstum
dokumentiert. Das Bakterienwachstum wurde tber 3 h hinweg beobachtet und
alle 30 min durch die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange (A)
von 600 nm bestimmt. In Abbildung 5 sind die Wachstumskurven von w-azido-

Ce-Ceramid und w-azido-Sphingosin zu sehen. Schon die niedrigste getestete
Konzentration von 11—0 der ermittelten minimalen bakteriziden Konzentration zeigt

bei beiden getesteten Substanzen einen hemmenden Effekt auf das
Bakterienwachstum. Auch hier wird sichtbar, dass der antibakterielle Effekt von

w-azido-Ce-Ceramid etwas starker ist als bei w-azido-Sphingosin.
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Abbildung 5: Wachstumskurven von N. meningitidis

Einfluss von w-azido-Cs-Ceramid und w-azido-Sphingosin auf das Wachstum von
N. meningitidis (MC58). Wachstumskurven von MC58 (ODesoo = 0,1; t = 0 min) in PPM+ mit
unterschiedlichen Konzentrationen des jeweiligen Lipids; Bakteriendichte alle 30 min anhand der
ODsoo bestimmt. Drei unabhangige Versuche mit Standardabweichung sind zu sehen. Statistisch
analysiert mit two-way ANOVA und Dunnett Test (Vergleichsgruppe: MC58 Kontrollgruppe)
(*, P<0,05; **, P<0,01; ***,P<0,001; **** P<0,0001).

3.2 Aufnahme der funktionalisierten Sphingolipide

Um den Wirkmechanismus von Sphingosin und Sphingolipiden genauer zu
verstehen, wurden das funktionelle Sphingosin und das funktionelle Sphingolipid

verwendet. Durch die funktionelle Azid-Gruppe ist es mdglich, das w-azido-
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Sphingosin und das w-azido-Ce-Ceramid mit einem Farbstoff zu markieren und
so die Aufnahme in N. meningitidis zu verfolgen. Die Bakterien wurden fur
unterschiedlich lange Zeitrdume (5-30 min) mit 5 uM des w-azido-Sphingosins
oder des w-azido-Cs-Ceramids behandelt. Als Farbstoff wurde DBCO-
Alexa Fluor® 488 (DBCO-AF 488) verwendet und die Click-Reaktion erfolgte
durch spannungsinduzierte Azid-Alkin-Cycloaddition. Die Proben wurden mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Schon nach 5 Minuten sieht man bei beiden
untersuchten Komponenten einen deutlichen Anstieg der Fluoreszenzintensitét
(Abbildung 6). Die Fluoreszenzintensitat nimmt durch langere Inkubation der
Bakterien mit w-azido-Sphingosin und w-azido-Cs-Ceramid nicht zu. Vergleicht
man beide Versuchsgruppen, ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitat

beim w-azido-Ces-Ceramid etwas grof3er ist als beim w-azido-Sphingosin.

2501

*kk * Kk ok
2004 200

*hk *hk *hAK *hk

150 150

(FL 1)
(FL 1)

100 100

50 50

relative Fluoreszenzintensitat
relative Fluoreszenzintensitat

Abbildung 6: Aufnahme in N. meningitidis

w-azido-Cs-Ceramid [A] und w-azido-Sphingosin [B] werden in kurzer Zeit von
N. meningitidis aufgenommen. Die Bakterien wurden mit 5 yM w-azido-Cs-Ceramid bzw. w-
azido-Sphingosin fur die angegebenen Zeitintervalle behandelt und anschlieRend mit DBCO-
Alexa Fluor 488 angefarbt. Die Aufnahme der Lipide wurde mit Hilfe von Durchflusszytometrie
analysiert. Zur Darstellung kommt die relative Fluoreszenzintensitat dreier unabh&ngiger
Versuche. Die statistische Analyse erfolgt mit one-way ANOVA und Dunnett Test,
(Vergleichsgruppe: Farbstoff Kontrolle der unbehandelten Bakterien (DBCO-AF 488);
(***, P<0,001; **** P< 0,0001).
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3.3 Morphologische Veranderungen

Um mehr Uber den Wirkmechanismus von Sphingosin und Sphingolipiden zu
erfahren, wurden nun mikroskopische Aufnahme angefertigt, um morphologische
Veranderungen der Bakterien zu erkennen. Es wurden zwei unterschiedliche
Mikroskope verwendet: Ein Transmissionselektronenmikroskop und ein
Rasterelektronenmikroskop. Durch TEM-Aufnahmen kénnen dinne Schnitte der
behandelten Bakterien betrachtet werden und Aussagen uber die innere und
aulRere Membran sowie den intrazellularen Raum getroffen werden. Mit den
REM-Bildern kann hingegen vor allem die Oberflache der Bakterien, sowie ihre

raumliche Anordnung betrachtet werden.

3.3.1 Die Morphologie von N. meningitidis und der Kontrollgruppe
Zuerst wurden Proben von unbehandelten N. meningitidis (Isolat MC58)
angefertigt, um die Morphologie mit der der behandelten Proben zu vergleichen.
Die Aufnahmen sind in Abbildung 7 zusammengestellt. In der
Ubersichtsaufnahme sieht man eine dichte Anordnung der Bakterien. Die runde
Form der Gram-negativen Kokken ist deutlich sichtbar und sie sind oft als
Diplokokken angeordnet. In den Detailaufnahmen ist deutlich die fur Gram-
negative Bakterien typische innere und auf3ere Membran sichtbar. Beide
Membranen sind kontinuierlich und werden durch den diinnen periplasmatischen
Raum und die als dinne, dunkle Linie sichtbare Peptidoglykanschicht getrennt.
Die auRere Membran ist leicht gewellt, was sowohl in den TEM- als auch den
REM-Aufnahmen zu sehen ist. Die Vesikelabschnirungen der &auf3eren
Membran, die als ,blebbing“ bezeichnet werden, sind auch zu erkennen.

Da das funktionalisierte Sphingosin und das funktionalisierte Ceramid in Ethanol
geldst sind, wurde fir die Kontrollgruppe N. meningitidis mit Ethanol behandelt.
Das Volumen von 100 pl Ethanol entspricht der gréf3ten Ethanolmenge, die im
Zusammenhang mit dem funktionalisierten Ceramid fir die Versuche verwendet
wurde. In der TEM-Ubersichtsaufnahme weisen einige Bakterien ein
elektronendichteres Zytosol als andere auf. In den Detailaufnahmen erkennt man
jedoch keine weiteren Unterschiede zu den unbehandelten Bakterien. Bei der

REM-Ubersichtsaufnahme sieht man jedoch zwischen den morphologisch
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unauffalligen Bakterien zellularen Debris liegen. Dieser besteht vermutlich aus
zellularen Bestandteilen lysierter Zellen. In der Detailaufnahme sieht
N. meningitidis jedoch unauffallig aus und man erkennt die leicht gewellte

kontinuierliche &ufere Membran.
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Ubersichtsaufnahme Detailaufnahmen
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Abbildung 7: TEM- und REM-Aufnahmen von N. meningitidis

Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) und rasterelektronenmikroskopische
(REM) Aufnahmen von N. meningitidis. Die Bakterien blieben entweder unbehandelt (Bilder A-
E) oder wurden mit 100 ul Ethanol fir 3 h behandelt (Kontrollgruppe, Bilder F-K). Innere und
aufRere Membran sind in Bild C mit * markiert und der Intra- (IZR) sowie Extrazellularraum (EZR)
sind beschriftet. ,Blebs” sind in Bild B und G mit » markiert. Die Bilder F-K zeigen keine
Veranderung der morphologischen Struktur durch Ethanol. MaRstabsbalken der
Ubersichtsaufnahmen TEM und REM: 1 pm. MaRstabsbalken der Detailaufnahmen, wenn nicht
anders angegeben TEM und REM: 500 nm.
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3.3.2 Morphologische Veranderungen durch w-azido-Sphingosin

Die Bakterien wurden mit der MBK-Konzentration (= 8 pg/ml) an w-azido-
Sphingosin und einem Zehntel der MBK behandelt. Bei der Probe, die mit
0,8 ug/ml behandelt wurde, sieht man in der Ubersichtsaufnahme kaum
Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 8, Bilder A-E). Die
meisten Bakterien sind klein, rund und oft als Diplokokken zu erkennen. Die
Ausstilpungen der auf3eren Membran sind jedoch bei einigen Zellen zu
erkennen. Auch bei den REM-Aufnahmen sieht man in der Detailaufnahme viele
kleine Vesikel, die auf der Oberflache der Bakterien lokalisiert sind. In der REM-
Ubersichtsaufnahme sieht man zwischen den meisten morphologisch
unauffalligen Bakterien auch zellularen Debris von vermutlich lysierten Zellen.
Die 8 pg/ml Probe zeigt auf den ersten Blick deutliche Veranderungen (Abbildung
8, Bilder F-K). Der Grof3teil der Bakterien ist lysiert und man sieht viele
Membranreste zwischen den verbliebenen Bakterien. Intrazellular erkennt man,
dass sich viele kleine und ein paar gréf3ere Vesikel gebildet haben, und es gibt
Bereiche mit Anreicherung einer elektronendichteren Substanz. Die Ausstllpung
der aulBeren Membran mit dem weniger elektronendichten Inhalt ist auch zu
erkennen. Die aulere Membran zeigt keinen wellenférmigen Verlauf mehr und
ist oft nicht mehr kontinuierlich zu erkennen.

In der REM-Ubersichtsaufnahme sind zwischen den Bakterien hoch komplexe
Strukturen angeordnet, die sich vermutlich aus den lysierten Bakterien gebildet

haben.
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Ubersichtsaufnahme Detailaufnahmen
~ &

ingosin

N.m. (MC58) behandelt mit w-azido-Sph

Abbildung 8: TEM- und REM-Aufnahmen von N. meningitidis

Einfluss von w-azido-Sphingosin auf die Morphologie von N. meningitidis. Die Bakterien
wurden mit 0,8 pg/ml (Bild A-E) oder 8 pg/ml (Bild F-K) w-azido-Sphingosin fir 3 h behandelt. Die
Bilder zeigen deutliche Veradnderung der morphologischen Strukutur. Erweiterung der auf3eren
Membran sind mit », Vesikel sind mit —, elektronendichtere Bereiche sind mit * gekennzeichnet,
kristallahnliche Strukturen sind mit % markiert. MaRstabsbalken der Ubersichtsaufnahmen TEM
und REM: 1 um. Malf3stabsbalken der Detailaufnahmen TEM und REM: 500 nm.
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3.3.3 Morphologische Veréanderungen durch w-azido-Cs-Ceramid

Die Bakterien wurden mit der ermittelten MBK (= 4 pug/ml) und einem Zehntel der
MBK mit w-azido-Ces-Ceramid behandelt (Abbildung 9).

Bei der niedrigen Konzentration (Abbildung 9, Bilder A-E) sehen die meisten
Bakterien morphologisch unauffallig aus, jedoch sieht man bei einigen Bakterien
Ausstilpungen der auBReren Membran. Diese Ausstilpungen sieht man sowohl
in den TEM- als auch in den REM-Aufnahmen. Den TEM-Detailaufnahmen kann
man entnehmen, dass bei den meisten Bakterien die innere und &ul3ere
Membran intakt ist.

Die hohe Konzentration (Abbildung 9, Bilder F-K) zeigt einen starken Effekt auf
die Morphologie der Bakterien. Man erkennt viele lysierte Bakterien und
Bakterien mit elektronendichterem und weniger elektronendichtem Zytosol. In
den TEM-Detailaufnahmen erkennt man Vesikel, die sich intrazellular oder im
periplasmatischen Raum befinden. Der periplasmatische Raum ist an manchen
Stellen erweitert. Im Zytosol einiger Bakterien zeigen sich Bereiche, in denen eine
elektronendichtere Substanz angereichert ist. In der REM-Ubersichtsaufnahme
ist eine netzartige Struktur zwischen den Bakterien bzw. den Bakterienresten
angeordnet. In der Detailaufnahme lasst sich erahnen, dass die netzartige
Struktur von der auf3eren Membran ausgeht oder dort ansetzt. Die Oberflache
der Bakterien ist konvex und konkav verformt und sie sind nicht mehr einheitlich

rund.
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Ubersichtsaufnahme Detailaufnahmen

N.m. (MC58) behandelt mit w-azido- C,-Cerami

Abbildung 9: TEM- und REM-Aufnahmen von N. meningitidis

Einfluss von w-azido-Ces-Ceramid auf die Morphologie von N. meningitidis. Die Bakterien
wurden mit 0,4 pg/ml (Bilder A-E) oder 4 pg/ml (Bilder F-K) w-azido-Ce-Ceramid fir 3 h
behandelt. Erweiterung der &ul3eren Membran sind mit », Vesikel sind mit —, elektronendichtere
Bereiche sind mit * und Erweiterung des periplasmatischen Raum sind mit e markiert.
MaRstabsbalken der Ubersichtsaufnahmen TEM und REM: 1 pum. MaRstabsbalken der
Detailaufnahmen TEM und REM: 500 nm.
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3.4 Lokalisation nach der Aufnahme in N. meningitidis

Um die genauere Lokalisation des Sphingosins und des Ceramids nach
Inkorporation zu ermitteln, wurden das funktionalisierte Sphingosin bzw. das
funktionalisierte Ce-Ceramid verwendet.

Nach Behandlung der Bakterien mit den funktionellen Substanzen, wurden diese
mit DBCO-Alexa Fluor 488 angefarbt. Um sowohl ein gutes Fluoreszenz-Signal,
aber auch die genaue Information Uber die Lokalisation zu bekommen, wurde die
korrelative Licht- und Elektronenmikrokopie verwendet. Es werden zuerst
Fluoreszenzbilder der Proben aufgenommen, die danach fir das
Rasterelektronenmikroskop weiterverarbeitet werden. Im Anschluss werden von
derselben Stelle in der Probe REM-Bilder aufgenommen und am Computer mit

den Fluoreszenzbildern tberlagert.
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3.4.1 Aufnahmen der Kontrollgruppe

Um auszuschlieBen, dass der DBCO-Alexa Fluor 488 Farbstoff unspezifisch
bindet wurden als erstes Proben der Kontrollgruppe (N.m. (Isolat MC58)
behandelt mit 100 pl Ethanol) angefarbt und prozessiert. In der Abbildung 10 sind
zwei Aufnahmen gezeigt (A-C und D-F), auf denen zu erkennen ist, dass der

Farbstoff nicht unspezifisch bindet.

REM DBCO-AF 488 korreliertes Bild
- |

Abbildung 10: CLEM-Aufnahmen von N. meningitidis

100 pl Ethanol

N. meningitidis behandelt mit Ethanol (Kontrollgruppe). Die Meningokokken wurden fur 3 h
mit 100 pl Ethanol behandelt. Keine unspezifische Farbung durch DBCO-Alexa Fluor 488
sichtbar. Die Bilder A-C und D-F zeigen zwei unterschiedliche Ausschnitte der Probe.
MafRstabsbalken: 1 um.
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3.4.2 Lokalisation von Sphingosin und Ce-Ceramid nach Aufnahme in
N. meningitidis bei Verwendung niedriger Konzentrationen

Als erstes wurden die Bakterien mit einem Zehntel der bestimmten MBK von w-
azido-Sphingosin (= 0,8 pg/ml) und w-azido-Cs-Ceramid (= 0,4 pg/ml) behandelt.
In Abbildung 11 sieht man die Bakterien, die mit 0,8 pg/ml w-azido-Sphingosin
behandelt wurden. In den korrelierten Bildern (C und F) ist zu erkennen, dass das
Alexa 488-Fluoreszenzsignal vor allem in Bereichen der Ausstilpungen der

aufReren Membran lokalisiert ist.

REM DBCO-AF 488 korreliertes Bild

N.m. (MC58) behandelt mit w-azido- Sphingosin

Abbildung 11: CLEM-Aufnahmen nach Behandlung mit w-azido-Sphingosin

N. meningitidis behandelt mit 0,8 pg/ml w-azido-Sphingosin fir 3 h, Anreicherungen des
funktionellen Sphingosins sind in der Membran sichtbar. Das w-azido-Sphingosin wurde Uber
Click-Reaktion mit DBCO-Alexa Fluor 488 angefarbt. A-C und D-F zeigen zwei Ausschnitte der
Probe. Mal3stabsbalken: 1 um.

Bei den Proben, die mit w-azido-Cs-Ceramid behandelt wurden, sehen die
Ergebnisse &ahnlich aus (Abbildung 12). Auch hier ist ein starkeres Alexa 488-
Signal im Bereich der Membranausstilpungen zu erkennen. Das Ceramid
scheint jedoch auch bei den morphologisch unauffalligen Bakterien in der
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Membran angereichert zu sein, sodass in dem Fluoreszenzbild v.a. in Bild E die

Umrandung der Bakterien sichtbar ist.

DBCO-AF 488 korreliertes Bild

N.m. (MC58) behandelt mit w-azido- C,-Ceramid

Abbildung 12: CLEM-Aufnahmen nach Behandlung mit w-azido-Ce-Ceramid

N. meningitidis behandelt mit 0,4 pg/ml w-azido-Ce-Ceramid fur 3 h. Eine Anreicherung des
Ceramids ist, wie bei der Probe mit dem funktionellen Sphingosin in der Membran erkennbar.
Das funktionelle Ceramid wurde Uber Click-Reaktion mit DBCO-Alexa Fluor 488 angefarbt. A-C
und D-F zeigen zwei unterschiedliche Ausschnitte der Probe. MaRRstabsbalken: 1 um.

3.4.3 Lokalisation der Sphingolipide nach Aufnahme in
N. meningitidis bei Verwendung hdherer Konzentrationen

Zur Uberprifung der Lokalisation von w-azido-Sphingosin und w-azido-Ce-
Ceramid bei héheren Konzentrationen wurden die Bakterien mit der minimalen
bakteriziden Konzentration behandelt. Hierbei war das Korrelieren deutlich
schwieriger, da die meisten Bakterien lysiert sind und dadurch die DNA-Féarbung
deutlich schwécher ist.

Die Ergebnisse der Probe, die mit 8 pg/ml w-azido-Sphingosin behandelt

wurden, sind in Abbildung 13 dargestellt. Man sieht eine Anreicherung des
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Sphingosins im Zytosol. Dieses Fluoreszenzsignal korreliert Gberwiegend mit der

Anreicherung von elektronendichterem Material im REM-Bild.

DBCO-AF 488 korreliertes Bild

.' - -
¥

Abbildung 13: CLEM-Aufnahmen nach Behandlung mit w-azido-Sphingosin.

N.m. (MC58) behandelt mit w-azido- Sphingosin

N. meningitidis behandelt mit 8 pg/ml w-azido-Sphingosin fir 3 h. Sphingosin Anreicherungen
sind im Cytosol erkennbar. Das w-azido-Sphingosin wurde Uber eine Click-Reaktion mit DBCO-
Alexa Fluor 488 angefarbt. A-C und D-F zeigen zwei unterschiedliche Ausschnitte der Probe.
MafRstabsbalken: 1 um.

Die Behandlung von N. meningitidis mit 4 pg/ml w-azido-Ces-Ceramid zeigt
vergleichbare Ergebnisse (Abbildung 14). Auch hier sieht man eine Anreicherung
des Ceramids im Zytosol, die teilweise mit den elektronendichteren Bereichen in

den REM Aufnahmen korrelieren.
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DBCO-AF 488 korreliertes Bild
C

REM

Abbildung 14: CLEM Aufnahmen nach Behandlung mit w-azido-Cs-Ceramid

N.m. (MC58) behandelt mit w-azido- C,-Ceramid

N. meningitidis behandelt mit 4 pg/ml w-azido-Ce-Ceramid fur 3 h. Ceramid Anreicherungen sind
wie beim funktionellen Sphingosin im Zytosol sichtbar. Das w-azido-Ce-Ceramid wurde auch uber
eine Click-Reaktion mit DBCO-Alexa Fluor 488 angefarbt. A-C und D-F zeigen zwei
unterschiedliche Ausschnitte der Probe. Mal3stabsbalken: 1 pm.

3.5 Wirkung eines Detergens auf die Morphologie von
N. meningitidis

Um weitere Einblicke Uber den Wirkmechanismus des Sphingosins und
Ceramids zu bekommen, wurden Proben angefertigt, die mit einem
nichtionischen Detergens behandelt wurden. Triton-X-100 wird in der Forschung
haufig zur Permeabilisierung von Zellmembranen verwendet, da es im Vergleich
zu anderen Detergenzien, wie z.B. Natriumlaurylsulfat nicht zu einer
Denaturierung von Membranproteinen fuhrt [180]. Das Detergenz wird in die
aulRere Membran aufgenommen, kann dann in die innere Membran wechseln
und es kommt zur Bildung von Poren in der Membran, die mit steigender

Konzentration gré3er werden [181]. Die verwendete Triton-Konzentration von
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0,01% liegt knapp unter der kritischen Mizellen-Konzentration von Triton
(0,015%). Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt.

In der TEM-Ubersichtsaufnahme erkennt man viele lysierte Bakterien und
Ausstilpungen der &auf3eren Membran. Im Zytosol sieht man Vesikel und
Bereiche mit einer Anreicherung an elektronendichtem Material. In den REM-
Bildern erkennt man, dass von der auf3eren Membran fadenartige Strukturen
ausgehen, die zwischen den Bakterien angeordnet sind oder um das Bakterium

zu liegen kommen.

Detailaufnahmen

N.m. (MC58) behandelt mit 0,01% Triton
REM

Abbildung 15: TEM- und REM-Aufnahmen von N. meningitidis

Einfluss von Triton-X-100 auf die Morphologie von N. meningitidis. Die Bakterien wurden fir
3 h mit 0,01% Triton behandelt. Die morphologische Veranderungen durch das Detergenz sind
deutlich zu erkennen. Die Erweiterung der &uf3eren Membran ist mit », Vesikel sind mit —,
elektronendichtere Bereiche sind mit * markiert und die schlaufendhnliche Struktur ist mit %
markiert. MaRstabsbalken der Ubersichtsaufnahnmen TEM und REM: 1 pm. MaRstabsbalken der
Detailaufnahmen TEM und REM: 500 nm.
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3.6  Wirkung des funktionellen Sphingosins und Ceramids

auf andere Bakterien

Es stellte sich die Frage, ob das funktionelle Sphingosin und Ceramid auch auf
andere Bakterienarten antibakteriell wirkt. Daflir wurden die Versuche mit E. coli,
einem Gram-negativen Bakterium, und S. aureus, einem Gram-positiven
Bakterium, durchgefihrt. Da Gram-positive und Gram-negative Bakterien einen
unterschiedlichen Aufbau der Membran haben, kann verglichen werden, ob dies
einen Effekt auf die antibakterielle Wirkung hat.

Zuerst wurden fir beide Bakterienstdmme die minimale Hemmkonzentration und
die minimale bakterizide Konzentration ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle
14 zusammengefasst. Das w-azido-Cs-Ceramid hat keinen Effekt auf E. coli und
S. aureus (MHK und MBK >32 pg/ml). Der antibakterielle Effekt von w-azido-
Sphingosin ist schlechter als bei N. meningitidis, es wirkt jedoch gegen beide
getesteten Bakterienstamme (MBK jeweils 16 pg/ml, bei N. meningitidis 8 pg/ml).
Die Bakterien wurden fir die TEM-Bilder mit der ermittelten minimalen
bakteriziden Konzentration behandelt. Da w-azido-Cs-Ceramid mit den
getesteten Konzentrationen keinen antibakteriellen Effekt gezeigt hat, wurde die
MBK der Meningokokken verwendet (MBK: 4 pug/ml).

Tabelle 14: MHK- und MBK-Werte von E. coli und S. aureus

MHK und MBK von Sphingosin, w-azido-Cs-Ceramid und w-azido-Sphingosin gegeniber
E. coli und S. aureus. Alle Werte sind in pg/ml angegeben. MHK ist definiert als die geringste
Konzentration einer Substanz, die das sichtbare Wachstum verhindert. MBK ist definiert als die
geringste Konzentration, bei der 99,9% der Individuen der getesteten Mikroorganismen abgetotet
werden.

E. coli S. aureus

Lipid (Werte in pg/ml) (Werte in pg/ml) Quelle

MHK MBK MHK MBK
Sphingosin 16 16 8 >64 ?z%i%?[iéé‘]' '
w-azido- 16 16 8 16 Diese Arbeit
Sphingosin
w-azido-Ce- >392 >32 >32 >32 Diese Arbeit
Ceramid
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3.6.1 Wirkung von azido-funktionalisiertem Sphingosin und Ce-
Ceramid auf E. coli

Die E.coli, die mit 16 pg/ml w-azido-Sphingosin behandelt wurden, zeigen starke
morphologische Veranderungen (Abbildung 16, Bilder A-C). Man sieht viele
lysierte Zellen und zellularen Debris zwischen den beschéadigten Zellen. Die
innere und aulRere Membran ist nicht mehr kontinuierlich. Im Zytosol erkennt man
elektronendichte Einschlusskorper, die verschiedenen Grof3en und Formen
haben. Das restliche Zytosol weist eine uneinheitliche Elektronendichte auf. An
einigen Stellen kommt es wie bei den N. meningitidis zu einer Ausstiulpung der
aul3eren Membran.

In der Ubersichtsaufnahme der mit Ceramid behandelten Gruppe sieht man
morphologisch unauffallige Bakterien (Bild D). Man erkennt Gram-negative
Stabchen und deren auf3ere und innere Membran sowie den periplasmatischen
Raum mit der Peptidoglykanschicht. Das Zytoplasma hat eine einheitlich

granulare Struktur und der Ansatz der Fimbrien ist zu erkennen.

Ubersichtsaufnahme Detailaufnahmen

w-azido-Sphingosin
(16 ug/ml)

E. coli behandelt mit

w-azido- C;-Ceramid

Abbildung 16: TEM-Aufnahmen von E. coli

Die E. coli wurden fur 3 h mit 16 pg/ml w-azido-Sphingosin (A-C) oder 4 pg/ml w-azido-Ce-
Ceramid (D-F) behandelt. Das funktionelle Sphingosin zeigt einen deutlichen Effekt auf die
Morphologie der Bakterien, das funktionelle Ceramid nicht. Malf3stabsbalken der
Ubersichtsaufnahmen: 1 pm. MaRstabsbalken der Detailaufnahmen: 500 nm.
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3.6.2 Wirkung von azido-funktionalisiertem Sphingosin und Ce-
Ceramid auf S. aureus

In der mit w-azido-Sphingosin behandelten Gruppe ist der antibakterielle Effekt
deutlich zu erkennen (Abbildung 17, Bilder A-C). Man sieht viele lysierte
Bakterien und Bakterien in verschiedenen Stufen des Zerfalls. Bei einigen
Bakterien ist die Membran noch intakt, jedoch hat das Zytosol eine uneinheitlich
Elektronendichte.  AuBerdem  erkennt man intrazellulare  weniger
elektronendichte Vesikel. Zwischen den beschéadigten Bakterien liegen
Membranbestandteile und intrazellulare Bestandteile bzw. Debris.

Bei der mit Ceramid behandelten Gruppe erkennt man typische Gram-positive
Haufenkokken (Abbildung 17, Bilder D-F). Man erkennt deutlich die dicke
Peptidoglykanschicht und die dahinterliegende Zellmembran. Das Zytosol ist
einheitlich elektronendicht und man sieht oft eine unterschiedlich geformte
intrazellulare Aufhellung, die charakteristisch fir das Nukleotid ist.

Ubersichtsaufnahme Detailaufnahmen

w-azido-Sphingosin
(16 pg/ml)

S. aureus behandelt mit

w-azido- Cg-Ceramid
(4 pg/ml)

Abbildung 17: TEM-Aufnahmen von S. aureus

Die S. aureus wurden fur 3h mit 16 pg/ml w-azido-Sphingosin (A-C) oder 4 pg/ml w-azido-Ce-
Ceramid (D-F) behandelt. Das funktionelle Sphingosin zeigt einen deutlichen Effekt auf die
Morphologie, das funktionelle Ceramid nicht. MaRstabsbalken der Ubersichtsaufnahmen: 1 um.
Mafstabsbalken der Detailaufnahmen: 500 nm.
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4 Diskussion

4.1  Antibakterielle Wirkung von Sphingolipiden

Die antibakterielle Wirkung von natirlichen wie auch von synthetisierten
Sphingolipiden und Sphingobasen konnte in vielen vorangegangenen Studien
gezeigt werden [156]. Primdr waren sie, neben antibakteriell wirkenden
Fettsauren, als Bestandteile des angeborenen Immunsystems in der Haut und
Schleimhaut bekannt [153, 154]. Die Rolle des Sphingosins in der Immunabwehr
gesunder Atemwege konnte in einer Studie mit Pseudomonas aeruginosa
gezeigt werden [166, 167]. Sphingolipide zeigen jedoch antibakterielle Effekte
gegenuber einer Vielzahl von Pathogenen. Eine Wachstumshemmung konnte
gegenuber Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien sowie gegeniber
Pilzen gezeigt werden [157-161, 164, 168]. Die Starke der antibakteriellen
Wirkung ist von der Struktur des Sphingolipids und den getesteten Pathogenen
abhangig. Vor allem die Sphingobasen Sphingosin, welche am besten untersucht
ist, sowie Dihydrosphingosin und 6-Hydroxysphingosin zeigen eine starke
antibakterielle Wirkung. In einer friheren Studie konnte in unserem Labor die
antibakterielle Wirkung von Sphingosin, Ce-Ceramid und w-azido-Cs-Ceramid
gegen N. meningitidis und N. gonorrhoeae gezeigt werden. Das kurzkettige
Ceramid und das azid-funktionalisierte Ceramid zeigten dagegen keinen Effekt
gegenuber E. coli und S. aureus [162]. Eine Wachstumshemmung von E. coli
und S. aureus kann jedoch durch Sphingosin und Dihydrosphingosin erreicht
werden [163].

In dieser Studie konnte die antibakterielle Wirkung von w-azido-Sphingosin und
w-azido-Ce-Ceramid gegentber N. meningitidis, E.coli und S. aureus
nachgewiesen werden. Zur Ermittlung der antibakteriellen Wirkung wurden
Wachstumskurven erstellt und die MHK und MBK mittels der Bouillon-
Dilutionsmethode ermittelt, was ein oft verwendetes Testverfahren ist [159, 160].
Wie viele andere anspruchsvolle Bakterien wachsen N. meningitidis unter den
klassischen Versuchsbedingungen fir den MHK-Test nicht ausreichend und
mussten durch die Verwendung von PPM+ und die Inkubation mit 5% CO:2

angepasst werden. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass
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das Medium einen Einfluss auf die MHK- und MBK-Werte hat [162]. Die
Auswertung des MHK-Tests kann mit einem Gerat, welches die Tribung des
Mediums misst, oder mit dem Auge erfolgen. Fur diesen Versuch erfolgte die
Auswertung der MHK-Werte mit dem Auge, wie es von der ,European committee
on antimicrobial susceptibility testing” (EUCAST) empfohlen wird.

Die antibakterielle Wirkung ist vergleichbar mit den Ergebnissen aus anderen
Untersuchungen [157, 159, 162]. Warum das Ces-Ceramid und das w-azido-Ce-
Ceramid nur gegen N. meningitidis und N. gonorrhoeae antibakteriell wirken,

bedarf weiterer Untersuchungen.

4.2  Aufnahme der Sphingolipide durch N. meningitidis

Der antibakterielle Wirkmechanismus der Sphingolipide und Sphingobasen ist
nicht bekannt. Um genauere Einblicke zu bekommen, wurde azido-
funktionalisiertes  Ces-Ceramid und  azido-funktionalisiertes  Sphingosin
synthetisiert. Die funktionalisierten Lipide kdénnen durch die Azid-Gruppe mit
einem Cyclooctin in einer spannungsinduzierten Azid-Alkin-Cycloaddition
reagieren. Durch die Ringspannung wird kein zytotoxisches Kupfer benétigt,
weshalb diese Reaktion haufig zur Markierung von Zellen oder Biomolekilen mit
einem Farbstoff verwendet wird [175, 182, 183]. Durch das Markieren mit einem
Fluoreszenzfarbstoff ist es mdglich die Aufnahme des Cs-Ceramids und des
Sphingosins in N. meningitidis zu beobachten. Das Protokoll fur diese
Fluoreszenzmarkierung von w-azido-Sphingosin und w-azido-Ce-Ceramid in
lebenden N. meningitidis wurde in unserem Labor entwickelt. Vergleichbare
Versuche wurden in einer anderen Gruppe bereits an Wirtszellen durchgefuhrt.
Hier wurde die Aufnahme von verschiedenen azido-Ceramiden in Jurkat-T-Zellen
und humane T-Zellen beobachtet [184].

Nach Etablierung des Protokolls konnte mit Hilfe der Durchflusszytometer-
Analyse in dieser Studie gezeigt werden, dass sowohl das w-azido-Sphingosin
als auch das w-azido-Cs-Ceramid innerhalb kurzer Zeit in N. meningitidis
aufgenommen werden. Die Aufnahme erfolgte innerhalb von 5 min und konnte
durch eine langere Inkubation (15 min, 25 min und 30 min) nicht gesteigert

werden. In vorangegangenen Studien in unserer Gruppe wurde gezeigt, dass
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sowohl kurzkettige Ces-Ceramide als auch langkettige Cis-Ceramide in
N. meningitidis aufgenommen werden. Die Bakterien wurden nach dem gleichen
Protokoll vorbereitet, das Anfarben der funktionellen Ceramide erfolgte jedoch
mit DBCO-sulfo-Cy5. In dieser Studie war die Aufnahme der Ceramide nach
15 min Inkubationszeit am groé3ten und ging danach wieder etwas zuriick [162].
Die Aufnahme des azido-Cs-Ceramids in Wirtszellen erreichte nach 25 min ihr
Maximum und ging danach wieder zurtick [184]. Die Aufnahme des funktionellen
Ceramids in die Wirtszellen erfolgte trotz héherer Konzentration von 25 pM azido-
Ce-Ceramid, langsamer als in die N. meningitidis. Die aufgenommenen Ceramide
wurden in diesem Versuch ebenfalls mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Diese Ergebnisse stimmen mit Erkenntnissen anderer Studien tberein, in denen
gezeigt wurde, dass E. coli und S. aureus Sphingobasen innerhalb kurzer Zeit
aufnehmen [163]. Hierbei wurden die Aufnahme der Sphingobasen jedoch mittels

Dunnschichttomatographie analysiert.

4.3  Wirkmechanismus der Sphingolipide und Sphingobasen

Welcher Wirkmechanismus dem antibakteriellen Effekt der Sphingolipide und
Sphingobasen zu Grunde liegt, ist noch nicht bekannt. Eine Moglichkeit ist die
Interaktion der Sphingolipide mit der bakteriellen Zellmembran, die zu einer
direkten Ruptur oder einer Veranderung der Membranstruktur fihrt. Eine
sichtbare Ruptur wurde schon bei Studien zur antibakteriellen Wirkung von
Sphingobasen gegeniuber S. aureus und von antibakteriell wirkenden freien
Fettsduren gegenuber S. aureus und Streptokokken gezeigt [170, 185]. Es
konnte zudem nachgewiesen werden, dass Sphingolipide die Membranstruktur
von S. aureus, aber nicht von E. coli verandern [159]. Einige Versuche deuten
darauf hin, dass freie Fettsauren und Monoglyceride die Membran von Candida
albicans zerstoren oder zersetzen [186]. Die Aufnahme der Sphingolipide und
Sphingobasen in die Bakterien und eine anschlieRende Akkumulation der Lipide
im Zytosol wird auch diskutiert. So kdnnten sie, vergleichbar mit der Hemmung
der Proteinkinase C, einen Einfluss auf den bakteriellen Metabolismus haben
[163, 187].
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4.3.1 Morphologische Veranderungen

Die unbehandelten N. meningitidis und die Kontrollgruppe weisen eine fir Gram-
negative Diplokokken typische Morphologie auf. In den TEM-Aufnahmen sieht
man die aulere und innere Membran mit der dazwischen liegenden
Peptidoglykanschicht und einem diinnen periplasmatischen Raum. Die leichte
Wellung der aufReren Membran ist in den TEM- und REM-Aufnahmen sichtbar.
Zwischen den Bakterien liegen kugelférmige Abschnirungen der aul3eren
Membran, die auch schon von anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurden [48].
Die Abschnurungen der auf3eren Membran werden als ,blebs® bezeichnet und
enthalten auRere Membranproteine (outer membrane proteins, OMPS) und LPS
[24, 86]. Sie sind bei der invasiven Meningokokken-Erkrankung fir die hohen
LPS- bzw. LOS-Spiegel im Blut und Liquor verantwortlich und spielen eine
wichtige Rolle in der Aktivierung des Immunsystems [83-86].

Sphingosin, w-azido-Sphingosin und w-azido-Ce-Ceramid l6sen
konzentrationsabhangig  starke  morphologische  Veranderungen  bei
N. meningitidis aus. Nach der Behandlung mit einem Zehntel der MBK des azido-
funktionalisierten Sphingosins und Cs-Ceramids sind nur wenige Bakterien von
den morphologischen Verédnderungen betroffen, welche aufRerdem deutlich
schwacher ausgeprégt sind. Schon bei niedriger Konzentration des w-azido-Cs-
Ceramids und des w-azido-Sphingosins ist eine Veranderung der bakteriellen
Membran zu erkennen. Die dulRere Zellmembran der N. meningitidis scheint bei
vielen Bakterien noch intakt zu sein. Es kommt jedoch bei einigen Bakterien zu
einer Ablosung der &ufReren Membran von der inneren Membran, die grol3e
Ausstilpungen bildet und in den TEM- und REM-Aufnahmen zu sehen sind.
Kommt es zu einer Ruptur der inneren Membran, gelangt das Zytosol in den
erweiterten periplasmatischen Raum.

Bei den getesteten Substanzen kommt es, im Vergleich zur Kontrollgruppe,
aulRerdem haufiger zur Abschnirung kleiner Vesikel von der aul3eren Membran.
Die vermehrten Abschnirungen der &auf3eren Membran sind in den REM-
Aufnahmen als kleine Kugelchen auf der Bakterienoberflache zu erkennen oder

kommen zwischen den Bakterien zu liegen. Die Vesikelabschniirung der aul3eren
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Membran konnte auch bei E. coli nach der Behandlung mit antibakteriellen
Peptiden gezeigt werden [188].

In den REM-Aufnahmen der w-azido-Sphingosin-Probe liegen zwischen den
morphologisch unauffalligen Bakterien vereinzelt Vesikelabschnirungen der
auBeren Membran und Membranbestandteile von lysierten Zellen. Die
morphologischen Veranderungen durch die niedrige Konzentration an w-azido-
Ce-Ceramid sind im Vergleich zum w-azido-Sphingosin deutlich geringer. In den
REM-Aufnahmen sind keine Vesikel der aufReren Membran oder Bestandteile
lysierter Zellen zu erkennen.

Durch die Erhoéhung der Konzentration auf die ermittelte MBK ist die
antibakterielle  Wirkung von w-azido-Sphingosin und w-azido-Cs-Ceramid
deutlich sichtbar. Die meisten N. meningitidis zeigen deutliche morphologische
Veranderungen und es sind viele lysierte Bakterien zu erkennen. Die Bakterien
haben unterschiedliche Gréf3en und Formen und sind zum grof3ten Teil nicht
mehr als Diplokokken angeordnet. Die morphologischen Veranderungen durch
Behandlung von S.aureus und E.coli mit Sphingosin konnte auch in
vorangegangenen Studien gezeigt werden [158, 163]. Die aul3ere Membran ist
nicht mehr leicht gewellt und einige Bakterien haben nur noch eine Zellmembran.
Ob dies die innere oder aulBere Membran ist, gilt es noch zu analysieren.
Intrazellular hat das Zytosol eine uneinheitliche Elektronendichte, was auf eine
Aggregation oder Ausflockung von intrazellularen Bestandteilen hindeutet. Diese
Veranderung des Zytosols ist bei der Behandlung mit w-azido-Sphingosin und w-
azido-Ce-Ceramid zu beobachten. Dies konnte auch im Zytosol der mit w-azido-
Sphingosin behandelten E. coli und S. aureus beobachtet werden und wurde
auch schon in anderen Versuchen mit antibakteriellen Lipiden und Sphingobasen
beschrieben [154, 158]. Zusatzlich sind bei der azido-funktionalisierten
Sphingosin-  und Ceramid-Probe bei einigen Bakterien intrazellular

unterschiedlich grof3e Vesikel ohne elektronendichten Inhalt zu erkennen.
Viele morphologische Veranderungen sind, unabhangig vom verwendeten Lipid,

bei allen behandelten Bakterien zu erkennen. Es kommt jedoch auch zu Lipid-

spezifischen morphologischen Veréanderungen. Bei mit w-azido-Ce-Ceramid und
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w-azido-Sphingosin ~ behandelten  N. meningitidis sind z.B. einige
elektronendichte Bereiche klar gegen die Umgebung abgegrenzt und stellen sich
als elektronendichte Einschlusskdrper dar. Die Bildung von Einschlusskorpern im
Zytosol von Bakterien nach Behandlung mit Sphingolipiden wurde auch von
Fischer et al. beschrieben. Ob sie aus Lipiden oder bakteriellen Proteinen
bestehen ist noch nicht geklart [159]. Nach der Behandlung mit w-azido-
Sphingosin oder w-azido-Cs-Ceramid ist intrazellular keine Bildung von
membranahnlichen Strukturen zu erkennen, wie sie bei E. coli nach der
Behandlung mit antibakteriellen Peptiden gezeigt werden konnten [188].

In den REM-Aufnahmen ist eine Veranderung der Membranoberflache deutlich
zu erkennen. Die Oberflache wirkt bei allen behandelten N. meningitidis uneben
und zerkliftet. Die konvexen Ausbeulungen der Membran in den REM-
Aufnahmen unterstitzen die oben beschriebene Ablésung und Ausstilpung der
aufReren Membran. Die Veranderung der bakteriellen Oberflache konnte auch bei
S. aureus, E. coli, H. pylori und P. gingivalis nach Behandlung mit verschiedenen
antibakteriellen Fettsauren, Peptiden oder Lipiden beobachtet werden [163, 189,
190].

In den REM-Aufnahmen sieht man beim w-azido-Ces-Ceramid eine netzartige
Struktur zwischen den morphologisch veranderten Bakterien, die vermutlich aus
Membranbestandteilen lysierter Zellen und bakteriellen Pili besteht. Das Netz
scheint von der auferen Membran der N. meningitidis auszugehen. Nach
Behandlung mit w-azido-Sphingosin mit der ermittelten MBK sind zwischen den
veranderten N. meningitidis hochkomplexe kristallartige Strukturen zu erkennen.
Ob sie aus Membranbestandteilen der lysierten Bakterien aufgebaut sind und

warum sie sich zu solchen Gebilden formatieren, gilt es noch herauszufinden.

Die morphologischen Veranderungen durch ein Detergens zeigen ahnliche
Effekte. Auch hier zeigt sich eine Ablosung der &uf3eren von der inneren
Membran. Die au3ere Membran bildet dabei grol3e Ausstilpungen und es kommt
zu einer Erweiterung des periplasmatischen Raums. Die innere Membran ist
meist nicht mehr intakt und das Zytosol breitet sich in den periplasmatischen

Raum aus. Bei anderen N. meningitidis sind sowohl die innere als auch die
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aulRere Membran aufgeldst oder rupturiert. Intrazelluléar zeigt das Zytosol eine
uneinheitliche Elektronendichte. Es sind intrazellulare Vesikel und
elektronendichte Einschlusskorper zu erkennen. In den REM-Aufnahmen
erscheint die Oberflache der Bakterien uneben, was man durch die Ablésung der
aulReren Membran erklaren kann. Von der au3eren Membran gehen fadenartige
Strukturen ab. Ob es sich hierbei um Pili oder Membranbestandteile handelt, ist
nicht geklart. In anderen Versuchen konnten Pili bei der Adhé&renz von
N. meningitidis an Epitheloberflachen gezeigt werden. Die Pili gehen von der
aulReren Membran aus und spannen sich zwischen den Bakterien und zwischen
den Bakterien und der Epitheloberflache auf [48]. Einige der beschriebenen
Veranderungen sind sowohl nach der Behandlung von N. meningitidis mit
Sphingolipiden und Sphingobasen als auch nach Behandlung mit Triton-X-100
zu erkennen. In den REM-Aufnahmen ist jedoch keine netzartige Struktur
zwischen den Bakterien sichtbar. Dieser unterschiedliche Effekt lasst vermuten,
dass sich der Wirkmechanismus der getesteten Substanzen unterscheidet. Bibel
et al. beschrieb auch, dass der antibakterielle Effekt von Sphinganin gegentuber
S. aureus nicht auf der Wirkung als Detergens beruht [158]. Triton-X-100 sorgt
jedoch nicht nur fur die Permeabilisierung von Zellmembran, sondern hat noch
weitere Effekte. Es wurde festgestellt, dass bei Verwendung von Triton-X-100
und anderen Detergenzien, Membranbereiche mit einem hohen Anteil an
Sphingolipiden und Cholesterol unléslich bleiben [191]. Diese Bereiche werden
als ,detergent resistance membranes®“ (DRM) bezeichnet und sind trotz ahnlicher
Zusammensetzung nicht mit ,lipid rafts“ gleichzusetzen [192]. Triton-X-100 fuhrt
in Membranen zu einer Trennung von fliissig-geordneten (liquid-ordered, lo) und
flissig-ungeordneten (liquid-disordered, |d) Membrandomanen. Die |[d-Domanen
kénnen durch Triton gelést werden, wahrend die lo-Domanen zurtickbleiben
[193]. Die in den TEM-Aufnahmen sichtbaren elektronendichteren Bereiche
kénnten auch die nicht auflosbaren lo-Doméanen darstellen. Um den genauen
Einfluss von Triton-X-100 auf die Membran von N. meningitidis nachzuweisen

bedarf es weiterer Versuche.
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Die antibakterielle Wirkung des w-azido-Sphingosin gegeniuber E. coli und
S. aureus ist in den TEM-Bildern deutlich zu erkennen.

Die Zellmembran von S. aureus ist haufig nicht mehr intakt und es kam zu einem
Ausfluss des Zytosols aus der Zelle. Dies konnte auch bei anderen Versuchen
gezeigt werden, in denen S. aureus mit Sphinganin und anderen Sphingobasen
behandelt wurde [158, 163]. Intrazellular ist eine uneinheitliche Elektronendichte
des Zytosols zu erkennen, was auf eine Aggregation oder Ausflockung von
intrazellularen Bestandteilen hindeutet und auch schon bei der Behandlung von
N. meningitidis beobachtet wurde. Dies konnte auch im Zytosol von behandelten
E. coli beobachtet werden und wurde auch schon in anderen Versuchen
beschrieben [163]. Zusatzlich sind bei E.coli unterschiedlich grof3e
elektronendichte Einschlusskorper im Zytosol zu sehen.

Die aul3ere Zellmembran der E. coli scheint bei den meisten Bakterien intakt zu
sein. Es kommt jedoch zu einer Ablésung der auf3eren Membran von der inneren
Membran, die grof3e Ausstilpungen bildet. Die innere Membran ist oft nicht mehr
intakt und so gelangt das Zytosol in den erweiterten periplasmatischen Raum.
Diese Ablésung der auReren Membran von der inneren Membran wurde auch
schon bei H. pylori nach Behandlung mit antibakteriellen Fettsauren beschrieben
[189]. In anderen Versuchen waren jedoch keine morphologischen
Veranderungen der E. coli Membran nach Behandlung mit Sphingobasen zu
erkennen [163].

Das w-azido-Cs-Ceramid zeigt gegeniber dem Gram-negativen E. coli und dem
Gram-positiven S. aureus keine antibakterielle Wirkung. Die Aufnahmen der
Bakterien zeigen keine morphologische Veradnderung, was die Ergebnisse der
MHK-Untersuchungen unterstitzt. In vorangegangenen Untersuchungen in
unserem Labor konnte gezeigt werden, dass sowohl kurzkettige Ce-Ceramide als
auch langkettige Cis-Ceramide keinen wachstumshemmenden Effekt gegentber

E. coliund S. aureus haben [162].
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4.3.2 Lokalisation der Lipide nach Aufnahme von N. meningitidis

Die deutlichen morphologischen Veranderungen zeigen jedoch nicht, wo das
Sphingolipid nach der Aufnahme in N. meningitidis lokalisiert ist. Diese
Information wuirde jedoch helfen, den genauen Wirkmechanismus der
Sphingolipide genauer zu verstehen. Hierfur wurden korrelative Licht- und
Elektronenmikroskopie Aufnahmen angefertigt. Die zuerst aufgenommenen
Fluoreszenzbilder wurden mit den spater aufgenommenen
rasterelekronenmikroskopischen Bildern am Computer Uberlagert, um den
genauen Ort der Inkorporation der markierten Molekile beurteilen zu kénnen
[179]. Durch das azido-funktionalisierte Sphingosin und das azido-
funktionalisierte Ces-Ceramid ist ein Anfarben der Lipide mit einem ,click®-
Farbstoff durch eine Azid-Alkin-Cycloaddition moéglich [175].

Bei den niedrigen Konzentrationen sieht man sowohl beim Ceramid also auch
beim Sphingosin eine Anreicherung in den Membranausstilpungen. Das
Ceramid scheint jedoch nicht nur in den Bereichen der Membranausstilpung
morphologisch verénderter Bakterien, sondern auch bei morphologisch
unauffalligen Bakterien in der gesamten Membran verteilt zu sein. Diese
Beobachtung unterstitzt die Hypothese, dass die antibakterielle Wirkung durch
die Interaktion der Sphingolipide mit der bakteriellen Membran entsteht.

Bei hoherer Konzentration des azido-funktionalisierten Sphingosins und des
azido-funktionalisierten Ces-Ceramids kommt es zu einer Akkumulation im
Zytosol. Es ist zu klaren, ob die Sphingolipide bei hdheren Konzentrationen fahig
sind, die bakterielle Membran zu Uberwinden, oder ob dies erst durch die
vorangegangene Zerstérung der Membran mdglich ist. Da in den TEM- und REM-
Bildern bei diesen Konzentrationen hauptsachlich lysierte Bakterien zu sehen
sind, ist die nachtragliche Akkumulation im Zytosol wahrscheinlich.
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4.4  Click-CLEM

Um die genaue Lokalisation des w-azido-Sphingosins und des w-azido-Ce-
Ceramids in N. meningitidis mikroskopisch zu analysieren haben wir die Click-
Chemie mit der korrelativen Licht- und Elektronenmikroskopie (correlative light
and electron microscopy, CLEM) kombiniert. Hierfur galt es ein neues Protokoll
zu etablieren.

Die CLEM ermdglicht es, fluoreszenzmarkierte Molekle in ihrer ultrastrukturellen
Umgebung darzustellen. Hierbei werden die Proben zuerst mit einem
superauflosendem Lichtmikroskop begutachtet und anschlieRend die
Ultrastruktur mit einem Rasterelektronenmikroskop analysiert.

Bei der Vorbereitung der Proben haben wir uns an dem Protokoll von Markert et
al. orientiert [179]. Im Gegensatz zu der haufig verwendeten klassischen
Immunofarbung Uber Antikdérper nutzen wir jedoch die Click-Chemie zum
Anfarben des w-azido-Sphingosins und des w-azido-Cs-Ceramids. Click-Chemie
ist ein relativ neues Verfahren, dass seit seiner Einfuhrung im Jahr 2001 in vielen
naturwissenschaftlichen Bereichen Anwendung findet [194]. Es wird z. B. fUr die
Fluoreszenzmarkierung modifizierter Moleklle in Zellen, Geweben oder
gesamten Organismen verwendet [195]. Die durch Ringspannung induzierte
Azid-Alkin-Cycloaddition ermdglicht es, die funktionalisierten Lipide in lebenden
N. meningitidis mit DBCO-Alexa 488 anzufarben. Auch lebende Jurkat T Zellen
konnten nach Aufnahme von w-azido-Cs-Ceramids durch dieselbe Reaktion
angefarbt werden [184].

Bei der klassischen Immunofarbung mit Antikdrpern kommt es durch die Grofie
der Antikdrper zu einem Abstand von 10 — 15 nm zwischen dem Fluorophor und
dem markierten Molekil. Durch die immer héhere Auflosung stellt diese Grélie
einen limitierenden Faktor in der hochauflésenden Mikroskopie dar [196]. Durch
die Anwendung von strukturierter Beleuchtung (,Structured lllumination
Microscopy®, SIM) kommt es gegenulber klassischen Lichtmikroskopen zu einer
Verdopplung des Auflosungsvermogens [197]. Organische Fluorophore die
durch Click-Chemie direkt an ein Molekil binden, sind mit einer Grof3e von ca.
1 nm deutlich kleiner [198].
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Bei der Markierung mittels Click-Chemie kommt es zu einer kovalenten Bindung
zwischen dem markierten Molekul und dem clickbaren Farbstoff [199]. Dies sorgt
fur eine hohe Spezifitdt und erlaubt eine quantitative Auswertung, da ein
funktionelles Lipid mit nur einem Fluorophor kovalent markiert ist. In mehreren
Versuchen wurde die Click-Chemie schon zur Markierung von verschiendenen
Molekilen und anschlielender Analyse mit hochauflosenden Mikroskopen
(dSTORM, ,direct stochastic optical reconstruction microscopy“) verwendet [182,
195, 196, 199].

Mittels Click-Reaktion kann theoretisch sowohl auf den Schnitten als auch in
lebenden Bakterien vor dem Einbetten angefarbt werden. Das Anfarben lebender
Bakterien mittels Click-Chemie kann Probleme vermeiden, die bei der Anfarbung
von Ultradinnschnitten mit Antikdrpern auftreten kdnnen. Fixation, Entwéssern
und die hohen Temperaturen beim Prozessieren der Proben verandern die
Epitope dahingehend, dass Antikdrper oft nicht mehr binden kénnen. Aufgrund
der geringen Schichtstarke in Ultradinnschnitten sind Antigene aufRerdem
weniger haufig auffindbar. All dies fuhrt zu einer geringeren Anfarbung
interessanter Bereiche [200].

Um lebende Bakterien anzufarben, muss der clickbare Farbstoff jedoch das
Prozessieren der Proben Uberstehen. Hierfir sind Rhodamin Derivate wie z. B.
Alexa 488 besonders gut geeignet (Rucksprache mit Prof. C. Stigloher, Abteilung
Elektronenmikroskopie, Biozentrum, Univeristdt Wdirzburg). In  einer
vorangegangenen Arbeit von Dr. Lena Collenburg (Arbeitskreis Prof. S.
Schneider-Schaulies, Institut fir Virologie und Immunbiologie, Universitét
Wirzburg) konnte aufl3erdem gezeigt werden, dass sich DIBO 488 gut fur das
Anfarben von funktionalisierten Ceramiden nach Aufnahme in Jukat T Zellen
eignet, da es keine lebenden Zellen unspezifisch anfarbt [184]. Aus diesen
Griunden entschieden wir uns flr die Verwendung von DBCO-Alexa Fluor 488 flr
das Anfarben des funktionalisierten Sphingosins und Ces-Ceramids. Ob das
Farben von w-azido-Sphingosin und w-azido-Cs-Ceramid durch Click-Chemie
auf prozessierten Schnitten ebenso erfolgreich ist, gilt es noch zu testen.

Die fur das Korrelieren wichtige Anfarbung eines spezifischen Zellorganells

erfolgt auf den fertig prozessierten Schnitten. Da die DNA bei Bakterien frei im
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Zytoplasma schwimmt kann sie gut mit Methylgriin angefarbt werden. Im
Fluoreszenzbild scheint deshalb das ganze Bakterium angefarbt und kann gut
mit dem rasterelektronenmikroskopischen Bild Uberlagert werden. Trotz der
genauen Markierung der Lipide mit einem Fluorophor mittels Click-Chemie und
der Uberlagerung mit rasterelektronenmikroskopischen Bildern ist nicht genau zu
erkennen, ob die Lipide in die innere oder auf3ere Membran aufgenommen
wurden. Hierfir missen weitere Untersuchungen erfolgen. Eine Moéglichkeit die
genaue Lokalisation der Lipide zu analysieren ware die Verwendung
hochauflosenderer  Mikroskope oder die relativ neu entwickelte
Expansionsmikroskopie  [201]. Neben den Lipiden missten auch
membranspezifische Proteine der inneren oder &uf3eren Membran mit einem
Fluorophor markiert werden um eine réaumliche Orientierung zu bekommen.
Ebenso wére nach Behandlung von Bakterien mit Lipiden eine Separation von
innerer und auRerer Membran und eine anschlieRende massenspektroskopische

Analyse der angereicherten Lipide mdglich.
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45 Ausblick

Mit dieser Arbeit konnten erste Einblicke in den Wirkungsmechanismus von
antibakteriell wirkenden Sphingolipiden am Beispiel von Sphingosin und Cs-
Ceramid gewonnen werden. Dank des funktionellen w-azido-Sphingosins und w-
azido-Ce-Ceramids konnten deren Aufnahme durch N. meningitidis und der Ort
der Inkorporation mikroskopisch genauer analysiert werden.

Jedoch sind weitere Untersuchungen notwendig, um den Wirkungsmechanismus
genauer zu verstehen. Es gilt zu klaren, ob die Sphingolipide in die innere oder
in die auRere Membran der Gram-negativen Meningokokken aufgenommen
werden und wie es bei héherer Konzentration zur beobachteten Akkumulation
der Sphingolipide im Zytosol kommt. Eine Seperation von innerer und aul3erer
Membran nach Behandlung von N. meningitidis mit Sphingosin und Ces-Ceramid
und anschlielende massenspektrometrische Analyse konnte genauere
Information bringen, in welche Membran die Lipide aufgenommen werden. Eine
solche Analyse wurde nun in unserem Labor in Kooperation mit Dr. Fabian
Schumacher (AG Kleuser, Universitat Postdam) durch Simon Peters (AG
Schubert-Unkmeir) durchgefihrt. Die ersten Ergebnisse unterstiitzen unsere

Vermutung, dass die Lipide in die aul3ere Membran aufgenommen werden.

Auf Grund der steigenden Anzahl antibiotikaresistenter Bakterien ist die Suche
nach neuen antibakteriellen Substanzen wichtiger geworden. Auch wenn die
untersuchten N. meningitidis bislang wenige Resistenzen zeigen, weisen die
artverwandten N. gonorrhoeae viele Resistenzen auf. Die gewonnenen
Informationen Uber den Wirkmechanismus von Sphingolipiden gegeniber
N. meningitidis koénnen eventuell auch flir neue Therapieansitze gegen
resistente N. gonorrhoeae verwendet werden.

Die in dieser Doktorarbeit untersuchten Substanzen kdnnten nach weiteren
Untersuchungen auch fir die Anwendung am Patienten geeignet sein. Vorallem
das w-azido-Ces-Ceramids konnte wegen der spezifischen Wirkung gegen

N. meningitidis geeignet sein.
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5 Zusammenfassung

Die steigenden Antibiotikaresistenzen vieler Erreger stellen die Medizin und die
Forschung vor vollig neue Herausforderungen und fordern die Suche nach
anderen antibakteriell wirkenden Substanzen. Neben antibakteriellen Fettsduren
ist auch die antibakterielle Wirkung von Sphingobasen in den Fokus gerickt.
Neben ihrer Funktion als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr von Haut
und Schleimhéauten, wurde ihre antibakterielle Wirkung inzwischen gegenuber
einer Vielzahl von Pathogenen gezeigt, wobei der genaue Wirkmechanismus
nach wie vor nicht geklart ist.

N. meningitidis ist ein Gram-negatives, bekapseltes und humanspezifisches
Bakterium, welches asymptomatisch den oberen Nasenrachenraum des
Menschen besiedelt. In bestimmten Fallen kénnen sie die Epithelbarriere tber-
winden und lebensbedrohliche Krankheiten wie eine Sepsis oder Meningitis aus-
l6sen. Auf Grund der hohen Letalitat und dem Potential Epidemien auszulésen
sind N. meningitidis ernst zu nehmende Erreger. Jahrlich erkranken bis zu
1.2 Millionen Menschen, wobei vor allem Kleinkinder eine Risikogruppe
darstellen.

In dieser Arbeit wurde der Wirkmechanismus von antibakteriell wirkendem azido-
funktionalisiertem Sphingosin und Cs-Ceramid gegeniber N. meningitidis unter-
sucht. Um den antibakteriellen Effekt zu zeigen wurden zuerst Wachstumskurven
erstellt und die MHK und MBK bestimmt. AnschlieRend konnte mit Hilfe von
Rasterelektronenmikroskopischen- und Transmissionselektronen-
mikroskopischen-Bildern die morphologischen Veranderungen von
N. meningitidis gezeigt werden. Hierbei zeigten sich vor allem Effekte auf die
aulRere Membran, wie deren Ablésung von der inneren Membran oder deren
Ruptur. Durch Fluoreszenz-Markierung des w-azido-Sphingosins und des w-
azido-Ce-Ceramids und die korrelative Licht- und Elektronenmikroskopie (CLEM)
konnte die Aufnahme und Lokalisation in N. meningitidis genauer beurteilt
werden. Die untersuchten Substanzen werden von den Meningokokken
aufgenommen und sind bei niedrigen Konzentrationen vorallem in der
Zellmembran lokalisiert, wobei sie sich bei hoheren Konzentrationen im Zytosol
anreichern. Diese Arbeit gibt einen ersten Einblick in den Wirkmechanismus von
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Sphingobasen und Sphingolipiden, den es aber noch in weiteren

Untersuchungen genauer aufzuklaren gilt.
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