INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung der Doktorwiirde (Dr. rer. nat.)
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen
Gesamtfakultat
der
Ruprecht-Karls-Universitat
Heidelberg

vorgelegt von
Andreas Robert von Gundlach
geb. Buck aus Lorrach
Tag der miindlichen Priifung
19.Juni 2015






Untersuchung antibiotischer
Wirkmechanismen mit

Rontgenkleinwinkelstreuung

Gutachter:
Prof. Dr. Axel Rosenhahn
Prof. Dr. Rainer Dahint






KURZFASSUNG

KURZFASSUNG

Die weltweit steigende Zahl der Infektionen durch multiresistente Krankheitserreger ist eine
bedeutende Herausforderung fiir unser modernes Gesundheitssystem. Zu ihrer effektiven
Bekampfung werden Antibiotika mit neuen Wirkmechanismen benétigt. Im Entwicklungsprozess
eines neuen Antibiotikums kdnnen zwar viele antimikrobielle Substanzen erzeugt werden, die
Identifikation neuer Wirkmotive stellt jedoch eine zeit- und kostenintensive Hiirde dar. In dieser
Arbeit wird die Anwendung von Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) mit Synchrotronstrahlung als
Hochdurchsatzverfahren zur Klassifizierung antibiotischer Wirkmechanismen prasentiert. Hierzu
wurden Escherichia coli mit einem Satz klinisch relevanter Antibiotika und mit einem kurzen
kationischen Peptid mit unbekanntem Wirkmechanismus behandelt, und mit SAXS untersucht.
Mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse konnten die Antibiotika anhand ihrer morphologischen
Anderungen klassifiziert werden. Die hierfiir relevanten Zellstrukturen konnten durch Korrelation
mit Transmissionselektronenmikroskopie und zonenplattenbasierter Rontgenmikroskopie (TXM)
identifiziert werden. Ein einfaches Modell erlaubte es, aus Kleinwinkelstreukurven ganzer E. coli den
Volumenanteil und die Anzahl wichtiger Zellkomponenten (DNS und Ribosomen) zu extrahieren. In
der Rontgenstreukammer HORST wurde kryo-SAXS im weichen Rontgenbereich etabliert, um
kryogene biologische Proben, zusammen mit der existierenden kryo-TXM Einheit, korrelativ in Real-

und Fourierraum zu untersuchen.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Multi-drug resistant pathogens are currently undermining our health care system worldwide and
novel antimicrobial drugs with new modes of action are urgently needed. During drug development,
large sets of antibiotic substances may be created but it is a costly and time consuming challenge to
identify the new action motifs. This thesis explores the use of small angle X-ray scattering (SAXS) as
a high-throughput approach to classify antibiotic modes of action. Escherichia coli were treated with
a set of clinically relevant antibiotics and a short cationic peptide with currently unknown mode of
action and investigated with SAXS. The observed morphological alterations were classified using a
principle component analysis. A correlation with transmission electron microscopy and zoneplate
based X-ray microscopy (TXM) allowed to identify the relevant cellular structures. A simplified model
allowed to extract, the number and the occupied volume of relevant cellular structures (DNA and
ribosomes) from the scattering curve of whole E. coli cells. In the scattering chamber HORST soft X-
ray cryo-SAXS was established to study vitrified biological samples in tandem with the existing

cryo-TXM unit.
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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Entdeckung des Penicillins' durch Alexander Fleming im Jahre 1928 hat die Welt nachhaltig
verandert und lautete das antibiotische Zeitalter ein. Durch die Entdeckung und Entwicklung weiterer
Antibiotika wurden im Verlauf des letzten Jahrhunderts Infektionskrankheiten weitgehend ausgerottet.
Diese Entwicklung wird durch zunehmende antibiotische Resistenzen vieler Krankheitserreger
bedroht.>® So ist diese Anpassung vor allem in Entwicklungslandern spirbar und fiihrt zu einer
zunehmenden Verbreitung resistenter Krankheitserreger wie beispielsweise multiresistenter
Tuberkulose.** In Industrienationen wie Deutschland sind vor allem der methillinresistente
Staphylococcus aureus (MRSA), sowie multirestistente Gram-negative Stdbchen (MRGN) und
Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) im klinischen Umfeld verbreitet und stellen ein Problem bei
der Behandlung multimorbider Patienten dar. Die Langzeitperspektive wird durch das Fehlen neuer
antibiotischer Substanzen verschlimmert. So wurden bei der amerikanischen Gesundheitsbehorde
(FDA) zwischen 2008 und 2012 nur zwei neue Antibiotika angemeldet.® Viele der aktuell eingesetzten
Antibiotika beruhen auf Substanzklassen, die seit den 1960er Jahren bekannt sind.” Trotz vielfaltiger
Bemihungen von universitarer Forschung und der pharmazeutischen Industrie sind neue
Wirkmechanismen schwierig zu finden. In der Medikamentenentwicklung kommen vielfach
Hochdurchsatzverfahren®® zum Einsatz, die es ermdglichen, groBe chemische Substanzbibliotheken
herzustellen und auf antibiotische Wirksamkeit zu testen. Nach der Entdeckung einer neuen
antibiotisch wirksamen Substanz folgt die aufwdndige Analyse, ob dieser wirklich ein neuer, bislang
unbekannter Wirkmechanismus zugrunde liegt. Daflir werden vor allem Genexpressionsanalysen' und
Tests mit resistenten Bakterienstammen'' verwendet. Daneben gibt es eine Vielzahl an biochemischen

Methoden wie Fluoreszenzmikroskopie'? und Phagen-Assays'® oder die Analyse von Metaboliten'.

Die Wirkung eines Antibiotikums ruft in vielen Fillen eine Anderung in der Bakterienmorphologie
hervor. Die bevorzugte Methode zur Untersuchung dieser Phdanomene sind Raster- und
Transmissionselektronenmikroskopie' (REM und TEM) sowie hochauflésende
Fluoreszenzmikroskopie'®". Alle drei Methoden liefern Bilder einzelner Bakterien; fiir die verlassliche
Interpretation der Resultate muss allerdings eine ausreichend groBe Zahl an Bakterien untersucht
werden. Mit TEM erhdlt man Aufnahmen vom Bakterieninneren in hochster Auflésung im
Nanometerbereich, allerdings ist die Probenvorbereitung arbeitsintensiv und erfordert Fixierung,
Einbetten und Schneiden von Ultradiinnschnitten.’”® Dies verhindert den Einsatz von TEM als
Hochdurchsatzverfahren, da die Aufnahme und Analyse einer ausreichend groBen Anzahl von

Bakterien fiir jede Substanz zu arbeits- und kostenintensiv ist.

Réntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) ist eine Methode zur Strukturuntersuchung, mit der Unterschiede
in der Elektronendichte auf einer Skala von einem bis wenigen hundert Nanometern nachgewiesen
werden konnen. SAXS liefert keine Bilder, sondern Uber ein groBes Objektensemble gemittelte
Streuinformation im Fourierraum. Daher erhdlt man Informationen tiber die Nanostruktur der Probe mit
guter Statistik. Die wichtigste Anwendung von SAXS ist die Strukturbestimmung'®®* und

Funktionsanalyse?'  hydratisierter ~Proteine. Weitere Beispielanwendungen umfassen die
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Charakterisierung von vernetzten Kohlenstoffnanorohren?, der Orientierung von Mikrofibrillen in
humanem Knochengewebe?, der Morphologie von Melanosomen?*, humaner Brustkrebszellen®-*” und
der Mikrostruktur von Sprengstoffen®. In den letzten Jahren wurden viele SAXS-Apparaturen an
Synchrotronstrahlungsquellen weltweit fir Hochdurchsatzverfahren optimiert. Meist dauern

Messungen wenige Sekunden und der Probenwechsel findet in unter einer Minute statt.

Diese Arbeit beschreibt die erstmalige Anwendung von SAXS als Hochdurchsatzverfahren zur
Untersuchung antibiotischer Wirkmechanismen. Aus der Streukurve kdnnen zusatzlich Informationen
Uber die strukturelle Zusammensetzung von E. coli-Bakterien extrahiert werden. Durch Korrelation mit
zonenplattenbasierter Rontgenmikroskopie (TXM) als bildgebendes Verfahren mit dem gleichen
Kontrastmechanismus und TEM als Verfahren mit bester Auflosung konnten die fiir Streuung

relevanten Strukturen identifiziert werden.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick tber die fiir diese Arbeit relevanten theoretischen
Grundlagen. Zu Beginn werden die verwendeten antibiotischen Wirkmechanismen diskutiert,
dann Escherichia coli als Probensystem und im Anschluss die Untersuchungsmethoden
Transmissionselektronenmikroskopie,  zonenplattenbasierte  Rontgenmikroskopie  und

Rontgenkleinwinkelstreuung.

2.1 Antibiotische Wirkmechanismen

Seit der Entdeckung des Penicillins durch Sir Alexander Fleming in Jahre 1929 wurden viele
antibakterielle Wirkstoffe entdeckt und entwickelt. Diese waren sowohl abgewandelte
Naturstoffe als auch synthetische Produkte. Das Ziel eines Antibiotikums ist entweder der Tod
der Bakterien (bakterizide Wirkung) oder die Inhibierung ihres Wachstums (bakteriostatische
Wirkung). Dies geschieht meist durch Stérung essentieller biochemische Prozesse in der
Bakterie.*® Die flr aktuelle klinisch eingesetzte Antibiotika relevanten Zellprozesse sind in
Abbildung 1 gezeigt. Diese Prozesse werden im Folgenden im Kontext der entsprechenden

Wirkmechanismen diskutiert.

h RNS-Synthese Zellwandsynthese
[I)JNNSS‘;S(‘:mt ese (RNS-Polymerase) Penicillin
( yrase) Rifampicin Cephalosporin

Ciprofloxacin

Carbapenem
\ \ Monobactam

PABA N * .
Folséiure ¥ DNS — RNS—= Proteine
olséiure
DHF
Synthese i @
f THE beosom \
7 ~
Folsdaure Metabolismus Proteinsynthese
Trimethoprim Proteinsynthese (50S Untereinheit)
Sulfonamide Integritit der Zellmembran (305 Untereinheit) Chloramphenicol
Polymyxin B Tetracyclin Macrolide
Streptimycin Linezolid
Aminogylcoside Erythromycin

Abbildung 1: Ubersicht iiber die wichtigsten Ziele klinisch verwendeter Antibiotika. Die
Mechanismen werden zusammen mit den Antibiotika in den folgenden Abschnitten diskutiert.
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ZELLWANDSYNTHESE

Die bakterielle Zellwand dient der Aufrechterhaltung der Zellgeometrie und erlaubt gleichzeitig
kontrollierte Transportvorgdange in die Zelle hinein und aus ihr heraus. Bei gram-negativen
Bakterien besteht die Zellwand aus einer duBeren und inneren Schicht von Lipopolysaccariden
und dem dazwischenliegenden periplasmatischen Raum. In diesem Raum befindet sich die

etwa 4 nm dicke Peptidoglycanschicht.

—~_[ MurNAc H GlcNAc Jj

~_[ GleNAc ]—{ MurNAs]:

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Peptidoglycanschicht in E. coli. *'
MurNAc = N-Acetylmuraminsaure; GIcNAc = N-Acetylglucosamin; DAP = Diaminopimelinsaure

n

Die Synthese der Peptidoglycanschicht wird durch B-Lactam-Antibiotika unterbunden. Hierbei
bindet der B-Lactam-Ring irreversibel an die bakterielle Transpeptidase-Emzym, sodass die
Quervernetzung der in Abbildung 2 gezeigten Mureinsaureketten nicht mehr maoglich ist.
Penicillin  war der erste Vertreter dieser Gruppe von Antibiotika. Nachfolgende
Weiterentwicklungen enthalten ebenfalls den charakteristischen [3-Lactam-Ring. Als Beispiele
fir B-Lactame wurden im Rahmen dieser Arbeit Ampicillin, und Piperacillin als derzeit klinisch

eingesetzte Breitspektrum-Antibiotika untersucht.

NH B}
“HuH AN MR
g N ¢ S CH HzN\(/ / |
H 3 / NH S N o
0 N CHs s 5 L—[ @ {\ =
(0] H N~ N N~
o/ oH 0 J ©
0 o O NuH
fﬁ%ﬁ‘k NoH
K.:—:—" I:-:i" -5 CHy
M-’ TCHy

=0
"

Abbildung 3: Strukturformeln der B-Lactam-Antibiotika von links nach rechts: Ampicillin, Cefepime und
Piperacillin.



2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

DNS-REPLIKATION

Eine elementare Funktion der Zelle ist die Vervielfdltigung der in der Desoxyribonukleinsaure
(DNS) gespeicherten Erbinformation. Dabei missen die verdrillt vorliegenden DNS-
Doppelhelices entspannt und abgelesen werden. Die Aufgabe der Entspannung der DNS wird
von den Topoisomeraseenzymen - auch Gyrasen genannt — libernommen. Das Antibiotikum
Ciprofloxacin hemmt Topoisomerasen Il und IV und verhindert so das Ablesen der
Erbinformation. Zur Vorbereitung der Zellteilung dupliziert die Bakterie alle Zellbestandteile. Im
Zuge einer Ciprofloxacinbehandlung kann die DNS nicht dupliziert werden, und daher die
Zellteilung kann nicht abschlieBend durchgefiihrt werden. In der Konsequenz entstehen
Uberlange Bakterienzellen. Ciprofloxacin wirkt nur auf Bakterien in der Wachstumsphase, da nur
hier eine Replikation der Erbinformation stattfindet. Ciprofloxacin wirkt vor allem auf
gram-negative Bakterien und findet z.B bei Infektionen des Urogenitaltrakts klinische

Anwendung

Abbildung 4: Strukturformel von Ciprofloxacin (links) und Rifampicin (rechts).

INHIBIERUNG DER RNS-SYNTHESE

Die Aufgabe der RNS ist die Umsetzung der in der DNS gespeicherten Erbinformationen in
Proteine (mMRNS), als katalytische Bestandteile des Ribosoms (rRNS) und als Transporter der
Proteinbausteine (tRNS). Die DNS-abhdngige RNS-Polymerase libersetzt die Information der

DNS in RNS, dieser Prozess wird als Transkription bezeichnet.

Rifampicin inhibiert RNS-Polymerase durch eine Bindung in der Nahe des katalytisch aktiven
Zentrums. Hierbei wird die Bildung einer Phosphodiesterbindung, die Verkniipfung von zwei
RNS-Molekilen durch sterische Wechselwirkung unterbunden.?? Die Transkription kommt zum
Erliegen und in der Konsequenz |6sen sich die Transkriptionsfoki der Ribosomsynthese auf, der
Nukleoid entspannt sich und expandiert.*® Die im Nukleoid als verdrillte Fasern vorliegende DNS
(80 nm und 30 nm) zerfallt nach der Zugabe von Rifampicin zu den elementaren 10 nm-Fasern,

bestehend aus DNS und Proteinen.?*

Heutzutage findet Rifampicin nur noch in der Tuberkulosetherapie klinische Anwendungen
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INHIBIERUNG DER PROTEINSYNTHESE

Eine zentrale Funktion der Zelle ist die Synthese neuer Proteine im Ribosom, genannt
Translation. Die Information der in der Transkription hergestellten mRNS wird abgelesen und
die entsprechenden Proteine synthetisiert. Das prokaryotische Ribosom besteht aus der
groBBeren 50S-Untereinheit und der kleineren 30S-Untereinheit, wobei sich das katalytisch
aktive Zentrum zwischen beiden Untereinheiten befindet. Die Translation ldsst sich in drei
verschiedene Schritte aufteilen (Abbildung 5):
1) Bindung einer passenden tRNS mit Aminosdure an die mRNS an der Akzeptor-Position
(A-Stelle in Abbildung 5).
2) Ausbildung einer Peptidbindung zur vorangehenden Aminosdaure an der
Peptidyl-Position (P-Stelle in Abbildung 5).
3) Verschiebung der mRNS und Bindung einer neuen tRNS
Am Ribosom greifen unterschiedliche Wirkstoffklassen an, die alle die Proteinsynthese

inhibieren.®

neu synthetisiertes Protein
Aminosauren

grofRe
Unter-
einheit

),

Untereinheit

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Translation in einer prokariotischen Zelle wie z.B.
E coli. Aus der in der mRNS enthaltenen Information wird eine Proteinkette synthetisiert. Hierzu
bindet eine tRNS mit passender Sequenz an die Akzeptorstelle (A-Stelle). Im nachsten Schritt
wird an der Peptidylstelle (P-Stelle) die Aminosdure der tRNS an die neu synthetisierte
Peptidkette angehangt. Im dritten und letzten Schritt verldsst die tRNS das Ribosom. Abbildung
von M.M., Creative Commons?.

Chloramphenicol

Chloramophenicol bindet an der 50S-Untereinheit des Ribosoms und bewirkt eine reversible
Konformationsanderung des Ribosoms. Die Konsequenz ist, dass die Ausbildung einer neuen
Peptidbindung zwischen zwei Aminosauren unterbunden wird und damit die Proteinsynthese
zum Erliegen kommt. Die Folge ist eine reversible Inhibierung der Proteinsynthese. Hierdurch
entfallt mit der Synthese von Membranproteinen durch die Kopplung von Translation und

Transkription auch die Assotiation des Nucleoids an die Zellwand.” Die fortgesetzte
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Transkription wirkt dann als kompaktierende Kraft. Morphologisch kollabiert der Nukleoid in
eine kompakte, elliptische Form in der Zellmitte.® Chloramphenicole wurden von neueren
antibiotischen  Substanzen abgelést und werden auf Grund des unglnstigen

Nebenwirkungsprofils nur noch als Reserveantibiotikum verwendet.

Tetracyclin

Der Proteinsynthese-Inhibitor Tetracyclin blockiert sterisch die Anlagerung neuer tRNS an die
Akzeptor-Position des Ribosoms.?* Dies ist aus Kristallstrukturen des Ribosoms mit Tetracyclin in
der Nadhe der Akzeptorposition bekannt.** Morphologisch kollabiert der Nukleoid in eine
kompakte, elliptische Form in der Zellmitte® Es wird vermutet, dass dies wie bei
Chloramphenicol eine Folge von angehaltener Translation und fortgesetzter Transkription ist.
Eine wichtige klinische Anwendung von Tetracyclin ist die Bekdmpfung von zellwandlosen

Bakterien die Infektionskrankheiten wie zum Beispiel Borreliose auslosen.

OH OH
Cl

o‘?ﬁl,@/tl\ﬁ%\(:
0]

- 0]

Abbildung 6: Strukturformeln von Tetracyclin (links) und Chloramphenicol (rechts)

Aminoglykoside

Aminoglycoside sind wie der Name sagt, aus einzelnen Aminoglukosemolekiilen aufgebaut.
Trotz dhnlicher struktureller Bausteine haben sie verschiedene Wirkmechanismen.*® Ein Grofteil
dieser Mechanismen hat das Ribosom zum Ziel.*' Im Rahmen dieser Arbeit wurden die

strukturell eng verwandten Aminoglycoside Kanamycin und Gentamycin untersucht.

OH OH
{ OH o CHs
HEI};-;H\-;% HG.-;.F-[—]—..:"—- __::EJH HSC HN HO HQN W

: H\'D HD\ r‘ MH: ch/ HOO 0 NHE
—MHs HoN \.\:ﬂ./N H;

O~ "0
M

z

Abbildung 7: Strukturformeln der Aminoglykoside Kanamycin (links) und Gentamycin (rechts).

Am Ribosom binden beide in der Nahe der Akzeptor-Position, an der die neue tRNS an das
passende Segment der mRNS (Codon) bindet. Die folgende Verzerrung der Ribosomstruktur
fuhrt zu einem Verlust der Selektivitdt bei der Bindung neuer tRNS. Die Folge ist, dass die neu
synthetisierten Proteine fehlerhafte Stellen aufweisen und ihre Funktion in der Zelle nicht

ausfiihren kénnen.*? Gleichzeitig kommt es auch zu einer Reduzierung der Syntheseraten. Ein
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wichtiges klinisches Anwendungsgebiet ist die Behandlung der Endokarditis (Entziindung der

Herzinnenhaut).

ZERSTORUNG DER ZELLWAND

HG
? €H,
o X

H\N\/\2;H H (o]

HN
HO,  _CH, o M NH
Hz 3 o :
HC N i
H H
NH, NH, 0
o cH, N
HO'

H;

Abbildung 8: Strukturformel des Lipopeptids Polymyxin B.

Polymyxin B ist ein zyklisches Polypeptid, das bei physiologischem pH als kationisches
Detergens vorliegt. Es destabilisiert die bakterielle Zellmembran durch Bindung an die negativ
geladenen Bereiche der Polysaccharidschicht mit dem positiv geladenen, zyklischen Teil des
Molekdils. Der Fettsaureanteil 16st sich im hydrophoben Teil der Zellmembran und fiihrt zu einer
Aufldsung der Membranintegritdt. Die Konsequenz ist der Verlust von Zellmaterial sowie das
Eindringen von Umgebungssubstanzen in die Zelle. Polymyxin sind neuro- und nephrotoxisch
und sind daher Reserveantibiotika auf die nur zur Bekdampfung multiresistenter Pseudomonas

aeruginosa und Enterobakterien verwendet werden.
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BEISPIEL FUR NEUE WIRKSTOFFE: KURZE, KATIONISCHE PEPTIDE

HaN.___NH

HaN o W N .’/ e N o \Nf' S L
YN LY YT T N
Y "‘-‘\.|_/ g b 2 h ‘]<::1f“\NH 2 e
|
1 /L_'_-./ /J
NH AT ~
N )
P e A7
HN~ "MH: -

Abbildung 9: Das als Beispiel fiir das kurze kationische Peptid (RLKRWWKEFL), als Vertreter einer
potenten neuen Substanzklasse.

Eine neue vielversprechende Substanzklasse mit einem neuen Wirkmechanismus sind kurze,
kationische Peptide. In bisherigen Arbeiten anderer Gruppen wurde ein System zur schnellen
Synthese und schnellem Test verschiedener Aminosauresequenzen entwickelt* und neue
potentiell interessante Kandidaten mit kiinstlicher Intelligenz vorhergesagt.** Erste Patente fir
vielversprechende Vertreter dieser Substanzklasse wurden bereits erteilt.** In dieser Arbeit
wurde das kurze kationische Peptid mit der Sequenz, RLKRWWKFL verwendet. Es gibt bislang
keine Erkenntnisse Uber den Wirkmechanismus dieses Peptids beziehungsweise der
Wirkstoffklasse, oder das Ziel in der bakteriellen Zelle.
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2.2 Escherichia coli als Modellsystem

Abbildung 10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Escherichia coli. Der
Skalierungsbalken hat eine Lange von 2 um. Abbildung von Rocky Mountain Laboratories,
Creative Commons.*

Escherichia coli ist ein stabchenférmiges Enterobakterium, das nach seinem Entdecker, dem
deutschen Kinderarzt Theodor Escherich benannt wurde. Es zdhlt zu den bestuntersuchten
Prokaryoten und ist ein Modellorganismus der biochemischen Forschung. Das vollstandige
Genom von E. coli wurde 1997 sequenziert.”” Die duBere Form ist zylindrisch, mit einem
Durchmesser von 0,5 um bis 1 pm und einer Lange von 2 um bis 4 um. Das innere der Zelle ist
anders als bei eukaryotischen Zellen nicht in verschiedene Kompartimente unterteilt. Wichtige
Bestandteile einer Bakterienzelle sind Proteine (etwa 2,5 Mio*, im Mittel ca. 3 nm Durchmesser)*
und Ribosomen (ca. 20 nm Durchmesser).*® Die Konzentration der Makromolekdile in der
bakteriellen Zelle wird hierbei auf 0,3 bis 0,5 g/ml geschatzt.' E. coli ist ein wichtiges Testsystem
fur Antibiotika gegen gram-negative Bakterien. Mechanistische Untersuchungen verwenden
haufig an E. coli als Modellsystem durchgefiihrt. Dies gilt auch fir die morphologische
Konsequenz von antibiotischer Behandlung, die in der Literatur mit kryo-TEM** und
Fluoreszenzmikroskopie'®'’?”  beschrieben wurden. Zudem wurden die wichtigsten

Untersuchungen zur Form des Nukleoids®** ebenfalls in E. coli durchgefiihrt.

DNS - PLASMA - DER NUKLEOID

Die Erbinformation wird in helixférmigen Desoxyribonukleinsauremolekulen (DNS) gespeichert.
Da die Gesamtlange der DNS ein Vielfaches der ZellgoBe ware, wird die DNS zu superhelikalen
Strukturen aufgewickelt und dabei kompaktiert. Der DNS-reiche Teil der Zelle wird als Nukleoid
bezeichnet und befindet sich im Zentrum der Zelle,>* entlang der Langsachse des Bakteriums
und nimmt weniger als Y4 des Zellvolumens ein.>® Bei sich in exponentiellem Wachstum

befindenden Bakterien ist der Nukleoid Uber die ganze Zelle verteilt.>* Der Nukleoid hat einen

10
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hierarchischen Aufbau. Die kleinste Einheit, eine von histondhnlichen Proteinen umgebene
DNS-Faser hat einen Durchmesser von 10 nm und wird mit RNS-Molekilen zu einer Faser mit
30 nm Durchmesser gefaltet. Diese Faser verdrillt sich zur gro3ten Einheit, einer Faser mit 80 nm
Durchmesser.”® Die Form des Nukleoids hangt von den Wachstumsbedingungen der Zelle ab

und wird auch durch eine Behandlung mit verschiedenen Antibiotika variiert.

In der exponentiellen Wachstumsphase ist der Nukleoid in der ganzen Zelle verteilt. Hierbei
befinden sich Genomsequenzen auf denen die Struktur der Ribosomen codiert ist in raumlicher
Nahe. Diese Zentren werden Transkriptionsfoki genannt. * In der stationdren Phase ist der
Nukleoid im Zentrum der Zelle lokalisiert."” Die DNS im Nukleoid kann angefarbt werden um die
Folgen eines Antibiotikums auf den Nukleoid zu verfolgen. Hierfir ist ein Beispiel aus der
Literatur'” in Abbildung 11 gezeigt. Die DNS-abhdngige RNS-Polymerase als
strukturbestimmendes Enzym wurde mit griinfluoreszierendem Protein (GFP) angefarbt. Die
DNS wurde mit dem Farbstoff DNS-DRQ5 angeférbt. Als Folge einer Antibiotikabehandlung mit
Chloramphenicol (Abbildung 11c) ist der Nukleoid im Zellkern kondensiert3® Eine
Rifampicinbehandlung fiihrt hingegen zur Verteilung in der ganzen Bakterienzelle (Abbildung
11b).®

Im aktuell bedeutendsten Modell zur Struktur des Nukleoids von lJin et al."” wird die
DNS-abhédngige RNS-Polymerase (RNAP) als strukturbestimmendes Enzym identifiziert.
Wahrend der Transkription wird nur ein kleiner Teil der gesamten Genomsequenz abgelesen,
die sich an verschiedenen Stellen des Ribosoms befinden. Viele der Transkriptionsvorgange
finden in raumlicher Ndhe zueinander statt. Da die DNS ein einzelnes, zusammenhangendes
Molekiil ist, erzeugt dies Spannung und verdrillt die DNS unabhdngig von den existierenden
superhelikalen Strukturen. Laut diesem Modell fiihrt die Hemmung der RNAP durch Rifampicin

daher zu Entspannung der Transkriptionsfoki und damit zu einer Expansion des Nukleoids.

Ein weiteres wichtiger vorgeschlagener Mechanismus ist die ,Transertion”’, der die Kopplung
von Transkription (Synthese der RNS aus DNS), Translation (Synthese der Proteine aus RNS) und
Transfektion (Transport von Proteinen aus der Zelle oder in die Membran) bezeichnet. Diese
Vorgange finden in raumlicher Nahe zueinander statt und assoziieren so Teile des Nukleoids mit

der Zellwand.

Eine Behandlung mit Chloramphenicol hemmt die Proteinsynthese und damit auch die
Transertion. Die nicht blockierte Transkriptionsaktivitat fihrt ohne diese expandierende Kraft zu
einer Kondensation des Nukleoids. Wenn im Anschluss an eine Chloramphenicolbehandlung
die Zelle mit Rifampicin behandelt wird und damit zusatzlich die Transkription gehemmt wird,
entspannt sich der kondensierte Nukleoid wieder.?’

Weitere vorgeschlagene Mechanismen sind die Kompaktierung des Nukleoids durch hohe
Molekildichten im Cytoplasma (Molecular Crowding) ***'*® und der durch die Histon-ahnlichen
Proteinen entlang der DNS gesteuerte Topomerase | Aktivitat.>*®° Die Topomerasen regulieren

die superhelikale Struktur der DNS und damit dann auch die Form des Nukleoids.

11
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Abbildung 11: Fluoreszenzaufnahmen von E. coli behandelt mit verschiedenen Antibiotika. Die
DNS abhangige RNS-Polymerase wurde mit einem griinfluoreszierenden Protein (GFP) markiert.
a) Unbehandelten E. coli in Luria-Medium (LB) in der exponentiellen Wachstumsphase. b) Mit
Rifampicin behandelte E. coli nach 30 min Inkubationszeit. ¢) Mit Chloramphenicol behandelte
E. coli nach 30 min Inkubationszeit. Die Bakterien wurden vor den Mikroskopieaufnahmen mit
Glutaraldehyd fixiert. Abbildung aus Jin et al., Chemical Reviews (2013), ACS Publishing Group."’
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2.3 Methoden zur Strukturanalyse von E. coli

Eine Antibiotikabehandlung verandert wie in den vorangegangenen Kapiteln beschrieben die
Morphologie von E. coli-Bakterien. Hier gibt es eine Vielzahl an Methoden um diese
Unterschiede sichtbar zu machen oder zu detektieren. Das omnipotente Verfahren, das zur
Losung aller Fragestellungen eingesetzt werden kann, wurde allerdings noch nicht gefunden.
Vielmehr gilt es Probleme durch eine effiziente Kombination der zur Verfligung stehenden

Mittel zu 16sen.

Das erste verfligbare bildgebende Verfahren war die Lichtmikroskopie. Hier ist die Auflésung
nach Abbe durch die Wellenldnge des Lichts limitiert auf ca. 200 nm. Die innere Struktur einer
Bakterie kann hiermit nur bedingt wiedergegeben werden. In einem modernen Verfahren, der
Fluoreszenzmikroskopie, der photoaktivierten Lokalisationsmikroskopie (PALM, STORM und
STED), werden einzelne Fluoreszenzmarker in der Probe selektiv aktiviert, um ein Uberlappen
zweier Marker zu vermeiden.®'5? Hiermit ist eine Auflosung im Nanometerbereich moglich, die
Visualisierbarkeit beschrankt sich jedoch auf fluoreszenzmarkierte Strukturen in der Zelle.5*%* So
kann der strukturelle Aufbau basierend auf der natirlichen Elektronendichte nicht dargestellt

werden.

Rontgenstrahlen oder Elektronen haben eine kiirzere Wellenlange und ermdglichen den
strukturellen Aufbau einer E. coli Bakterie mit hoher Auflosung darzustellen. Beachtet werden
muss hierbei allerdings, dass die héhere Energie von Rontgenphotonen oder Elektronen eine
Strukturveranderung in der Probe hervorrufen kann.%>% Diese Strahlenschaden waren eine
wichtige Motivation fur die Entwicklung von Probenvorbereitung bei tiefkalten Temperaturen.
Hier spricht man von einer kryogenen Probenumgebung, die Strahlenschaden effektiv
verzogert.”’ So sind beispielsweise Carbonylbindungen besonders von Strahlenschaden
betroffen. Hier zeigt sich, dass der Bruch der Carbonylbindung zwar temperaturunabhdngig

stattfindet, der Verlust von Sauerstoffmolekiilen jedoch stark temperaturabhangig ist.®®

Die wahrend einer Messung in der Probe deponierte Strahlendosis limitiert die erreichbare
Auflésung. Abbildung 12 zeigt den empirischen Zusammenhang von Auflésung und maximal

tolerierbarer Strahlendosis.®®

Mit Elektronenmikroskopie kann an kryogenen biologischen Proben eine Auflésung im
Nanometerbereich erreicht werden. Flr Transmissionselektronenmikroskopie wurde auch die
Einbettung von vollstdndig hydratisierten Proben in eine tiefkalte amorphe Eismatrix
entwickelt. Um eine Kristallisation des Wassers zu verhindern mussen die Kiihlraten mindestens
10* K s betragen.”®”! Diese Form der Probenpraparation erméglicht es biologische Proben in
ihrer naturlichen Umgebung zu abzubilden und den nativen Kontrast der Unterschiede in der
Elektronendichte zu untersuchen. Die geringe Eindringtiefe der Elektronen erfordert es, die die

interne Struktur biologischer Proben an Diinnschnitten mit etwa 100 nm Dicke zu untersuchen.

Um ganze E. coli-Bakterien zu untersuchen benétigt man die hohere Eindringtiefe von

Rontgenstrahlung. Rontgenmikroskopie ist Mikroskopie mit Rontgenstrahlung. Hier wird
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mithilfe diffraktiver Optiken eine Abbildung der Probe erzeugt. Aus tomographischer
Aufnahmen entsteht so ein dreidimensionaler Uberblick iber die interne Struktur.”>”> Nach dem
fur bildgebende Verfahren glltigen Rose-Kriterium® gibt es fiir zum Erreichen jeder Auflésung
eine notwendige Strahlendosis. Fiir Rontgenmikroskopie mit weichen Rontgenstrahlen liegt

diese Auflésungsgrenze bei 10 nm (Abbildung 12).

Neben bildgebender Mikroskopie lassen sich Strukturinformation auch mithilfe von
Streuverfahren gewinnen. Das wichtigste Beispiel ist die Kristallographie. Hier wird
Strukturinformation auf atomarer Skala als Mittel tGber viele identische Einheiten erhoben. Die
Verteilung der Strahlendosis auf viele Objekte senkt die Strahlendosis fiir die individuelle Probe.
Rontgenkleinwinkelstreuung ist ebenfalls eine Streumethode die ein grof3es Objektensemble
auf einmal untersucht. Allerdings sind die Objekte hier nicht in einen Kristallgitter angeordnet
sondern zumeist hydratisiert in einer Losung. In jlingster Zeit gab erste Ansatze fur die

Verwendung von kryogener Probenumgebung bei SAXS-Experimenten.’*

1.0E414 |
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0.1 1 10 100

Auflésung [nm]

Abbildung 12: Ubersicht iiber die maximal tolerierbare und die fiir bildgebende Verfahren
benotigte Strahlendosis (Rose-Kriterium). Die maximal tolerierbare Dosis wurde aus
Literaturdaten abgeschdtzt und die nach dem Rose-Kriterium bendtigte Dosis fiir ein
Modellprotein bei einer Energie von 1 keV berechnet. Die Symbole bezeichnen in der Literatur
durchgefiihrte Messungen. Die Sternchen sind Rontgenmikroskopieaufnahmen, die gefiillten
Kreise sind Rontgenkristallographieexperimente. Abbildung aus Howells et al., Journal of
Electron Spectroscopy and Related Phenomena (2009), Elesevier.”
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2.3.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Das erste Transmissionselektronenmikroskop (TEM) wurde von Max Knoll und Ernst Ruska
gebaut.”® Seither ist es zu einer der wichtigsten hochauflosenden Analysemethoden von
Gewebeschnitten im klinischen Umfeld sowie biologischen und materialwissenschaftlichen
Proben in der Forschung geworden. So kann bei kristallinen Proben eine atomare Auflésung’’
erreicht werden wahrend die Auflosung bei biologischen Proben typischerweise im Nanometer
Bereich liegt. Bei der TEM-Mikroskopie wird die Probe von einem Elektronenstrahl
durchleuchtet. Hierbei werden Elektronen abhdngig von der lokalen Elektronendichte
absorbiert und transmittierten Elektronen mit einem Flachendetektor detektiert. Fiir eine
einwandfreie Durchflihrung von TEM-Messungen ist eine ausreichend diinne Probe (< 100 nm)

notwendig.

Da sich die Probe im Vakuum befindet miissen biologische Proben entsprechend vorbereitet
werden. Konventionelle Probenvorbereitung’® enthalt die Fixierung der Probe, meist mit einem
Aldehyd, gefolgt von einem Einbettungschritt in ein Polymerharz.”® Zur Verstarkung des
Kontrasts werden die Proben mit Schwermetallverbindungen gefdrbt. Eine klassische
Kombination sind Osmiumtetroxid,®® Uranylacetat und Bleicitrat.®' Osmiumtetroxid fixiert vor
allem die Lipidstruktur einer Zelle und farbt dank seiner hohen Elektronendichte vor allem die
Doppelbindungen  ungesdttigter  Fette sowie  Aminosduren mit ungesattigten
Kohlenstoffdoppelbindungen.®®®" Uranylacetat farbt Proteine durch Bindung an die
Carboxylgruppen und Amidgruppen.?? AuBerdem bindet Uranylacetat an die Phosphatgruppen
von DNS und RNS.2' Bleicitrat verstarkt die Farbungen von Osmiumtetroxid und Uranylacetat.
Hierbei wird angenommen, dass es sich als positiv geladenes lon vor allem mit negativ
geladenen, osxmiumfixierten Zellstrukturen anlagert.®? Eine dhnliche Verstarkung wurde auch

fur Uranylacetat gefarbte Regionen beobachtet.?’

Diese Schwermetallfarbungen machen Zellstrukturen sichtbar, verzerren aber den natirlichen
Kontrast. Um diesen zur erhalten wird Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie ein. Hier wird
die Probe bei in einer Matrix aus amorphem Eis eingebettet und bei Temperaturen von unter -
135° C analysiert.®* So kann eine biologische Probe in hydratisierter Form mit den nativen

Unterschieden in der Elektronendichte untersucht werden.
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2.3.2 Zonenplattenbasierte Vollfeld-Rontgenmikroskopie

Die im vorangestellten Abschnitt beschriebene Transmissionselektronenmikroskopie ist ideal
um die interne Struktur einer biologischen Probe anhand von Diinnschnitten  mit
typischerweise 100 nm Dicke zu untersuchen. Die geringe Eindringtiefe der Elektronen
verhindert aber eine Betrachtung einer ganzen Zelle oder eines Bakteriums.®* Diese hohere
Eindringtiefe kann mit Photonen im Rontgenbereich erzielt werden. Besonders geeignet ist
hierfiir das sogenannte ,Wasserfenster”, bei Photonenenergien zwischen 280 eV und 540 eV. Bei
diesen Photonenenergien besteht eine im Absorptionskontrast von Sauerstoff und Kohlenstoff
von etwa einer GroBenordnung (Abbildung 13).2* AuBerdem ist innerhalb dieses Intervalls die
fur eine bestimmte Auflosung benétigte Strahlendosis am geringsten.®> Mithilfe von einer
kryogenen Probenumgebung kdnnen einerseits Strahlenschaden verzégert werden und
andererseits hydratisierte biologische Proben mit den nativen Unterschieden in der
Elektronendichte dargestellt werden.®® Um einen ausreichenden Kontrast bei angemessen
kurzer Belichtungszeit zu erzielen, wird die zonenplattenbasierte Vollfeld-Rontgenmikroskopie

vorwiegend an Synchrotronquellen®” mit hohem Photonenfluss durchgefiihrt.
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Abbildung 13: Absorption von atmospharischer Luft, Wasser, Kohlenstoff und organischem
Material bei liber einen weiten Spektralbereich von Rontgenstrahlung liber sichtbares Licht bis
zu infraroter Strahlung. Im Bereich von Rontgen- und UV-Strahlung ist auBBerhalb des sog
Wasserfensters die Absorption von Wasser und Kohlenstoff sehr dhnlich. Abbildung aus Gorniak
et al., Zeitschrift fiir Physikalische Chemie (2014), De Gruyter.%®

Tomographie-Aufnahmen ermdglichen es, ganze eukaryotische Zellen mit ihren einzelnen
internen Kompartimenten zu untersuchen.® Roéntgenmikroskopie verwendet analog zu
optischer Mikroskopie optische Elemente zur Fokussierung und als Objektive. Moderne
Rontgenmikroskopie verwendet hierfiir Fresnel-Zonenplatten als runde Diffraktionsgitter mit
steigender Liniendichte. Eine Fresnel-Zonenplatte besteht aus N transparenten und opaken
Zonen. Die Zonenbreite wird so gewahlt, dass sich die Pfadlange nebeneinanderliegender
transparenter Zonen um m Wellenlangen A unterscheiden (Abbildung 14). Dadurch kommt es

im Fokus zu einer konstruktiven Interferenz.
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dry

N

Abbildung 14: Schematische Darstellung einer bindren Zonenplatte, mit N Zonen und Radius ry
mit Blick in Strahlrichtung (links) und im Querschnitt (rechts). Die Strahlen der Transparenten
Zonen interferieren konstruktiv wenn die Pfadlinge nebeneinanderliegender Zonen einer
Diffraktionsordnung m sich um m Wellenlangen unterscheiden. Abbildung aus Wiesemann,
Dissertation, Universitat Gottingen (2003).°

Anhand des Rayleigh Kriteriums (8, = %) mit der numerischen Apertur NA ergibt sich eine

maximale Auflésung von i = 1,22 ry. Die Weite der duBBersten Zone bestimmt also die
Auflosung. Der schematische Aufbau eines zonenplattenbasierten Vollfeld-Rontgenmikroskops
ist in Abbildung 15 gezeigt und ist analog zur Lichtmikroskopie.”” Monochromatische
Roéntgenstrahlung wird mithilfe einer Kondensor-Optik auf die Probe fokussiert. Der beleuchtete
Ausschnitt wird mithilfe einer Objektiv-Zonenplatte, auf einen Detektor abgebildet. Auch dieser
Vorgang verlauft analog zur Abbildung eines Objekts in der Lichtmikroskopie. Die VergréBerung

der Abbildung kann tiber den Abstand des Detektors reguliert werden.

Strahlungsquelle Kondensor Obijektiv

Kondensor-
Zonenplatte

Objektiv-

Synchrotron- Zonenplatte

Strahlungsquelle

CCD-Detektor

Abbildung 15: Schema eines zonenplattenbasierten Vollfeld-Rontgenmikroskops. Ein mithilfe
von Kondensor-Optiken fokussierter Rontgenstrahl leuchtet einen definierten Bereich auf der
Probe aus. Mithilfe einer Fresnel-Zonenplatte als Objektivzonenplatte wird dieser Bereich auf
einen 2D-Dektektor abgebildet. Optional kann der Fokussierte Rontgenstrahl mit einer
Lochblende zugeschnitten werden. Dieser Aufbau wurde auch am Mikroskop UE41-TXM,
BESSY Il, Berlin verwendet. Bei kryo-TXM mit HORST wurde mit der Fokussierung des Strahlrohrs
U49-2/PGM-1, BESSY II, Berlin gearbeitet und nur eine Objektivzonenplatte verwandt.
Abbildung aus Chao et al., Nature (2005), Nature Publishing Group.”

Der in Abbildung 15 gezeigte Aufbau wurde in dieser Form mit Kapillarkondensor und
Objektivzonenplatte am Mikroskop UE41-TXM bei BESSY Il verwendet. Beim Einsatz von
zonenplattenbasierte Vollfeldmikroskopie in der Rontgenstreukammer HORST wurde mit der

Fokussierung des Strahlrohrs gearbeitet und auf eine Kondensor-Optik verzichtet.
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2.3.3 Rontgenkleinwinkelstreuung

Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS von engl: Small Angle X-ray Scattering) ist eine Methode zur
Strukturuntersuchung auf einer Langenskala von einem bis wenigen hundert Nanometern. Im
Jahre 1938 entdeckte André Guinier®> die grundlegenden Prinzipien und 1955 baute er mit
Gérard Fournet die erste SAXS-Apperatur.”® Der grundlegende Aufbau ist bestechend einfach
(Abbildung 16), ein monochromatischer Rontgenstrahl beleuchtet die Probe und die gestreuten

Photonen werden mit einem Detektor aufgezeichnet.

Detektor

Réntgenstrahl

Abbildung 16: Skizze eines Rontgenstreuexperiments. Die von der Prob e gestreuten Photonen
werden detektiert. Nach radialer Integration erhdlt man die Streuintensitat I(q) als Funktion
des Streuvektors (q).

Der Streuprozess kann folgendermallen visualisiert werden: die Elektronen in der Probe
oszillieren mit der Frequenz der Rontgenstrahlung und emittieren Sekundarwellen, die
miteinander interferieren.®* In der Probe haufig vorkommende StrukturgroBen flihren zu
positiver Interferenz. Da nicht atomare sondern libergeordnete Strukturen betrachtet werden,
sind Unterschiede in der Elektronendichte der signalgebende Kontrast. Wenn das Streubild
isotrop ist, also zum Beispiel eine zufallige Anordnung der Partikel in der Losung vorliegt, erhalt
man durch radiale Integration die eindimensionale Streukurve I(g) als Funktion des Streuvektors
g. Der Betrag des Streuvektor g lasst sich aus der Bragg-Bedingung fiir einen Impulsibertragung
herleiten und ist:
4t (0

a=Fsin()

Hierbei ist A die Wellenlange des Rontgenstrahls und 6 der Streuwinkel.** In dieser Arbeit wird

die Bezeichnung g als Betrag des Streuvektors verwendet.

Die wichtigsten Probeneigenschaften und ihre Auswirkung auf die Streukurve sind in
Abbildung 17 am Beispiel monodisperser Kugeln, Zylinder und einer fraktalen Struktur in
isotroper Losung gezeigt. Die GroBBe der Korper lasst sich anhand der lokalen Minima
bestimmen, die Sichtbarkeit h6herer Ordnungen wird vom Grad der Monodispersitat bestimmt.

Ill

Die Durchmesser eines Korpers d bestimmt auch den sogenannten ,Grenzwinkel” qq Uber
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gq=2*1/d. Der Grenzwinkel entspricht der Position der ersten Bragg-Reflektion. Die Position von
qq bezeichnet den Ubergang vom horizontalen Guinier-Plateau in den stark abfallenden Teil der
Streukurve. Bei Proben mit unbekannter Strukturgré3e in denen kein Guinier-Plateau erkennbar
ist, kann angenommen werden, dass diese an der ,Schulter” bei g4 ihren maximalen Beitrag zur
Streuintensitat haben. Die Form des bei g < g4 lokalisierten Guinier-Plateaus gibt Auskunft Gber
die Form des Korpers, im Beispiel sichtbar am Unterschied zwischen der Streuung eines
Zylinders und einer Kugel. Als fraktale Strukturen werden Formen mit Selbstahnlichkeit tGber
einen weiten GroBenbereich bezeichnet. Dies manifestiert sich in der doppeltlogarithmischen
Darstellung durch lineare Abschnitte, von deren Streuung auf die Eigenschaften der fraktalen

Struktur geschlossen werden kann.
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Abbildung 17: Simulierte Streukurven zur Illustration. Isotrop verteilte monodisperse Kugeln
mit Radius 100 nm, monodisperse Zylinder mit Radius 100 nm und einer Lange von 500 nm sowie
eine fraktale Struktur mit einem Radius von 500 nm und einer fraktalen Dimension von 2,5. An
der Streukurve einer Kugel sind wichtige Strukturmerkmale beschrieben: das Guinier-Plateau
bei kleinen g-Werten, die Approximation qg fiir den Durchmesser des Partikels und lokalen
Minima. Die Simulation wurde mit dem Modelling Il Modul der IRENA-Makros fiir Igor Pro
durchgefiihrt.

Allerdings wird bei der Detektion der gestreuten Photonen nur die Intensitdat der Photonen
detektiert nicht aber deren Phase. Ahnlich der Kristallographie ist die Lésung des sog.
Phasenproblems zentral in der Rontgenstreuung. Hierbei lasst sich die Streuintensitat /(g) als
Fouriertransformation einer Autokorrelationsfunktion p(r) der Elektronendichte des streuenden
Objekts®** darstellen:

I(q)=4nfwwolr (1)
0

Diese Korrelationsfunktion p(r) des Partikels beschreibt die Wahrscheinlichkeit im Radius r um
ein Elektron ein weiteres zu finden. Der Betrag des Streuvektors geht als g ein. Abhdngig von
den Eigenschaften des untersuchten Systems gibt es verschiedene Ansdtze die
Autokorrelationsfunktion zu modellieren und Aussagen Uber die Realraumeigenschaften des

Systems zu treffen.
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INDIREKTE FOURIERTRANSFORMATION

Eine inverse Fourier-Transformation der experimentellen Daten zur Korrelationsfunktion ist
nicht durchfiihrbar, da die Daten nur in einem limitierten Intervall erhoben wurden und die
absolute Intensitat der gestreuten Photonen nicht bekannt ist.”” Der direkteste Ansatz, ist die
von Otto Glatter entwickelten indirekten Fouriertransformation.®*® Hierbei wird eine
Begrenzung von r(r) in Intervall [0,rma] und einer Glattung der P(r)-Funktion eingefiihrt. Die
p(n-Funktion wird iterativ optimiert und dabei immer wieder mit der Streukurve /(g) verglichen.
Bei einem spharischen Partikel hat die p(r)-Funktion die Form einer Gauss’'schen Glockenkurve
mit dem Maximum beim Radius des Partikels. Dies ermdglicht es, Riickschllsse auf die GroBe
und Form monodisperser Partikel in verdiinnter Losung zu treffen.?® Die p(r) ist ein wichtiger
Zwischenschritt bei der Bestimmung von Form und Funktion hydratisierter Proteine®-*° und die
Basis fir eine feinere Modellierung der Form zum Beispiel mit dem frei erhaltlichen Programm
ATSAS'® der Arbeitsgruppe von Dimitri Svergun (EMBL, Hamburg). Die Aufklarung von
Proteinstrukturen ist die mit Abstand bedeutendste Anwendung von SAXS.

FRAKTALANALYSE

In einem fraktalen oder selbstdhnlichen System, ist die Form eines Objekts Uber einen

192 wurde 1995 eine

ausgedehnten GroBenbereich vorliegen.'" Von Grégory Beaucage
Potenzfunktionsanalyse vorgeschlagen. Hier werden in der doppeltlogarithmischen
Auftragung lineare Abschnitte mit einem Potenzgesetz I(g) « g” modelliert.”® Dies wird auch
als ,Porod-Analyse” bezeichnet. Die fraktale Dimension p ermdglicht eine Aussage Uber die
Oberflachen- und Volumenstruktur eines Objekts.'® Ein Wert von vier deutet auf eine glatte
Oberflache mit homogenem Volumen hin, Werte zwischen 3 und 4 auf eine raue Oberflache, ein
sog. Oberflachenfraktal und Werte zwischen 1 und 3 auf ein Volumenfraktal hin.'® Im Beispiel
von Abbildung 17 ist ein Volumenfraktal mit einer fraktalen Dimension von 2,5 gezeigt, dessen

auBerste Grof3e 200 nm im Durchmesser misst.

Falls das Guinierplateau aufgelost ist so kann man mit einer Erweiterung des Potenzgesetzes

den Tragheitsradius der maximalen Strukturgrof3e bestimmen:

_ 2R2
I(q):Aexp( q3 g>+Bq;p (2)

Hierbei ist Ry der Tragheitsradius, g der Betrag des Streuvektors und p die fraktale Dimension
des Objekts. A und B beriicksichtigt die Anzahl und Dichte der streuenden Objekte. Der

Streuvektor im zweiten Summanden wird hierbei dargestellt als:

o]

Die Fraktalanalyse kommt vor allem bei komplexen, anorganischen Proben zum Einsatz, so zum

Beispiel bei der Bestimmung der fraktalen Struktur von Zirkonium-Hydrogelen'® oder der
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Porositat von Gesteinsproben'®. Auch bei komplexen biologischen Systemen wie ganzen

Organellen kann eine fraktale Betrachtung sinnvoll sein.**

VOLUMENVERTEILUNGEN POLYDISPERSER LOSUNGEN

Fiir einfache geometrische Formen lasst sich die Fouriertransformierte der Elektronendichte p(r)
als Funktion des Radius r analytisch berechnen.*** Basierend hierauf lassen sich nicht nur
monodisperse Partikel sondern auch polydisperse Populationen simulieren. Wenn mehrere
polydisperse Populationen an Partikeln vorhanden sind, lasst sich die Streuung als Summe der
einzelnen Komponenten modellieren.”*** Hierbei werden glatte Partikel mit ausgefiilltem
Volumen in verdiinnter Losung angenommen. Wie in den Referenzen?®*?* beschrieben kann aus
der allgemeinen Form der Streugleichung (1) die Streuintensitit einer verdiinnten,

monodispersen Partikelldsung darstellen werden:

I(q) = JIApIZF(q, )2V (r)?dr (3)

Hier ist |Ap|? der Streukontrast relativ zum umgebenden Medium, F der Formfaktor und V das
Volumen eines Partikels. Um die Polydispersitat zu bericksichtigen kann statt einem
monodispersen Partikel eine Population verschiedener Partikel dhnlicher GréBe verwendet
werden. Verschiedene StrukturgréBen kdnnen durch mehrere dieser Populationen ausgedriickt
werden. %*** Da in einem Modell diskrete Schritte numerisch berechnet werden mussen, wird

das Integral zur Summe'"’:

1@ =Y 1805e@ Y Felam )l (V) Nebelr)ar, @
k ik
Die Streukurve I(g) wurde modelliert als Summe k der Streubeitrdage verschiedener Kérper mit
Streukontrast |Ap|? relativ zum umgebenden Medium. Der Stukturfaktor S¢ beriicksichtigt
interpartikuldre Interaktionen und hat bei einer verdiinnten Losung den Wert 1. Der Formfaktor
F«(q,ri) beschreibt die Form des Streuenden Korpers. Vi(ri) ist das Volumen eines Korpers, ri ist
dessen Radius und Ny die Gesamtzahl der von der Strahlung erfassten Kérper. Um die in realen
Systemen vorherrschende Polydispersitat zu beriicksichtigen wird eine Population an Partikeln
mit einer Verteilung Pi(rx) um einen mittleren Radius R simuliert. Ublicherweise wird hier eine
Normalverteilung verwendet. Die Verteilung wird als Histogramm mit einer diskreten

Schrittweite i, simuliert.

Aus diesem Modell lassen sich wichtige Informationen extrahieren, die Anzahlverteilung:
N(r) = Ny P(r) (5)

welche die Anzahl der Kérper mit Radius r beschreibt. P(r) ist eine Normalverteilung um den

mittleren Radius R mit einer Standardabweichung c:
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e~ (r—R)?/(20%)
oV2n

Eine praktischere GroRe zur Beschreibung eines Systems ist die Volumenverteilung f(r). Hier wird

P(r) = (6)

das von Partikeln mit einem gewissen Radius eingenommene Volumen modelliert:

f@r) = V) N@) (7)

Ein praktischeres MaB8 zur Skalierung und Modellierung von Volumenverteilungen ist der

Parameter B, der Beitrag einer Population zum Gesamtvolumen.
f@r)=BP(r) )

Mithilfe dieses Modells kdnnen aus der Kleinwinkelstreukurve /(g) die GroBen der beteiligten
Partikel, deren Polydispersitat, das relative eingenommene Volumen und die relative Anzahl der
Partikel berechnet werden. Wenn die Streuintensitat mithilfe von Glaskohlenstoff (eng: ,glassy
carbon”) auf einer absoluten Skala kalibriert wurde'®, kénnen auch absolute Volumina und
Anzahlen erfasst werden. Beispiele fiir die Anwendung dieses Modells sind Porengréen in

Sprengstoffen?, oder die GréBenbestimmung von Nanopartikeln in Echtzeit'®,
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Chemikalien, Antibiotika & Bakterienstamm
Dieses Kapitel gibt eine Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Materialien sowie deren

Bezugsquelle.

BAKTERIENSTAMM

Als Probensystem wurden wildtyp Escherichia coli K12 verwendet. Dieser findet vielfach in der
Antibiotikaforschung ~ Anwendung und wird auch als  Ausgangspunkt fir

Genexpressionsstudien verwendet.

Name Stammbezeichnung Quelle Sammlungsnummern

Escherichia coli K12 wildtyp Deutsche Sammlung von DSM 498
Mikroorganismen und ATCC 23716
Zellkulturen GmbH

MEDIUM & AGAR

Als Flissigmedium flir Bakterien wurde ausschlielich das nahrstoffreiche Miuiller-Hinton
Medium verwendet. Hierzu wurde das entsprechende Pulver in d-H,0 geldst und im Autoklaven
sterilisiert. Zur Herstellung des Ndhragars wurden die Bestandteile in d-H,O gelost und
autoklaviert. Der Nahragar wurde im Anschluss des Autoklaviervorgangs in einem
Thermostaten bei 65° C warm gehalten. Bei dieser Temperatur wurden Petrischalen mit 90 mm
Durchmesser je zur Halfte gefullt. Nach Erkalten wurden die Agarplatten in geschlossenen

Petrischalen mit der Offnung nach unten gelagert.

Name Quelle, Art. Nr. Kommentar

Miiller-Hinton Medium Carl Roth GmbH, X927.1 11,5gin 0,51 d-H,0
Rinder-Infus 2g/I

Pepton aus Casein 1,5 g/I

Maisstarke 1,5g/I

pH-Wert: 7,4

Nahragar Carl Roth GmbH, X928.1 Gel6st in 11 d-H,O
5 g Pepton

3 g Rindfleischextrakt

15 g Agar-Agar

pH-Wert: 6,8
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ANTIBIOTIKA

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika sind in der untenstehenden Tabelle aufgefiihrt. Je

nach Loslichkeitseigenschaften wurde die Stammloésung in PBS-Puffer, d-H,O oder Ethanol

vorbereitet. Aliquote dieser Stamml&sung wurde bei -20° C eingelagert. Die Stammldsung von

Tetracyclin und Ampicillin wurden vor jeder Messung frisch hergestellt um den Zerfall der

Molekiile in wassriger Losung zu vermeiden. Bei der Arbeit mit dem Peptid wurden

autoklavierte Glasgefaf3e verwendet um ein anhaften des Peptids an der Wand zu vermeiden.

Name CAS Quelle, Art. Nr. Kommentar
Amipicillin 69-52-3 Carl Roth GmbH, K020.1 1 mg/mlin PBS-Puffer
Cefepime 88040-23-7 Gentaur, M27655146 1 mg/mlin PBS-Puffer
Ciprofloxacin 85721-33-1  AppiChem, A4589,0001 1 mg/mlin d-H,O
Chloramphenicol 56-75-7 VWR, 442042Q 1 mg/mlin EtOH/H0, 9:1
Gentamycin 1405-41-0  Calibochem, 345814 1 mg/ml in PBS-Puffer
Kanamycin 25389-94-0  Carl Roth GmbH, T832.1 1 mg/ml in PBS-Puffer
Peptid Apara-Bioscience GmbH 1 mg/mlin d-H,O
RLKRWWKFL

Piperacillin 59703-84-3 Sigma, P8396-1G 1 mg/ml in PBS-Puffer
Polymyxin B 1405-20-5  Calibochem, 5291 1 mg/ml in PBS-Puffer
Rifampicin 13292-46-1 Calibochem, 557303 1 mg/ml in PBS-Puffer
Tetracycline 60-54-8 Carl Roth GmbH, HP63.1 1 mg/mlin PBS-Puffer
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CHEMIKALIEN

Der PBS-Puffer wurde mit PBS-Puffertabletten hergestellt und mit dem vorgegebenen pH-Wert

von 7,0 verwendet. Die Fixierung mit Glutaraldehyd in einer 2,5 %-L6sung in PIPES-Puffer

durchgefiihrt. Die zur Kalibration der Kleinwinkelstreuung verwendeten Mikrosphdren wurden

in PBS-Puffer resuspendiert und vor Benutzung 10 min mit Ultraschall behandelt.

Name CAS Quelle, Art. Nr. Kommentar

PBS-Puffer Life Technologies GmbH,  Gel6st in d-H,O

NasPO;- 10 mM 18912

KCl-2,38 mM

NaCl - 140 mM

pH=7,0

PIPES-Puffer 5625-37-6  VWR, 97061-134 Gel6st in d-H,O
0,1M,pH=7,0

Glutaraldehyd 111-30-8 Merck, 1.04239.0250 2,5 % in PIPES Puffer

(25 %)

Polystyrol 9003-53-6  PolysciencesInc, 19814  In PBS-Puffer resuspendiert
Mikrosphédren 2 pm

Polystyrol 9003-53-6  Polysciences Inc, 09307  In PBS-Puffer resuspendiert

Mikrosphédren 0,5 pum
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3.2 Mikrobiologie - Bestimmung der optimale Antibiotikakonzentration

Fiir eine erfolgreiche Untersuchung antibiotischer Wirkstoffe in einem bakteriellen
Probensystem miissen verschiedene experimentelle Voraussetzungen gegeben sein. So
m{issen die Bakterien immer im gleichen Wachstumsstadium sein, meist wird die exponentielle
Wachstumsphase gewahlt, da hier sichergestellt ist, dass ein GroBteil der Kultur lebt und
vermehrungsfahig ist. Hierzu werden tiglich frische Bakterien aus einer Ubernachtkultur
bendtigt. Die richtige Zelldichte kann photometrisch bestimmt werden (3.2.1). Bei der
Untersuchung von antibiotischen Wirkmechanismen ist es essentiell, dass die Dosierung der
Antibiotika richtig gewahlt wird. Eine zu hohe Antibiotikakonzentration hat sekundare
Wirkmechanismen zur Folge, wahrend bei zu geringen Konzentrationen keine oder nur eine
unzureichende Wirkung eintritt. Das Auftreten sekunddrer Wirkmechanismen unterscheidet
sich stark zwischen einzelnen Antibiotika, abhdngig davon ob Sie in groBer Konzentration
weitere Ziele in der Zelle inhibieren kdnnen oder die strukturelle Integritat der Zellwand
angreifen. Mithilfe von der minimalen Hemm-Konzentration (3.2.2) wurde Mindestdosierung
festgelegt. Die minimale Dosierung, die bei den tatsachlichen experimentellen Gegebenheiten

verwendet werden konnte wurde mit Abtotungskurven (3.2.3) ermittelt.

3.2.1 Photometrische Bestimmung der Zelldichte

Die vorgelegten Untersuchungen arbeiten stets mit E. coli in der exponentiellen
Wachstumsphase. Hierzu wurden jeden Tag E. coli aus einer Ubernachtkultur im Verhéltnis von
1:40 verdinnt und bei 37° C inkubiert (0,5 ml in 20 ml). Um stets eine gleiche Probendichte
sicherzustellen wurde das Bakterienwachstum durch Messung der optischen Dichte bei einer
Wellenlange von 600 nm verfolgt (CO 8000 Cell Density Meter, Anthos Mikrosysteme GmbH,
Krefeld). Es gibt einen linearen Zusammenhang zwischen der optischen Dichte und der Anzahl
Bakterien in der Suspension. Dieser kann mittels Ausplatieren bestimmt werden und wird als
Anzahl der kolonienbildenden Einheiten pro Milliliter (KBE / ml) oder einfach Bakterien pro
Milliliter (ml”") angegeben. In Abbildung 18 ist der Zusammenhang zwischen optischer Dichte

und Zelldichte gezeigt.
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Abbildung 18: Zusammenhang zwischen optischer Dichte und Zelldichte einer Suspension von
E. coli-Bakterien. Die Zelldichte wurde mittels Ausplattieren bestimmt als Zahl der
kolonienbildende Einheiten (KBE) pro ml bestimmt. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler
des Mittelwerts.

3.2.2 Minimale Hemm-Konzentration

Die Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) ist ein etabliertes Verfahren und
wurde nach einer in der Literatur bekannten Vorschrift''® durchgefiihrt. Hierbei wird, wie im
Namen beschrieben, die minimale Antibiotika-Konzentration bestimmt, die notwendig ist, um
ein Wachstum der Bakterien zu unterbinden. Wie in Abbildung 19 dargestellt, wurde eine sterile
96-Loch-Titerplatte verwendet. Im ersten Schritt wurde eine sehr verdiinnte, klare Lésung von
Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase mit einer Bakteriendichte von 10° ml
vorgelegt (100 pl/Titer). Zur Kontrolle von Sterilitat (SC) wurde der letzte Titer jeder Platte nur
mit Miller-Hinton-Medium befiillt. Bei einem Wachstum in diesem Titer wurde die Messung
verworfen. Die Wachstumsfahigkeit wurde mit Bakterien ohne Antibiotikum (GC) Uberprtift. Bei
Ausbleiben von Wachstum in diesem Titer wurde die Messung ebenfalls verworfen. In einem
zweiten Schritt wurden den Titern der ersten Spalte 20 ul der Antibiotika-Stammldsung
(1 mg/ml) sowie weitere 80 pl Bakterienldsung hinzugefiigt. Hierdurch ergibt sich in den Titern
der ersten Spalte eine Antibiotikakonzentration von 100 pg/ml. In einem dritten Schritt wurden
100 ul aus den Titern der ersten Spalte in die zweite Spalte pipettiert. Zusammen mit den in der
zweiten Spalte vorgelegten 100 ul ergibt sich hier eine Antibiotikakonzentration von 50 pg/ml.
So wurden entlang jeder Zeile je 100 ul von einem Titer in den nachsten pipettiert. Dies ergibt
in aufeinanderfolgenden Titern eine Halbierung der Antibiotikakonzentration. Fir diesen
Vorgang empfiehlt es sich aus praktischen Erwagungen eine Multipipette zu benutzen und es

ist wichtig die Pipettenspitzen nach jedem Pipetiervorgang zu verwerfen.

Auf diese Weise kann man fiir jedes Antibiotikum zehn verschiedene Konzentrationen

gleichzeitig testen. Die 96-Loch-Titerplatte wird fiir 24 Stunden bei 37° C inkubiert. Wenn nun
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Bakterienwachstum  stattfindet, triibte sich die Losung ein. Die geringste
Antibiotikakonzentration ohne Tribung wird als minimale Hemmkonzentration (MIC)
bezeichnet. Die Bestimmung der Triibung erfolgte visuell ohne optische Hilfsmittel nach DIN
58940. Der Vorteil dieser Methode ist, dass 10 verschiedene Konzentrationen von bis zu 8
Antibiotika gleichzeitig getestet werden kénnen. Die Experimente wurden je dreifach mit

frischen Bakterienkulturen wiederholt.

zB., X =32mg/ml 32 16 8 4 2 1 0.5 025 0.125 0.06 GC SC
[ N | | [ | I I
1 2 3 4 3] 6 7 8 9 10 11 12
A eX | cX|c¥, e, e | e¥g|ca |e Ve | 12| e Vass | 512 GC | SC | L Antibiotikum A
B eX | cX o™y | o™y o™y |o™g|e [0 sy | e 18| 0 Mass |0 12| BC | SC | A iibiotikum B
C eX | cX o, | o™, |c™y |0 ¥g |0 |0 e [0 108 |0 ss [0 512 | GC | SC | A ibiotikum
D eX | oX [c¥, | ey [cXg | eg|e M |c Mgy | e Miag| ¢ Mass [6 era| GC | SC | A tibiotikum D
E cY | cY CY’z CY’4 Cyfa CY/16 CY’32 CY"64 CYf128 CY"256 CY/512 GC [SC |1 Antibiotikum E
FoeY | oY o' |c",|c"g [c"g|c lap |0 gs|c  1og |6 Vass [0 Vs12| GC | SC | L Antibiotikum F
Y IR Y ¥ Y Y Y Y
G Y | cY|c'y|cy|c'lg |C /ig|C /ap|C gq|C V1p8|C Vass|C /s12| GC | SC | 1 A iimiotikum G
Y IR Y Y Y Y Y ¥
Hoe¥ JcY]c'p|cly|c'lg |c'hg|c fan|0 eg|C 1ag[C asg [C Fs12| GC [SC | 4 i ihimH
| | | | | | | | | | | |
I | | I [ I I I I I
zB.,Y=128mg/ml 128 64 32 18 8 4 2 1 05 025 GC SC

Abbildung 19: Beispiel fiir die Bestimmung einer minimalen Hemmkonzentration (MHK). In alle
Felder wird eine Bakterienlosung mit 10° ml" vorgelegt, in die sterile Kontrolle (SC) nur Medium,
in die Wachstumskontrolle (GC) nur Bakterienlésung. Danach wird die Antibiotikalosung
zugegeben und schrittweise von links nach rechts verdiinnt. Nach einer Inkubation von 16 Stunden
erscheinen die Titer in denen Bakterienwachstum moglich war als visuell eingetriibt. Abbildung
modifiziert aus Wiegand et al., Nature Protocols (2008), Nature Publishing Group.'°

3.2.3 Abtotungskurven

Abtotungskurven wurden bestimmt, um die Abtotung der Bakterien bei der fiur spatere
Experimente relevanten Bakteriendichte zu verfolgen. Der Startpunkt fiir diese Experimente war
eine Bakterienkultur in der exponentiellen Wachstumsphase mit einer Dichte von 10 ml". Die
Bakteriendichte wurde durch eine Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODsg0) bestimmt.
Eine Absorption von 0,45 entsprach einer Bakteriendichte von ca. 1028 ml”. Nach Zugabe des
Antibiotikums zu 1 ml Bakterienlésung wird die Losung bei 37° C auf einem Taumelschittler
inkubiert. Nach definierten Zeitspannen, im vorliegenden Fall 1, 4 und 24 h wird eine Probe
entnommen und in einer Verdiinnungsreihe um jeweils Faktor 10 verdiinnt. Meist wurden
Verdiinnungen im Bereich von 107" bis 10® verwendet. Von jeder Verdliinnung wurden 5 Tropfen
a 7 ul auf eine Platte mit Ndhragar gegeben, mit zumeist vier Verdiinnungen pro Platte. Nach
Inkubation fir mindestens 16 h hatte jede urspriinglich in der Losung vorhandene Bakterie eine
mit bloBem Auge sichtbare Kolonie gebildet. Die Anzahl dieser Kolonien wird gezahlt und auf
das Ausgangsvolumen von 1 ml hochgerechnet. Beim Zahlen der Kolonien muss sichergestellt
werden, dass sich die Kolonien nicht tiberlagern und klar als einzelne Kolonien erkennbar sind.

Dies war zumeist bei < 20 Kolonien pro 7 pl Tropfen der Fall.
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3.3 Probenpraparation

3.3.1 Fixierte Proben in wassriger Losung

Die in dieser Arbeit untersuchten Escherichia coli mussten vor der Untersuchung mit
Rontgenkleinwinkelstreuung und Transmissionselektronenmikroskopie in die jeweils
geeignete Darreichungsform gebracht werden. Dieser Schritt ist nicht zu unterschatzen, da eine
schlechte Probenpraperation die interne Struktur verandert und kein Erkenntnisgewinn erzielt

werden kann.

Untersucht wurden wildtyp E. coli (DSM 498, ATCC 23716). Zu Beginn jeder Préparation wurde
eine Ubernachtkultur an E. coli im Verhiltnis 1:40 mit Miiller-Hinton Medium verdiinnt. Die
Kultur wurde fiir ca. drei Stunden bei 37° C inkubiert bis eine optische Dichte von 0,45 bei einer
Lichtwellenlange von 600 nm erreicht wurde. Dies entsprach einer Zelldichte von 108 ml™. Bei
dieser Zellkonzentration wurden die Antibiotika aus einer Vorratslosung mit einer

Konzentration von 1 mg/ml zugegeben.

Je nach gewlinschter Einwirkungszeit des Antibiotikums wurden die Proben weiter bei 37° C
inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal in PBS-
Puffer (10 mM, pH = 7,0) resuspendiert. Dieser Vorgang von abzentrifugieren und
anschlieBendem resuspendieren wird als ,waschen” der Pellets bezeichnet. Um die Pellets zu
resuspendieren kann es notig sein, die Bakterienldsung mehrfach mit einer Pipette aufzuziehen
und wieder abzulassen. Der nun folgende Fixierungsschritt wurde mit einer 2,5 %
Glutardialdehydl6sung in PIPES Puffer (0,1 M, pH =7,0) durchgefiihrt, die Proben wurden hierzu
eine Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt. Flr eine Kleinwinkelstreumessung wurde der
Riickstand an Fixanz in fiinf Waschvorgdangen mit PBS entfernt und die Probe anschlieend in

0,1 mL PBS resuspendiert.

Je nach gewlinschter Einwirkungszeit des Antibiotikums wurden die Proben weiter bei 37° C
inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet zweimal in PBS-
Puffer (10 mM, pH = 7,0) resuspendiert. Dieser Vorgang des Abzentrifugierens und
anschlieBendem Resuspendieren wird als ,Waschen” der Pellets bezeichnet. Um die Pellets zu
Resuspendieren kann es notig sein, die Bakterienlésung mehrfach mit einer Pipette aufzuziehen
und wieder abzulassen. Der nun folgende Fixierungsschritt wurde mit einer 2,5%igen
Glutardialdehydl6sung in PIPES Puffer (0,1 M, pH =7,0) durchgefiihrt, wobei die Proben eine
Stunde bei Raumtemperatur geschiittelt wurden. Fiir eine Kleinwinkelstreumessung wurde der
Riickstand an Fixanz in fiinf Waschvorgdangen mit PBS entfernt und die Probe anschlieend in
0,1 mL PBS gel6st.

Fir  Transmissionselektronenmikroskopie ~ wurden  die  Proben einer  4%igen
Glutaraldehydl6sung in einem Natriumkakodylatpuffer (0,2 M, pH = 7,2) fixiert. Die Proben
wurden innerhalb von 48 Stunden am St. Georges Hospital, University of London von Maria

McGlynn und Raymond Moss weiterverarbeitet. Im folgenden Schritt wurde die Probe mit
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Osmiumtetroxid und Uranylacetat gefarbt und anschlieend in ein Harz (Spurr's resin)”®
eingebettet. Die eingebettete Probe wurde mit einem Mikrotom in Diinnschnitte
(90 nm - 100 nm) geschnitten. Bilder der Diinnschnitte wurden mit einem
Transmissionselektronenmikroskop (Hitachi H-7100) mit einer CCD-Kamera (Gatan 1K, 820)

aufgenommen.
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3.3.2 Kryogene Proben

Kryogene Probenpréaparation kommt vor allem in der Transmissionselektronenmikroskopie'"’
aber auch bei verschiedenen Methoden mit Rontgenstrahlung®”’* zum Einsatz. Eine tiefgekiihlte
Probe (T < 136K)""? verzogert Strahlenschaden' und erlaubt bei richtiger Praparation das
Abbilden der Probe in einer hydratisierten Umgebung aus amorphem Eis. Die Préparation einer
Probe erfolgte durch schnelles abkiihlen, auch ,plungen” genannt. Hierzu werden Kiihlraten
von in der GroBenordnung von 10* K s benétigt.”®”' Dabei wurde die Probe schnell in ein
flissiges Gemisch aus 37% Ethan und 63% Propan getaucht.”' Die bendtigten schnellen
Kihlraten fordern, dass auch der Probentrdager schnell abgekiihlt werden muss. Daher wurden
TEM-Netzchen mit einer Dicke von 20 um und einem 10 nm diinnen Kohlenstofffilm verwendet.
Das TEM-Netzchen mit Kohlenstofffilm (C-flat™ mit 2 um groen Léchern im Abstand von
4 um)"* wurde zuerst 10 min in einer Ozonatmosphare aktiviert, d.h. hydrophilisiert. Das
aktivierte TEM-Netzchen wurde mit einer inversen Pinzette aufgenommen und mit 5 pl
Probensuspension auf der befilmten Seite bestiickt. Die Probe wurde in einem sog. Plunger
(Abbildung 20)""* eingespannt. Uberschiissiges Probenvolumen wurde mit einem Filterpapier
(Whatman™ Zellulosepapier Grad Nr. 1) tber die Rickseite durch den perforierten Film
abgezogen und das Netzchen mithilfe der Schwerkraft schnell in das flissige Ethan/Propan
Gemisch getaucht. Die Proben wurden unter flissigem Stickstoff gelagert und bei

Temperaturen von unter 115 K analysiert.

Behilter mit
fl. Ethan/Propan

Inverse Pinzette
‘ | mit TEM-Netzchen
| :

Thermos u. Kelch
mit {1. Stickstoff
\

Abbildung 20: lllustration eines ,Plungers” zum schnellen Einfrieren von Proben. Der
umgebende Dewar sowie der innere Kelch sind mit fliissigem Stickstoff gefiillt. Das kleinere
Topfchen wird mit dem fliissigen Gemisch aus Ethan und Propan bestiickt. Die inverse Pinzette
mit dem TEM-Netzchen wird in der Fallvorrichtung befestigt. Das Wasser wird mit einem
Filterpapier abgenommen und die Probe wird mit Hilfe der Schwerkraft mit in das Ethan/Propan
Gemisch eingetaucht. Kryogene Proben sind von amorphem Eis umschlossen. Abbildung aus
Gorniak, Dissertation Universitat Heidelberg (2013).""®
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Die Proben wurden stets unter flissigem Stickstoff gehandhabt. Zur Untersuchung mit der
Streuapparatur HORST (3.5.4) wurden die Proben mithilfe eines Kryo-Transfersystems der Firma
Quorum Technologies Ltd., Vereinigtes Konigreich in die evakuierte Kammer geschleust.®
Hierzu wurden die Proben mithilfe eines evakuierten Transferbehdlters in die Vakuumkammer
HORST Uliberfuhrt. Wichtig ist, dass dieser Transfer in unter einer Minute abgeschlossen wird, da
sonst eine Erwdarmung der Probe und damit eine Phasendanderung des amporphen Eises erfolgt.
In der Kammer wird die Probe aktiv gekiihlt und bei Temperaturen von unter -160° C untersucht.
Die Details zum Kryo-Transfersystem sind in der Doktorarbeit von Dr. Thomas Gorniak''> und

einer Publikation Uber der Streukammer HORST®® beschrieben.

(O8]
(€8]
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3.4 Datenauswertung

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick tiber die in dieser Arbeit verwendeten Software und frei

erhaltlichen Skripte zur Datenanalyse.

3.4.1 Extraktion der Kleinwinkelstreukurven aus Detektorbildern
Bei Messungen an den dezidierten Apparaturen von USAXS und BioSAXS erfolgte die Extraktion
der eindimensionalen Streukurve aus den Detektorbildern mittels automatischer

Softwareroutinen direkt vor Ort."'¢'"’

Bei Messungen mit weicher Rontgenstreuung und der HORST Apparatur wurde die Streukurve
mithilfe der NIKA-Skripte''® fiir die Software Igor Pro® (Wavemetrics Inc., Portland,USA)
verwendet. Der Strahlmittelpunkt wurde visuell aus den ringférmigen Streumustern
abgeschatzt. Die weiteren Parameter sind die PixelgroBe der CCD-Kamera von 13,5 um, die
verwendete Wellenldnge sowie der Abstand von Probe und Detektor. Die Position des
Strahlenfangers sowie tote Pixel wurden maskiert. Die korrekte Funktion dieser Skripte wurde
mit der Bildverarbeitungssoftware Image)''® Giberpriift. Im Ubersichtsartikel von B.R. Pauw sind

die zu berticksichtigenden Faktoren fiir eine erfolgreiche SAXS-Messung beschrieben.'”®

3.4.2 Modellierung von Kleinwinkelstreukurven

VOLUMENVERTEILUNGEN

Fir die Modellierung von Kleinwinkelstreukurven wurde das Modul ,Modelling 11 der
IRENA-Skripte fiir die Software Igor Pro® (Wavemetrics Inc., Portland) verwendet. Hiermit lassen
sich die Modelle glatter Kérper an die Streukurven modellieren. Bei den Modellierungen wurde
stets mit Annahme einer verdiinnten Losung gearbeitet. Der Benutzer musste bei dieser
Software selbst die Eigenschaften des Modells festlegen, also die Anzahl der Streupopulationen
sowie deren mittlere GroBe R und Beitrag B abschatzen. Zuerst wurde die Hintergrundintensitat
der Messung abgeschétzt. Es ist empfehlenswert diesen Untergrund nach Abschluss der
Modellierung noch einmal zu Uberpriifen und wenn nétig anzupassen. Bei der Abschatzung der
Ausgangsdaten des Modells wurde die Streukurve aus verschiedenen Populationen
,2aufgebaut”. Um einen guten Ubergang zum Untergrund herzustellen ist es empfehlenswert
den Aufbau des Modells bei kleinsten Strukturgréen, also bei gré3ten g-Werten zu beginnen.
Die wichtigsten Parameter waren im vorliegenden Fall der mittlere Radius R und der
Volumenbeitrag B einer Population. Der Mittlere Radius bestimmt die StrukturgréBe und damit
die Position entlang der g-Achse. Der Volumenbeitrag einer Population legt die Streuintensitat
derselben fest. Die Form der Streukurve bestimmt die Form und die Polydispersitat der
Population. Im Folgenden wurde jeweils die nachstgroBere Population hinzugefiigt, da bei
kleineren g-Werten lokalisiert sind und sich damit auf dem Guinier-Plateau der
vorangegangenen Population befindet. Nach jeder zusatzlichen Komponente wurde das

Modell im bisherigen Abschnitt mit einem Fit mit der Methode der kleinsten Quadrate optimiert
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(LSQF). Wahrend des manuellen Aufbaus des Streukurvenmodells war es bei den
BioSAXS-Datensdtzen empfehlenswert mit prozentualen Fehlerangaben (10%) zu beginnen

und erst das komplette Modell mit den tatsachlichen Messfehlern zu optimieren.

Um ein MaB fiir die Qualitat der Ubereinstimmung von Modell und experimentell gemessener
Kurve zu erhalten wurde der Fehler der Fitergebnisse von mittlerem Radius und Volumenbeitrag
mit dem internen ,Anal. Uncertainty” Modul bestimmt. Hierzu wurde jedes Fitergebnis
(mittlerer Radius und Volumenbeitrag) einzeln in einem geeigneten Intervall variiert und an
jedem Punkt die Fitergebnisse der anderen Populationen nacheinander optimiert
(Programmoption: ,fixed value, sequential optimization”). Auf diese Weise wird die
wechselseitige Abhdngigkeit der einzelnen Fitparameter beriicksichtigt. Als MaR fiir die Qualitat
der Ubereinstimmung zwischen Modell und Experiment wurde die Summe der Fehlerquadrate
7 berechnet: x%2 = Y (I0a(q) —1(q))? mit der modellierten Intensitit /ms und der
gemessenen Intensitat /(g). Als Fehlergrenzen wurde eine Standardabweichung um den
Idealwert von * angenommen (Standardeinstellung). Die Fehlerbestimmung ist an einem

ausfihrlichen Beispiel im Kapitel 4.5.8 in der Abbildung 48 erlautert.

INDIREKTE FOURIER TRANSFORMATION

Das Modul ,Pair Distance Distribution Function” erlaubte die Modellierung einer
Korrelationsfunktion auf Basis einer indirekten Fouriertransformation (Kapitel 2.3.3). Ziel hierbei
ist die Bestimmung der sogenannten Korrelationsfunktion p(r), der Fouriertransformierten der
Streukurve. Hierzu wurde die Korrelationsfunktion auf das Intervall [0,rna] begrenzt und mit der
Regularization-Methode'”® gegladttet. Vom Benutzer musste der kritische Parameter rmax,
festgelegt werden. Ziel ist, dass die Korrelationsfunktion bei rn. gleichformig gegen Null geht.
% Zu kleine Werte fiir rme fUhren zu einem steilen Abfall mit einer teilweise negativen
p(n-Funktion. Zu grof3e Werte fiir rm. bewirken eine flachen p(r)-Funktion nahe Null in der
Umgebung von rma. Hier fiihrte ein iteratives Vorgehen zum Ziel. AuBerdem war es essentiell,
wahrend der Optimierung von rne prozentuale Fehler von 15 % zu verwenden und diesen dann

gegen Ende der Modellierung auf die tatsachlichen Fehler der Streukurve einzusetzen.

FRAKTALANALYSE

Die Fraktalanalyse und der Fit einer Potenzfunktion an die Streukurven erfolgte mit
selbstgeschriebenen Skripten fiir Matlab® (Mathworks, Natick, USA). Fraktale Bereiche
erscheinen in der doppeltlogarithmischen Darstellung linear und konnten mit der
Potenzfunktion

1(q) = A * @”P + B modelliert werden. Hierbei wurde zur Optimierung des Fits eine in Matlab
vorhandene Routine zur Optimierung nach der Methode der kleinsten Quadrate optimiert
(LSQF).
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BERECHNUNG DER STREUKONTRASTE

Die Berechnung von relativen Streukontrasten wurde mit dem Modul ,Scattering Contrast
Calculator” der IRENA-Makros fiir Igor Pro® durchgefiihrt. Hier der Streukontrast der
Zellbestandteile (Proteine, DNS und Ribosomen) sowie der Zelle als Ganzes aus
Literaturangaben zu Dichte und Elementarzusammensetzung berechnet. Die Annahmen

hierflr sind in Tabelle 5 beschrieben.
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3.4.3 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA von engl. Principle Component Analysis) ist ein
Standardverfahren multivarianter Datenanalyse die von Karl Pearson'?" im Jahre 1901 erfunden
wurde. Ziel ist es die Variation eines Datensatzes in mehreren, moéglicherweise korrelierten
Variablen in ein Set von nicht korrelierten Variablen, sogenannten Hauptkomponenten zu
transformieren (Abbildung 21). Das Ziel hierbei ist, dass die Varianz in einem
multidimensionalen Datensatz effektiv beschrieben werden kann. Dies geschieht durch die
Hauptkomponenten, die als neue Achsen ins System eingebracht werden und mithilfe einer
Linearkombination berechnet werden kdénnen. Jede Hauptkomponente wird dabei so gelegt,
dass die die grofitmoégliche Varianz innerhalb des Datensatzes abbildet. Jede weitere
Hauptkomponente muss orthogonal zu allen bisherigen Komponenten sein und versucht
wieder die grofitmogliche Varianz abzubilden. Im Beispiel in Abbildung 21 beschreibt die
Hauptkomponente 1 eine groBere Varianz als die folgende Hauptkomponente 2. In einem
Datensatz mit einer Vielzahl an Variablen erlaubt die Hauptkomponentenanalyse eine

Extraktion der relevanten Variation im Datensatz in Form von Hauptkomponenten.

Hauptkomponente 1

Variable 2

Hauptkomponente 2

Variable 1

Abbildung 21: Schema einer Hauptkomponentenanalyse. Der in den Variablen 1 und 2
vorliegende Datensatz wird in die nicht korrelierten Hauptkomponenten 1 und 2 transformiert
um die Variation im Datensatz besser darzustellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgrund der besseren Visualisierbarkeit eine zentrierte
Hauptkomponentenanalyse verwendet. Dies bedeutet, dass die Variation im Datensatz relativ
zu einem Mittelwert aller Messwerte (In) angegeben wird. Somit kann die experimentell

gemessene Streuintensitat /(g) folgendermal3en dargestellt werden:

I(q) = In(q) + APC1(q) + B PC2(q)

Auf Basis des Mittelwerts lieB sich hier jede Streukurve aus den ersten beiden
Hauptkomponenten (PC1, PC2) und ihren linearen Koeffizienten (A,B) darstellen. Der Einsatz
weiterer Hauptkomponenten ist moglich, allerdings enthielten diese keine weitere Information.
Um Probleme bei der Analyse der, sich liber mehrere GroBenordnungen erstreckende
Messwerte zu vermeiden, wurde mit dem naturlichen Logarithmus der Messwerte gearbeitet.

Da in einigen Streukurven durch ihre geringe Bakteriendichte viel Rauschen bei hohen g-Werten
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enthielten wurde von der Hauptkomponentenanalyse beachtete Bereich auf g < 0,5 nm”
beschrankt. Die im Beispiel in Abbildung 21 als Variablen bezeichnete Daten entsprechen im
Experiment den verschiedenen Antibiotikabehandlungen, deren Unterschiede, also die Varianz
mithilfe zweier Hauptkomponenten. So lassen sich mathematisch Informationen Uber die
Frequenzen mit starker Anderung extrahieren. Aus der Frequenzinformation kénnen

Abschatzungen uber die betroffenen Strukturgré3en getroffen werden.

Der groBBe Vorteil einer Hauptkomponentenanalyse verglichen mit anderen analytischen
Modellen ist dass sie automatisch durchfiihrbar ist und neue Kurven mit einem bestehenden
Datensatz verglichen werden koénnen und sofort bewertet werden kdnnen. Die
Hauptkomponentenanalyse wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Ralf Mikut vom Institut fr
angewandte Informatik am Karlsruhe Institut fiir Technologie durchgefiihrt. Hierzu wurde die
Toolbox GaitCAD'** fiir Matlab® verwendet.
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3.4.4 Quantitative Bildanalyse

Die quantitative Bildanalyse wurde von Markus Reischl (Institut flir Angewandte Informatik (IAl),
Karlsruhe Institut fiir Technologie (KIT) durchgefiihrt. Das Ziel war eine Charakterisierung der in
den TEM-Aufnahmen sichtbaren DNS-Bestandteile innerhalb der Zelle. Die Fragmentierung
dieses sogenannten ,Nukloids” wurde mit einem Soliditdtsparameter beschrieben. Pro
Behandlung wurden zwischen 3 und 5 TEM-Aufnahmen der kleinsten VergréBerungsstufe
(2500x) analysiert, was ca. 100 bis 300 untersuchten Bakterien pro Behandlung entsprach.
Mithilfe von Matlab® wurden die Bilder zuerst in eine RGB-Farbskala konvertiert und auf Werte
zwischen 0 und 1 normiert. Die obersten 5% wurden als 1 gesetzt, die untersten 5% als 0 und
die dazwischenliegenden Werte wurden linear interpoliert. Der Bilduntergrund wurde
abgeschatzt und abgezogen. Die Zellen wurden anhand eines Schwellwertes erkannt. Dieser
wurde manuell gesetzt und war abhangig von der Zellzahl bei (50-90) % der Helligkeit. Mithilfe
von Ausfullalgorithmen wurde sichergestellt, dass die Zellen konvexe Objekte ohne Locher sind.
Alle mindestens 100 Pixel groBen Objekte wurden als Bakterien klassifiziert, ein Beispiel ist in
Abbildung 32 gezeigt. Nach der Entfernung von Ausreiler-Intensititen wurde die mittlere
Intensitat innerhalb der Bakterie als Schwellwert fiir die Grenze zwischen Nukleoid (hell) und
Zytoplasma (dunkel) verwendet. Das Verhaltnis zwischen der Flache des Nukleoids und einer
konvexen Hille um alle Nukleoidanteile wurde als Soliditdtsparameter S bezeichnet. Eine
Beispielabbildung mit verschieden geformten Nukleoiden ist im Kapitel 4.3.1 in der Abbildung
33 gezeigt. Kleine Werte von S bedeuten, dass der Nukleoid sehr fragmentiert vorliegt, wahrend
grof3e Werte einen kondensierten Nukleoid mit kompakter Form bezeichnen. Ein Soliditatswert
von 0.5 entspricht ungefahr der Soliditat des Nukleoids einer unbehandelten E. coli Bakterie

nach 4 Stunden Inkubationszeit.

Soliditatsparameter S
5$<0,5

Zytoplasma

Nukleoid

konvexe Hille
um Nukleoid

Abbildung 22: Beispiel fiir verschiedene Fragmentationsgrade des Nukleoids. Der
Soliditatsparameter S gibt an, wie kompakt der Nukleoid vorliegt.
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3.4.5 Berechnung der Strahlendosis

Die in Synchrotron-Experimenten verwendeten groflen Photonenfliisse erfordern eine
Abschatzung der in einer biologischen Probe deponierten Strahlendosis.®>® Um bei dieser
Berechnung den unglnstigsten Fall miteinzubeziehen wurde die Strahlendosis an der
strahlzugewandten Probenoberflache berechnet (Abbildung 23). Bei Proben in Suspension

wurde die Absorption des Probengefalles vernachlassigt.

Suspendierte Proben Kryogene Proben

(BioSAXS & USAXS) (HORST & U41-TXM)
Réntgenstrahl Réntgenstrahl

e _—>

Probe Probe
wadssrige Suspension in: amorphe Eismatrix TEM-Netzchem
BioSAXS: Glaskapillare Kohlenstofffilm

USAXS: RNA-Reaktionsgefalle

(Ansicht von der Seite) (Ansicht von der Seite)

Abbildung 23: Schema zur Abschatzung der Strahlendosis fiir suspendierte und kryogene
Proben. In beiden Fidllen wurde die Strahlendosis an der Position der groBten
Strahlenexposition abgeschatzt. Beide Schemas zeigen einen Schnitt entlang der Strahlachse,
also eine Seitenansicht. Die Gro8e der gezeigt Objekte ist nicht maBBstabsgetreu.

Nach Howells et al.®® kann die Strahlendosis D [Gy] einer Probe mit Dichte p [kg m?] und
Absorptionskoeffizient u [m™'] berechnet werden als:
_ HpyE

p

Die Probe wurde mit Photonen der Energie E [J] und der zweidimensionalen Photonendichte p,

D

[ph m?] bestrahlt. Die Photonendichte pro Flache wurde aus dem meist angegebenen
Photonenfluss [ph s m?] im Fokus und der Belichtungszeit [s] berechnet. Die Dichte p und die
Elementarzusammensetzung einer E. coli Bakterie wurde aus der Trockenzusammensetzung in
Abschnitt 4.5.8, Tabelle 5 als 1,1 g cm® mit einer Elementarzusammensetzung von
Coo9Ho610027No 010 abgeschatzt.'?'?* Die Elementarzusammensetzung wurde aus Angeben zur

trockenen Zusammensetzung und dem Wassergehalt errechnet.
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3.5 Verwendete Apparaturen

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen mit Réntgenstrahlung wurden ausschlief3lich
an Synchrotronstrahlungsquellen durchgefiihrt. Ausschlaggebend ist der hohe Photonenfluss
an Synchrotronquellen, der es ermdglicht die jeweiligen Experimente an Anlagen
durchzufiihren, die in ihrer jeweiligen Spezialisierung zu den besten der Welt gehoren
(Abbildung 24).

Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) wird vorwiegend im harten Rontgenbereich durchgefiihrt.
Hier ermdglicht es die hohe Eindringtiefe der Photonen in wassriger Probenumgebung zu
arbeiten. Die besondere Stdrke des BioSAXS-Apparatur ist der Probenroboter und die
automatische Datenverarbeitung, die es ermdglichen SAXS auf héchstem Niveau an einer
Vielzahl von Proben durchzufiihren. An der USAXS-Apparatur liegt die Spezialisierung auf der
Erfassung kleinster Winkel. SAXS kann so auch an groBeren Objekten oder liber einen weiten

GroBenbereich durchgefiihrt werden.

BioSAXS USAXS
- SAXS - SAXS bei sehr kleinen Winkeln
- Probenroboter

o

hohe Eindringtiefe, wéassrige Probenumgebung

T

harte Rontgenstrahlung, > 10 keV

!

weiche Rontgenstrahlung, < 10 keV

!

kryogene Probenumgebung im Wasserfenster bei ~ 510 eV

/\—k/’\

UE41-TXM HORST
-TXM-Tomographie - Flexible Apparatur
-TXM
- Ptychographie
- SAXS

Abbildung 24: Schematische Ubersicht iiber die Stirken der verschiedenen in dieser Arbeit
verwendeten Sychrotron-Apparaturen.

Rontgenmikroskopie wird vor allem im Wasserfenster und damit im weichen Rontgenbereich
durchgefiihrt. Das UE41-TXM erlaubt als eine der weltbesten Anlagen, Tomographie an
kryogenen biologischen Proben zu machen. Die Starke der Rontgenstreuapparatur HORST ist
die Flexibilitdt, die es ermdglicht von kryogenen Proben Aufnahmen mit TXM und

Ptychographie zu machen, sowie SAXS mit weicher Rontgenstrahlung.
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3.5.1 BioSAXS

Das BioSAXS-Strahlrohr P12 am Synchrotron PETRA Il (EMBL/DESY) in Hamburg ist fir
Kleinwinkelstreuung an Proteinen in wassriger Losung optimiert.” Der hohe Photonenfluss an
PETRA Il sowie Probenroboter'® und die automatisierten Auswertungsroutinen machen diese
Anlage zu einer der besten der Welt. Typischerweise wird ein g-Bereich von 0,05 nm™ -3,6 nm"'
untersucht, dies entspricht StrukturgréBen von 1 nm - 100 nm. Zentral fiir schnelle Messungen
ist der Probenroboter (Abbildung 25) der 20 pL der Probensuspension in eine Kapillare
injiziert.'”® Die geringe Probenmenge ist optimiert fiir die Arbeit mit wertvollen Proteinen. Hier
wird die Probe von Photonen mit einer Energie von 12,8 keV und einem Fluss von 10" Ph/s
beleuchtet. Die Grof3e des Fokus war 0,2 x 0,1 mm? (horizontal x vertikal) und beleuchtet etwa
eine Million Bakterien. Die gestreuten Photonen wurden mit einem Einzelphotonenzahler
(PILATUS 2M, Dectris, Baden, Schweiz) detektiert. Von jeder Probe wurden 20 Streubilder mit
einer Belichtungszeit von 0,05 s aufgenommen. Vor und nach jeder Messung wurde der
zugehdrige PBS-Puffer zur Untergrundkorrektur vermessen. Um sicherzustellen, dass keine

Strahlenschaden auftraten wurden alle Streukurven mit der ersten aufgenommenen Kurve

verglichen und gegebenenfalls verworfen."”'?

Abbildung 25: Bilder des BioSAXS-Strahlrohrs P12 bei PETRA Ill, Hamburg, Deutschland. Links:

Blick auf den Detektor und das evakuierte Flugrohr. Rechts: Der Probenroboter fiir die
Hochdurchsatzanalyse.

3.5.2 USAXS

Eines der besten Gerate weltweit fir Ultrakleinwinkelstreuung (USAXS), also die Auflésung von
kleinsten Winkeln ist die USAXS-Apparatur an der Advanced Photon Source (APS) in Argonne,
USA.™?¢12% Der Probenfokus liegt hier eher auf anorganischen Proben, z.B. die Blasenbildung in
Sprengstoffen.?® Bei einer Photonenenergie von 17 keV kann ein g-Bereich von 1,6x10° nm™ -
0,12 nm" aufgelost werden, das entspricht StrukturgréBen von 50 nm - 4000 nm. Der
Photonenfluss an der Probenposition betragt 10" Ph/s. Es gibt zwei Modi der Operation, ein
punktkollimierter Strahl (0,4 mm x 0,4 mm) mit einem Flachendetektor (Pilatus 100K, Dectris,

Baden, Schweiz) sowie ein mit einem Schlitz kollimierten Strahl (1 mm x 2 mm) zusammen mit
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einer Bonse-Hart Kamera'™ aus einem Si(111) Analysator-Kristall und einer Photodiode zur
Detektion.'”® Fur die in dieser Arbeit durchgefiihnrten Experimente wurde die letztere
Konfiguration verwendet. Die hohe Photonenenergie und die damit verbundene Eindringtiefe
erlaubte es, die Proben direkt in Eppendorff-Gefal3en zu beleuchten. Hierzu wurden die Proben
manuell im Strahl justiert. Die Daten wurden mit den NIKA-Skripten''® fur Igor Pro®

(Wavemetrics, Protland, USA) analysiert.

3.5.3 BESSY -TXM

Abbildung 26: a) Blick auf das Rontgenmikroskop UE41-TXM der Arbeitsgruppe von Prof.
Schneider bei BESSY II, Berlin. b) Schnitt (10 nm) durch das Tomogram einer murinen Krebszelle
mit vielen internen Zellorganellen. Hier sind die Mitochondrien (M), das endoplasmatische
Ritikulum (ER), Vesikel (V), Lysozyme (L) die Membran des Zellkerns (NM) und Membranporen
(NP) erkennbar. Die Lange des Skalierungsbalkens betragt 390 nm. Abbildung aus Schneider et
al., Nature Methods (2010), Nature Publishing Group.”®

Das Vollfeld-Rontgenmikroskop UE41-TXM der Arbeitsgruppe von Prof. Gerd Schneider am
Synchrotron BESSY Il in Berlin ermdglicht die Tomographie von kryogenen Proben.® Hierbei
wird eine Aufldsung von 70 nm in drei Dimensionen erhalten.”? Hierzu wird der eingehende
Rontgenstrahl mit einem Fluss von 2 X 10'* Ph/s in einem Fokus von 220 um mit einem
Kapillarkondensor weiter fokussiert, um dann die kryogene Probe zu beleuchten. Diese wird
anschlieBend von einer Objektiv-Zonenplatte auf einen Detektor abgebildet. Der Detektor war
eine CCD-Kamera (PI-SX:1300, Roper Scientific, Deutschland) und die Zonenplatte hatte einen
Durchmesser von 89,9 um, 561 Zonen und eine aduflerste Zonenbreite von 40 nm. Die
Photonenenergie von 510 eV erlaubte die Kontrastierung von kohlenstoffhaltigen biologischen

Material gegeniiber der umgebenden, amorphen Eismatrix.

Neben der Tomographie ermdoglicht die Apparatur auch ortsaufgeloste Spektroskopie

Absorptionskanten.’
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3.5.4 HORST

Ein GroBteil der Experimente im weichen Rontgenbereich wurde mit der Rontgenstreukammer
HORST (Holographische Rontgenstreuapparatur) durchgefiihrt.®® Das Innenvolumen der
Kammer betragt 75 cm x 60 cm X 100 cm (Breite x Hohe x Lange) und ist, verglichen mit
anderen Apparaturen sehr gerdumig und erlaubt eine groR3e Flexibilitdt in Bezug auf den Aufbau
des Experiments im Innenraum (Abbildung 27). Diese Flexibilitdt wird im aktuellen Aufbau
deutlich, der linsenlose, diffraktionsbasierte Mikroskopie (Ptychographie)**** mit einer
Aufldsung von 53 nm™% zonenplattenbasierte Rontgenmikroskopie (TXM) und
Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) ermdglicht. Mit diesen Methoden kann eine Probe in
kryogenen Umgebung untersucht werden. Hierbei ist das Design des Probenhalters wichtig. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde das aktuelle, 2. Design (Januar 2015) mit dem Vorgangermodell
(Oktober 2013) verglichen. Wahrend das 1. Design vibrationsanfallig war flihrte die Dampfung
der Eigenfrequenzen in 2. Design zu einer erheblichen Erhdhung der mechanischen Stabilitat
(Abbildung 28). Beide Designs enthalten alle fiir die verschiedenen Methoden kritischen
optischen Elemente. So muss fiir die Ptychographie Messungen der Strahl mit einer Lochblende
(B) zugeschnitten werden und nach Interaktion mit der Probe (C) frei propagieren. Bei
TXM-Aufnahmen bildet eine Objektivzonenplatte (D) die Probe auf den Detektor ab. Die
verwendete Zonenplatte, hergestellt von Anne Sakdinawat'*, hatte 280 Zonen, einem duf3eren
Durchmesser von 100 um und eine Breite der duflersten Zone von 80 nm. Die duBere
Zonenbreite ist limitierend fur die Auflosung.’*¢ SAXS bendtigt keine optischen Elemente, hier
muss der Rontgenstrahl frei propagieren kdnnen. Als Detektor diente eine CCD-Kamera
(DODX436-BN, Andor Technology Ltd., Belfast, UK) mit einer Flache von 27,6 x27,6 mm?
bestehend aus 2048 x 2048 Pixeln mit eine PixelgroBe von 13,5 x 13,5 um? Die
Rontgenstreukammer HORST wurde im Rahmen dieser Arbeit am Strahlrohr U49-2/PGM-1 bei
BESSY lI, Berlin betrieben. Hier hatte der einfallende Rontgenstrahl eine Intensitdt von 10" Ph/s

und war auf eine Flache von 80 um x 22 um fokussiert.'’

Flash 100pum 35 nm auf3en
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Abbildung 27: Blick ins Innere der Rontgenstreukammer HORST beim Aufbau am Synchrotron.
Zu sehen ist das 2. Probenhalterdesign (Nahaufnahme in Abbildung 28).

A - fokussierter Réntgenstrahl

B - Lochblenden fiir Ptychographie

C - Probe

D - Objektivzonenplatte

E - Probenhalter fiir kryogene Proben

F - Piezoelektrische Verfahrtische (Ptychographie)

Abbildung 28: Die Probenhalter fiir kryogene Proben in HORST ermdéglichen es an derselben
Probe Ptychographie, zonenplattenbasierter Rontgenmikroskopie und
Rontgenkleinwinkelstreuung durchzufiihren. a) Im ersten Design (Oktober 2013) waren die
Komponenten anfillig fiir Vibrationen. b) Das zweite Design (Januar 2015) verringerte die
Vibrationsanfilligkeit durch eine Dampfung der Eigenfrequenzen.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Wirksamkeit der Antibiotika

Bei der Untersuchung antibiotischer Wirkmechanismen ist es essentiell, vorher die richtige
Dosierung festzulegen. Zu hohe Konzentrationen bergen die Gefahr, dass sekundare
Wirkmechanismen auftreten, wahrend zu geringe Konzentrationen zu keiner antibiotischen
Wirkung flihren. Ein Standardparameter zur Untersuchung von Antibiotika ist die minimale
Hemmbkonzentration (MHK). Dieser ist als diejenige Konzentration eines Antibiotikums definiert,
die bei einer Zelldichte von 10° mlI"' ein Wachstum unterbinden kann. Hierzu wurden in einer
96-Titerplatte E. coli-Bakterien mit einer Zelldichte von 10° ml" mit einer Konzentrationsserie
eines Antibiotikums versetzt. AnschlieBend wurden die Bakterien Uber eine Nacht bei 37° C
inkubiert. Diejenige Antibiotikakonzentration bei der keine visuelle Tribung durch
Zellwachstum aufgetreten war ist die MHK. Fiir jedes Antibiotikum wurden mindestens drei
unabhdngige Messungen durchgefiihrt. Details zur experimentellen Durchfiihrung sind in
Abschnitt 3.2.3 beschrieben. Die Resultate der MHK sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Fir eine morphologische Untersuchung von E. coli-Bakterien wurde mehr Zellmaterial bené6tigt
als mit einer Zelldichte von 10° mlI' gewonnen werden konnte. Daher wurden diese
Untersuchungen mit einer Zelldichte von 10® mI" durchgefiihrt. Um bei dieser um Faktor 1000
hoheren Zelldichte eine antibiotische Wirkung zu erzielen, musste die Konzentration der
Antibiotika erhoht werden. Die Bestimmung der MHK ist bei einer Zelldichte von 10® mI" nicht
mehr mdglich, da die Lésung bereits getribt ist und ein Wachstum nicht detektiert werden
kann. Daher wurde die Wirkung der Antibiotika mithilfe von Abtétungskurven verfolgt. Hierzu
wurde eine beliebige Bakteriendichte verdiinnt (im konkreten Fall in Zehnerschritten, also 1:10,
1:100,...) und anschlieBend auf Ndhragar ausplatiert. Nach einer Inkubationszeit von 16
Stunden konnten bei einer passenden Konzentration die aus einzelnen Zellen gewachsenen
Kolonien gezahlt werden und auf die Dichte in der Ausgangslésung zuriickgerechnet werden.
So erhdlt man die Zahl der kolonienbildenden Einheiten (KBE), erfasst also nur die lebensfahigen
Bakterien.  Auf Basis der MHK  wurden  Abtotungskurven  verschiedener
Antibiotikakonzentrationen bei der fiir morphologische Experimente benétigten Zelldichte von
102 ml" aufgenommen. Ziel war ein Abtdtungsverhalten bei  minimaler
Antibiotikakonzentration bei gleichzeitiger dauerhafter Reduktion des Bakterienwachstums. So
wurde der fir die morphologischen Experimente relevante Zeitraum bis zu vier Stunden
Inkubationszeit untersucht. Der Messpunkt nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden stellte

sicher, dass es nicht zu einem erneuten Bakterienwachstum kam.
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Antibiotika MHK (10° Zellen) Rontgenkleinwinkelstreuung
(108 Zellen)

Ciprofloxacin 0,08 pg/ml 1 pg/ml
Rifampicin 12 pg/ml 100 pg/ml
Ampicillin 6,3 pg/ml 30 ug/ml

Cefepime 0,08 pg/ml 1 pg/ml
Piperacillin 6 pg/ml 60 pg/ml
Polymyxin B 3,1 yg/ml 10 pg/ml
Gentamycin 1,5 pg/ml 10 pg/ml
Kanamycin 1,5 pg/ml 10 pg/ml
Tetracyclin 1,5 pg/ml 30 pg/ml
Chloramphenicol 6,3 pg/ml 60 pg/ml
RLKRWWKFL 25 ug/ml 75 ug/ml

Tabelle 1: Ubersicht iiber die minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) der verwendeten
Antibiotika bei einer Bakterienkonzentration von (10°/ml). In den Rontgenstreuexperimenten
wurde aufgrund der hoheren Bakteriendiche (102/ml) eine 3 - bis 20-fach hohere Konzentration
verwendet.

Die Abtotungskurven der Antibiotika sind in Abbildung 29 gezeigt. Man sieht die Unterschiede
zwischen bakteriostatischen Antibiotika, bei denen die Zahl der Bakterien konstant bleibt aber
nicht weiter wachst. Dies sind Tetracyclin, Chloramphenicol. Kanamycin, Cefepime und
Piperacillin. Eine bakterizide Wirkung tritt bei Ampicillin, Gentamycin, Rifampicin, Polymyxin B
und dem kurzen kationischen Peptid (RLKRWWKFL) auf. Nach spatestens vier Stunden hatten
alle Antibiotika ihre Wirkung entfaltet. Mit Ausnahme von Polymyxin B und Peptid A tritt die
antibiotische Wirkung erst nach einiger Zeit ein, was ein Zeichen fiir eine angemessene

Dosierung ist.

Die Abtdtungskurven wurden bei verschiedenen Antibiotikakonzentrationen wiederholt und
immer weiter gesenkt, bis die minimale Konzentration, bei der eine Wirkung hervorgerufen
wurde erreicht war. Diese Konzentration sind in Tabelle 1 und die zugehérigen
Abtotungskurven in Abbildung 29 gezeigt. Die Konzentrationen liegen Faktor 3 — 20 (iber der
minimalen Hemmkonzentration und sind damit auch Einklang mit (blichen

Arbeitskonzentrationen der Antibiotika bei biochemischen Experimenten.'*®
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Abbildung 29: Abtétungskurven fiir verschiedene Antibiotika bei

—#— Unbehandelt
—v— Ampicillin
—— Gentamycin
—0— Kanamycin
—o— Cefepime
—<— Polymyxin B
—— Piperacillin

—#— Unbehandelt
——Tetracyclin
——Chloramphenicol
—— Rifampicin
—+— Ciprofloxacin
—v— Peptid

den experimentell

verwendeten Bakterienkonzentrationen (10® Bakt./ml). Die Zahl der kolonienbildenden
Einheiten (KBE) wurde mittels Ausplatieren bestimmt. Die Antibiotikakonzentration (Tabelle 1)
waren identisch zu den Konzentrationen der morphologischen Experimente. Jeder Messpunkt
wurde liber drei Messungen gemittelt und der angezeigte Fehler ist der Standardfehler des

arithmetischen Mittels. Die Linien zwischen den Messpunkten dienen der besseren Lesbarkeit.
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4.2 Kontrastmechanismen von TEM, TXM und SAXS

Bei der Untersuchung der bakteriellen Morphologie ist es essentiell die Kontrastmechanismen
der verschiedenen Mikroskopie- und Streutechniken zu berticksichtigen. Die verwendeten und
im Abschnitt 2 eingefiihrten Methoden umfassten Transmissionselektronenmikroskopie (TEM),

Rontgenmikroskopie mit Zonenplatten (TXM) und Kleinwinkelstreuung (SAXS).

SAXS und TXM verwenden keine Farbechemikalien und der intrinsische Unterschied in der
Elektronendichte der zelluldren Strukturen erzeugt den Kontrast. Eine etablierte bildgebende
Methode mit demselben Kontrast und Auflosung im Nanometer Bereich ist die
Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-TEM). Die internen Strukturen in einer
Bakterienzelle sind an einem Beispiel aus der Literatur®? in Abbildung 30 gezeigt. So sind die
Ribosomen, die DNS und die Zellmembranen gegen das elektronendarmere Zytoplasma
kontrastiert. Da ein E. coli-Bakterium kaum Metallverbindungen enthalt, ist davon auszugehen,

dass die vorliegenden Kontraste vor allem durch verdichtete Materie erzeugt werden.

i
gl":

Abbildung 30: Kryo-TEM Aufnahme von mit Chloramphenicol (25 pg/ml, eine Stunde)
behandelten E. coli Zellen. Die DNS ist vornehmlich im Nukleoid (N) lokalisiert. Die VergroB3erung
zeigt einen Schnitt durch die verdrillten Fasern. Die Ribosomen (R) nehmen weite Teile der
Flache auBBerhalb des Nukleoids ein. Sowohl die duere Membran (OM) als auch die Zytoplasma
Membran (CM) sowie der dazwischenliegende periplasmatische Raum sind schwacher
kontrastiert. Der Skalierungsbalken hat eine Lange von 200 nm, in der VergréoB8erung 10 nm.
Abbildung aus Eltsov et al., Journal of Structural Biology (2006), Elsevier.>>

Da auch SAXS und TXM auf intrinsischen Kontrasten basieren, sind die zugdnglichen
Zellkomponenten dieselben wie bei Kryo-TEM (Abbildung 30). Im Unterschied zu den
Dinnschnitten der TEM-Aufnahmen wurden die TXM-Messungen an ganzen E. coli Zellen in der
Projektion vorgenommen. Die in einem Diinnschnitt wie in Abbildung 30 gezeigt Kontraste
heben sich in Ubereinanderliegenden Ebenen wieder auf. Solange sich nicht ein in allen
Schnittebenen an derselben Stelle ein Kontrastgebendes Element befindet ist dieser in
Projektionsaufnahmen nicht zuganglich. Mit TXM-Tomographieaufnahmen kann dieses
Problem gel6st werden.® Auch in der Streumethode SAXS wird die gesamte Zellstruktur

integral untersucht und Inhomogenitaten in der Elektronendichte werden detektiert. Die
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Intensitat mit der eine Zellstruktur zum SAXS-Signal beitragt hdangt vom eingenommenen
Volumen und dem Streukontrast der Struktur ab. Die Zellmembranen nehmen nur ein kleines

Volumen ein und haben daher auch nur einen kleinen Beitrag zu SAXS-Signal.

Bei TEM, einer konventionellen Methode der Strukturaufklarung wurde durch Anfarben mit
Schwermetallen eine hohe lokale Elektronendichte erzeugt und damit Kontrast generiert. Beim
in dieser Arbeit verwendeten Standardprotokoll' wird die Probe zuerst mit Glutaraldehyd fixiert
und in einem zweiten Schritt mit Osmiumtetroxid®® nachfixiert und gefarbt. Anschliessend
wurde die Probe mit Uranylacetat gefarbt und alle Farbungen in einem letzten Schritt mit
Bleicitrat verstarkt. Osmiumtetroxid fixiert vor allem die Lipidstruktur einer Zelle und farbt dank
seiner hohen Elektronendichte vor allem die Doppelbindungen ungesattigter Fette sowie
Aminosduren mit ungeséattigten Kohlenstoffdoppelbindungen.”®®' Uranylacetat farbt Proteine
durch Bindung an die Carboxylgruppen und Amidgruppen.®? AuBBerdem bindet Uranylacetat an
die Phosphatgruppen von DNS und RNS.?' Bleicitrat dient Verstarkung der Farbung von
Osmiumtetroxid und Uranylacetat und lagert sich, so die Theorie, als positives lon nahe der
negativ geladenen, osmiumfixierten Zellteile an.?? Im Zuge der Fixierung und Farbung kommt
es in der bakteriellen Zelle zur Aggregation einzelner Ribosomen, so dass diese in

konventionellen TEM-Aufnahmen nicht unterscheidbar sind.>?

Im direkten Vergleich von SAXS mit angefarbten TEM Dinnschnitten erwartet man also, dass
die gleichen zellinternen Strukturen (Ribosome, DNS, Proteine) einen Kontrast verursachen. Die
relative Intensitat dieses Kontrasts wird allerdings durch die Farbung in den TEM-Aufnahmen

verzerrt dargestellt.
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4.3 Transmissionenelektronenmikroskopie (TEM)
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bietet die Méglichkeit, hochauflosende Bilder der
bakteriellen Morphologie an Diinnschnitten zu erhalten. Die Probenpraparation wurde in
Kapitel 3.3 beschrieben und die zu erwartenden Kontraste im vorangegangenen Abschnitt
diskutiert.

Die morphologische Anderung in E. coli Zellen wurde bei in den mikrobiologischen
Experimenten ermittelten Antibiotikakonzentrationen untersucht. Die in TEM-Aufnahmen eines
E. coli-Bakteriums sichtbaren Bestandteile sind in Abbildung 31 exemplarisch dargestellt. Zur
Kontrastierung wurden die Diinschnitte mit Osmiumtetroxid, Uranylacetat und Bleicitrat
gefarbt. Hierbei farbt Osmium Tetroxid vor allem Lipide und Proteine und damit Zellwand und
das proteinreiche Cytoplasma. Uranylacetat farbt vor allem DNS und RNS und damit auch die
aus RNS bestehenden Ribosomen. Bleicitrat verstarkt die Farbung der beiden anderen
Farbstoffe. Die Epoxidmatrix im Hintergrund der Aufnahmen ist hell, da (berschissige
Farbstoffe nach dem Farbevorgang ausgewaschen werden. In den TEM-Aufnahmen ist die DNS
in einem DNS-Plasma, dem Nukleoid, einem hellen Bereich im Zentrum, lokalisiert (Abbildung
31)."° Dieser Bereich ist arm an Proteinen, die starker gefarbt werden als DNS und RNS. Innerhalb
des Nukloids lassen sich jedoch einzelne DNS-Fibrillen erkennen. AuBerdem sind die duf3ere und
innere Membran sowie der dazwischenliegende periplasmatische Raum sichtbar. Einzelne
Ribosomen sind anders als in der Cryo-TEM Mikroskopie®? (Abbildung 30) hier nicht erkennbar,
da sie im Zuge von Fixierung und Farbung aggregieren.

Abbildung 31: TEM-Aufnahme einer mit Chloramphenicol behandelten E. coli-Bakteriums. Der
helle Bereich im Innern der Zelle ist das aufgrund eines geringeren Protein- und Lipidgehalts
schwacher gefiarbte DNS-Plasma, genannt Nukleoid (N). In der VergroBerung erkennt man
einzelne DNS-Fibrillen im Fokus. Gut kontrastiert sind die du3ere (AM) und innere Zellmembran
(IM) sowie der dazwischenliegende periplasmatische Raum. Der Skalierungsbalken hat eine
Lange von 1 um, in der VergréBerung 100 nm.

Tabelle 2 zeigt reprasentative TEM-Aufnahmen der mit Antibiotika behandelter E. coli-Bakterien

in unterschiedlichen VergréBerungen. Unbehandelte E. coli-Bakterien (Tabelle 2a) waren zu
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Beginn des Experiments (0 Stunden) gleichmaBig im Zytoplasma verteilt und an einigen
Transkriptionsfoki, an denen die Ribosomen synthetisiert werden lokalisiert. Nach vier Stunden
Inkubationszeit (Tabelle 2b) war der Nukleoid gleichmaBiger in der ganzen Zelle verteilt und
nahm eine groBere Flache ein. Das Bakterienensemble ist einheitlich, einige Bakterien sind
gerade in der Teilungsphase und deshalb liberlang. Die Zellmembran ist an allen Bakterien
intakt. Die Inhibierung der Proteinsynthese durch Tetracyclin oder Chloramphenicol (Tabelle 2c
und d) hatte eine Kondensation des Nukleoids im Zentrum der Bakterienzelle zur Folge. Die
Zellmembranen blieben intakt, im Nukleoid sind einzelne, dicht gepackte DNS-Fibrillen zu
erkennen. Aminoglykoside wie Gentamycin und Kanamycin (Tabelle 2c und d), die ebenfalls auf
die Proteinsynthese wirken, aber hauptsachlich zur Bildung von fehltranslatierten Proteinen
fuhren, hatten keinen Einfluss auf die Form des Nukleoids. Dieser war &hnlich der
Kontrollbakterie nach vier Stunden Inkubationszeit an verschiedenen Stellen in der Zelle
lokalisiert. Zusatzlich traten bei Gentamycin Verklumpungen der DNS-Fibrillen im Nukleoid auf.
Eine Behandlung mit dem DNS-Syntheseinhibitor Ciprofloxacin (Tabelle 2e) fiihrte zu einer
Verlangerung der einzelnen Zellen. In diesen Bakterienzellen konnte ein verringerter interner
Kontrast beobachtet werden. Rifampicin (Tabelle 2f), ein RNS-Synthese Inhibitor, bewirkte eine
sichtbare Ausdehnung des Nukleoids in der Zelle. Die einzelnen Fibrillen im Nukleoid sind
verteilter als in den Beispielen der Proteinsyntheseinhibitoren. Unterschiedliche
morphologische Anderungen waren fiir die B-Lactam Antibiotika feststellbar: Ampicillin
(Tabelle 2i) bewirkte eine Kondensation des Nukleoids, Cefepime (Tabelle 2j), eine Elongation
der Zelle und Piperacillin(Tabelle 2k), einen verminderten internen Kontrast. Die Form des
Nukleoids einer Cefepime oder Piperacillin Behandlung ist vergleichbar mit der unbehandelten
Kontrolle. Polymyxin B (Tabelle 2l) destabilisierte die Zellmembran, was sich in den TEM-
Aufnahmen durch eine undefinierte Membranstruktur mit vielen Blasen dufBerte. Der Nukleoid
verschwand und stattdessen bildeten sich stark gefarbte Strukturen, vor allem an den
Zellenden. Der unbekannte Mechanismus des antimikrobiellen Peptids (Tabelle 2m) flihrte
vereinzelt zur Bildung kleiner Blasen in der Zellmembran, die Integritdt der Membran blieb
jedoch weitgehend erhalten. Entlang der Zellwand und an den Enden der Zelle bildeten sich

stark gefarbte granulare Strukturen mit einem mittleren Durchmesser von ca. 75 nm.

Die gefundenen morphologischen Anderungen waren mit den in der Literatur vorgeschlagenen
Mechanismen im Einklang.**** So wurde beispielsweise die Kondensation des Nukleoids nach
einer Behandlung mit Chloramphenicol oder Tetracyclin bereits mit Fluoreszenzmikroskopie
und Kryo-TEM beschrieben.””'*" Da beide Antibiotika am Ribosom angreifen erscheint eine

direkte Interaktion mit der DNS im Nukleoid unwahrscheinlich.

Ein aktuelles Modell erklart die duBlere Form des Nukleoids Uber ein Gleichgewicht von
expandierenden und kompaktierenden Kraften.'?’*” Die Synthese und der Export von
Membranproteinen mussen in rdumlicher Nahe zur Zellwand geschehen. Da Proteinsynthese
(Translation) und RNS-Synthese (Transkription) gekoppelt stattfinden, sind bei aktiver
Proteinsynthese Teile des Nukleoids an die Zellwand assoziiert.>” Dies die expandierende Kraft
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aufgrund der sog. ,Transertion”. Kompaktierend wirkt die Verdrillung der DNS durch die Bildung
raumlich lokalisierte Schwerpunkte der RNS-Synthese (sog. Transkriptionsfoki), die besonders
bei der Synthese der Ribosomen auftreten.'” Nach erfolgter Hemmung der Proteinsynthese
durch Tetracyclin und Chloramphenicol entfillt die expandierende Kraft der Translation und die
kompaktierende Kraft der Transkription kondensiert den Nukleoid. Auch die Expansion des
Nukleoids nach einer Behandlung mit Rifampicin wurde mit Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen.'”** Auch Rifampicin interagiert nicht direkt mit der DNS im Nukleoid, sondern
die Inhibierung der Transkription fiihrt in der Konsequenz zu einer Entspannung der DNS und

damit zu einer gleichmafigeren Verteilung in der Zelle.*”

Die Elongation der bakteriellen Zelle nach einer Behandlung mit Ciprofloxacin ist auf die
Unfahigkeit der Bakterie eine Kopie ihrer DNS zu erstellen zurlickzufiihren. Es wird vermutet,
dass die meisten Zellbestandteile in Zuge der Zellteilung bereits dupliziert sind und die
Bakterien daher Uberlidnge hat.' Die Zerstérung der Zellmembran nach einer Behandlung mit

Polymyxin B ist auf dessen Wirkung als Detergenz zurtickzufiihren.*
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f) Kanamycin,
4 Stunden,
Protein Synthese

Aminoglykosid

g) Ciprofloxacin,
4 Stunden,

DNS Synthese
Inhibitor

h) Rifampicin,
4 Stunden,

Inhibierung der RNS
Synthese

i) Ampicillin,
4 Stunden,

B-Lactam

j) Cefepime,
4 Stunden,

B-Lactam
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

k) Piperacillin,

4 Stunden, :
B-Lactam (BN
)

=
Se’ed

y 87O,

K-

,

S 4,

- o aba
Neles &

[) Polymyxin B,
30 Minuten,

Zerstorung der

Zellmembran

m) Peptid,
30 Minuten,

unbekannt

Tabelle 2: Reprasentative TEM-Aufnahmen der antibiotischen Behandlungen bei verschiedenen
VergroBerungsstufen. Die Diinnschnitte (100 nm) wurden mit Osmiumtetroxid, Uranylacetat und
Bleicitrat angefarbt. Die Lange des Skalierungsbalkens in den Spalten von links nach rechts: 20 um,
1um, 0,5 pm.
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.3.1 Quantitative Bildanalyse

Die quantitative Bildanalyse wurde von Markus Reischl (Institut fir Angewandte Informatik
(IAl)), Karlsruhe Institut fiir Technologie (KIT) durchgefiihrt. Kern war die Formanalyse des
Nukleoids. Dessen Verteilung in der Bakterienzelle wurde mit einem Soliditatsparameter
beschrieben. Die Extreme sind ein kondensierter Nukleoid im Zentrum der Zelle und ein in der
gesamten Zelle verteilter Nukleoid (Abbildung 33). Da Bilder einzelner Bakterien durch die
Auswahl des Experimentators beeinflusst werden, wurden fiir diese Analyse die
Ubersichtsbilder mit einer hohen Anzahl an Bakterien verwendet. In einem ersten Schritt
wurden die Bakterien innerhalb eines Bildes erkannt (Abbildung 32) und anschlieend die Form

(S
beVielq
S 554 Wl

Abbildung 32: Beispiel fiir die Segmentierung und das Erkennen der einzelnen Bakterien in der
quantitativen Analyse. Die TEM-Aufnahme zeigt mit Tetracyclin behandelte E. coli-Bakterien. Alle
griin umrandeten Objekte wurden als Bakterien klassifiziert. Der Skalierungsbalken hat eine
Lange von 20 um.
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Der Nukleoid wurde anhand seiner hheren Helligkeit erkannt. Hierzu wurde 50 % der relativen
Intensitat innerhalb einer Bakterie als Schwellwert zur Nukleoiderkennung verwendet. Der
Fragmentierungsgrad oder Kompaktheit des Nukleoids wurde anhand eines
LSoliditatsparameters” beurteilt. Dieser berechnete sich aus dem Verhaltnis zwischen der Flache
des Nukleoids und einer konvexen Hiille um alle Nukleoidanteile. Beispiele fiir unterschiedliche
Soliditatswerte sind in Abbildung 33 gezeigt. Ein fragmentierter Nukleoid mit kleinem
Soliditdtsparameter war in unbehandelte E. coli (S = 0,36) in der exponentiellen
Wachstumsphase zu sehen. Bei unbehandelten E. coli nach 4 Stunden Inkubationszeit ist der
Nukleoid lokalisierter (S = 0,48). Die hochste Soliditat (S = 0,81) wurde nach einer Behandlung
mit den kurzen kationischen Peptid gefunden und ist hier auf das homogene Zellinnere
zuriickzufiihren. Das detaillierte Vorgehen der Analyse ist in 3.4.4 beschrieben. Hierbei wurden
fur jede Behandlung 5 TEM-Aufnahmen untersucht, wobei auf jeder zwischen 100 und 300

Bakterienzellen zu sehen waren.

Soliditatsparameter S

$<0,5

5>05

Zytoplasma

Nukleoid

konvexe Hiille
um Nukleoid

Kontrolle Oh

Peptid 30 min

Abbildung 33: Berechnung des Soliditatsparameters. Der Soliditdtsparameter S ist das
Verhaltnis der Flache des Nukleoids zur Flache einer konvexen Hiille um alle Nukleoidanteile.
Damit ist S ein Indikator dafiir, wie stark der Nukleoid fragmentiert ist. Unten sind Ausschnitte
aus den TEM-Aufnahmen mit der entsprechenden Soliditdt (obere rechte Ecke) gezeigt. Der
Skalierungsbalken hat eine Ldnge von 1 pm.

Die resultierenden Soliditatswerte des Nukleoids nach Antibiotikabehandlung sind in
Abbildung 34 gezeigt. Gezeigt sind die Mittelwerte der Soliditatswerte der aller
TEM-Aufnahmen sowie der Standardfehler des Mittelwerts. Klar erkennbar sind die starken
Veranderungen des Zytoplasmas nach einer Behandlung mit Polymyxin B und dem Peptid A.

Hier war kein Nukleoid mehr zu sehen, da sich das Zellmaterial in den stark gefarbten Bereichen
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

verdichtete. Die Kondensation des Nukleoids nach einer Behandlung mit Tetracyclin,
Chloramphenicol und Ampicillin fihrte zu einer Erhéhung des Soliditatsparameters undist auch
in den Einzelbildern sichtbar. Besonders stark fragmentiert war der Nukleoid bei den
Kontrollbakterien zu Beginn der Messungen sowie nach einer Behandlung mit Cefepime,
Piperacillin oder Gentamycin. Nach vier Stunden Inkubationszeit nahm der Nukleoid eine
korallenartige Form an mit lokal dichteren Teilen. Dies war auch nach der Behandlung mit
Ciprofloxacin, Kanamycin und Rifampicin zu beobachten.

Die verbleibenden Antibiotika veranderten die Form des Nukleoids relativ zur unbehandelten
Bakterie nur geringfiigig. So war der Nukleoid nach einer Behandlung mit Cefepime, Piperacillin
und Gentamycin &hnlich dem einer Bakterie in der exponentiellen Wachstumsphase
(Kontrolle Oh). Der etwas lokalisiertere Nukleoid im Ubergang zur stationiren Phase

(Kontrolle 4h) fand sich nach einer Behandlung mit Ciprofloxacin, Rifampicin und Kanamycin.

Diese Ergebnisse sind mit Literaturbefunden im Einklang. So ist die Kondensation des Nukleoids
nach einer Behandlung mit Tetracyclin, Chloramphenicol und Ampicillin ist bereits beschrieben
und einer verringerten Translationsaktivitat geschuldet (siehe Diskussion der Elnzelbilder)." '
Die in den Einzelbildern und in Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen in der Literatur's*
festgestellte Expansion des Nukleoids'” durch gehemmte Transkriptionsaktivitat (siehe
Diskussion der Einzelbilder) nach einer Behandlung mit Rifampicin, ist in der quantitativen
Bildanalyse nicht nachweisbar. In unbehandelten E. coli ist laut dem aktuellen Modell die
Aktivitdt der DNS-abhdngigen RNS-Polymerase (RNAP) bestimmend fir die Form des
Nukleoids.'®'” Bei unbehandelten E. coli in der exponentiellen Wachstumsphase ist die DNS
gleichmaBig in der Bakterienzelle verteilt. Die hohen Syntheseraten von Ribosomen fiihren zur
Bildung von lokalen Transkriptionsfoki in denen die Komponenten der Ribosomen in lokaler
Nahe zueinander synthetisiert und assembliert werden.” Wenn sich der Zellzyklus der
stationdren Phase anndherte, bildeten sich immer groBere Anlagerungen von DNS.*” Dieser

Ubergang ist auch in den TEM-Aufnahmen dieser Arbeit zu erkennen.
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Abbildung 34: Der Soliditatsparameter
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Nukleoids berechnet aus den

TEM-Ubersichtsaufnahmen. Polymyxin B und das Peptid wiesen aufgrund der Verinderung des
Zytoplasmas die starksten Unterschiede auf. Die Kondensation des Nukleoids nach einer
Behandlung mit Tetracyclin, Chloramphenicol und Ampicillin ist ebenfalls nachweisbar. Ein
stark fragmentierter Nukleoid findet sich bei den unbehandelten Zellen nach 0 h sowie nach
einer Cefepime, Piperacillin oder Gentamycin Behandlung. Der korallenartige Nukleoid einer
unbehandelten Zelle nach 4 h war ebenso bei Ciprofloxacin, Rifampicin und Kanamycin

vorhanden.
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.3.2 Fazit

Mit Transmissionselektronenmikroskopie konnten die morphologischen Anderungen der
unterschiedlichen Antibiotika visualisiert und beurteilt werden. Die stirksten Anderungen
traten nach einer Behandlung mit Polymyxin B und dem kurzen, kationischen Peptid auf. Hier
bildeten sich stark gefdrbte granulare Strukturen vor dem Hintergrund eines homogenen
Zytoplasmas. Im Unterschied zu Polymyxin B blieb nach einer Behandlung mit dem Peptid die

Zellmembran intakt.

Fir die weiteren Antibiotika war die Struktur der DNS im Zentrum der Bakterienzelle im sog.
Nukleoid entscheidend. Eine Behandlung mit Chloramphenicol, Tetracycin und Ampicillin
fuhrte zu einer Kondensation des Nukleoids in eine elliptische Struktur im Zellzentrum. Die
Befunde aus der Einzelbildanalyse konnten mit einer quantitativen Bildanalyse der
Nukleoidstruktur bestatigt werden (Abbildung 34). Eine Behandlung den (3-Lactamen Cefepime
und Piperacillin, dem Gyrase-Hemmer Ciprofloxacin und den Aminoglycosiden Gentamycin
und Kanamycin veranderte die Nukleoidstruktur nicht verglichen mit der unbehandelten
Bakterienzelle. Sie lassen sich zwischen dem stark fragmentierten Nukleoid der E. coli in der
exponentiellen Wachstumsphase und der korallenartigen Struktur der Nukleoids im Ubergang

zur stationdren Phase nach vierstindiger Inkubationszeit einordnen.
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4.4 Zonenplattenbasierte Rontgenmikroskopie

Die Vollfeldmikroskopie mit Zonenplatten (TXM von engl. Transmission X-ray Microscopy) im
weichen Rontgenbereich bietet die Moglichkeit, natirliche Elektronendichtekontraste
abzubilden und gleichzeitig Proben bis ca. 10 um zu durchdringen.®® Im sog. Wasserfenster'*
(284 eV - 543 eV) konnen kryogene Proben dank eines starken Kohlenstoffkontrasts bei
schwacher Sauerstoffabsorption untersucht werden. Eine kryogene Probenumgebung erlaubt
die Untersuchung von biologischen Proben in ihrer natiirlichen Umgebung. Die hydratisierte
Probe wird hier in amorphem Eis eingebettet. Die Vorteile gegenliber der
Elektronenmikroskopie sind, dass auf Diinnschnitte verzichtet werden kann und die Probe als
Ganzes abgebildet wird. In Kombination mit Rotationsprobenhaltern ist es mdoglich,
Tomographie mit einer Auflésung von bis zu 60 nm zu erhalten.'**'** Wenn ungefarbte Proben
verwendet werden, kann auf die lokale Materialdichte geschlossen werden. Somit ist TXM, eine
zu TEM komplementdre Methode, die es ermdglicht ein biologisches Objekt, z.B eine Zelle als

Ganzes zu betrachten und die lokale Zusammensetzung zu analysieren.'*

Die in der Arbeitsgruppe Rosenhahn entwickelte Rontgenstreukammer HORST ermdglicht
Vollfeldmikroskopie in Kombination mit Ptychographie und Kleinwinkelstreuung. Da die
Vollfeldmikroskopie ungefdrbte Proben verwendet werden, ist der Kontrastmechanismus
analog zu dem der Kleinwinkelstreuung. Dies ermdglicht in Korrelation mit TEM-Aufnahmen die
Identifikation von Strukturen mit erhdhter Elektronendichte in behandelten E. coli. Das Design
des multifunktionalen Probenhalters wurde in den letzten Jahren weiterentwickelt. Das von Dr.
Thomas Gorniak entwickelte zweite Design wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet mit der

Vorgangerversion und einem dezidierten Rontgenmikroskop verglichen.
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4.4.1 Bestimmung der Auflosungsgrenze an einer Teststruktur

Die Auflésungsgrenze des neuen Probenhalterdesigns in Kombination mit einer Zonenplatte
(Hergestellt von Anne Sakdinawat'**) mit 80 nm Durchmesser der duflersten Zone, wurde an
einer Siemensstern-Teststruktur (ATN/XRESO-50, NTT Advanced Technology Corporation,
Japan) bestimmt. Die Teststruktur besteht aus einer nanostrukturierten Tantalschicht auf einer
mit Ruthenium bedampften Siliziumnitrit Membran (Ru(20 nm/SiC(200 nm)/SiN(50 nm). Die
Teststruktur bestand aus einzelnen Balken, die als Ring angeordnet waren und am jeweils
inneren Ende eine definierte Breite haben (Abbildung 35).Die dueren Ringe mit 1 pm, 0,5 um
und 0,2 um StrukturgroBe waren gut auflosbar. Der zweitinnerste Ring mit 0,1 um war teilweise
sichtbar, wahrend der innerste Ring mit 50 nm-Strukturen nicht mehr aufgelést werden konnte.
Die Messungen wurden mit der Rontgenstreukammer HORST und dem zweiten
Probenhalterdesign am Strahlrohr U49/2 PGM-1 bei BESSY Il in Berlin durchgefiihrt. Die
Aufldsungsgrenze in vertikaler Richtung war 100 nm wahrend in horizontaler Richtung 200 nm
erreicht wurden. Limitierend fiir die Aufldsung in horizontaler Richtung waren vermutlich
Vibrationen des Probenhalters. Der weiterentwickelte Probenhalter verringerte dieses Problem
erheblich. Da die Auflésung durch die Geometrie der Zonenplatte auf 80 nm begrenzt war, ist
die Auflésung von 100 nm in horizontaler Richtung ein sehr gutes Ergebnis. Mit Zonenplatten,
die eine hohere Auflosung ermoglichen, wurden von Schneider et al. Tomographie’”® an
kryogenen, biologischen Proben mit einer Auflosung von 36 nm demonstriert. In
Transmissionsmessungen an Teststrukturen konnten Chao et al.”> Strukturen mit einer Grof3e
von 15 nm auflésen. Daher sollte nach einer weiteren Verbesserung der Vibrationsstabilitat auch
fur das HORST-TXM eine hohere Auflosung mit besseren Zonenplatten moglich sein.
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Abbildung 35: Volifeld-Zonenplattenmikroskopieaufnahme (TXM) einer Siemensstern-
Teststruktur bei einer Photonenenergie von 517 eV mit HORST am Strahlrohr U49/2 PGM-1,
BESSY II, Berlin. Die aus konzentrisch angeordneten Balken bestehende Teststruktur hat am
jeweils inneren Ende eines Balkens eine Breite von 1 pm, 0,5 um, 0,2 pm, 0,1 um, 0,05 pm. In der
VergroBerung sind die 0,1 um Balken in vertikaler Richtung auflésbar. In horizontaler Richtung
war die maximale Auflosung 0,2 pm. Der Skalierungsbalken hat eine Lange von 10 pum, in der
VergroBBerung 1 pm.
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.4.2 Maximal auflosbare Strukturen bei biologischen Proben

Im Unterschied zur aus dem Schwermetall Tantal bestehenden Testprobe haben biologische
Proben zumeist keine starken internen Kontraste. Gleichzeitig werden biologische Proben an
besten in ihrer natuirlichen Umgebung also in hydratisierter Form untersucht. Hierzu wurden die
Proben schockgefroren und sind eingebettet in eine Schicht von amorphem Eis (~ 10um). Dies
erhoht die Probendicke und kann zusammen mit den schwacheren internen Kontrasten eine
Limitierung flr die erreichbare Auflosung sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurden, unter
anderem, mit einem kurzen, kationischen Peptid behandelte E. coli-Bakterien untersucht. Dieses
Peptid induzierte, wie in den TEM-Aufnahmen in Kapitel 4.3 gezeigt, dichte granulare Strukturen
nahe der Zellmembran und an den Zellpolen (Abbildung 36). Auch in den TXM-Aufnahmen
waren diese sichtbar. Wahrend die 4 nm dicke Zellmembran nicht darstellbar war, so war es
moglich, die granularen Strukturen nahe der Zellmembran zu detektieren. In Abbildung 36 sind
eine kryogene TXM-Aufnahme gezeigt. Die Breite des Querschnitts zweier Bakterien (770 nm
und 880 nm) war im erwarteten Bereich von ca. 800 nm wie in den TEM-Aufnahmen. Die an der
Zellwand angelagerten Strukturen wiesen in den TEM-Aufnahmen eine Dicke von ca. 150 nm
auf. Um die Auflésung abzuschdtzen, wurden diese Strukturen an zwei Stellen untersucht
(Abbildung 36). Die grauen Flachen im Diagramm markieren die Breite der mit der Teststruktur
auflésbaren 200 nm. An kryogenen biologischen Proben konnte also abschatzungsweise eine

mit der Teststruktur vergleichbare Auflosung erzielt werden.
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Abbildung 36: Kryogene TXM-Aufnahme von mit einem kurzen, kationischen Peptid behandelten E. coli
bei 517 eV am Strahlrohr U49/2 PGM-1, BESSY II, Berlin. Die granularen, an der Wand und den Enden der
Zellen angelagerten Strukturen sind auch bei intrinsischem Elementkontrast sichtbar. Als Vergleich ist
eine TEM-Aufnahme gezeigt. Die Querschnitte zweier Bakterien zeigen eine verstirkte Absorption im
Bereich der Zellwand. Die Breite dieser Abschnitte waren ca. 150 nm. Der Skalierungsbalken hat eine
Lange von 5 pm, in der VergroBerung und der TEM-Aufnahme 1 um.
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4.4.3 Vergleich von U41-TXM und HORST-TXM

Die gezeigte Auflosung wurde mdglich durch die Entwicklung eines neuen Probenhalters durch
Dr. Thomas Gorniak, beschrieben in Abschnitt 3.5.4. Zentraler Punkt im Vergleich zum ersten
Design war die Dampfung der Eigenfrequenzen, was durch eine Reduktion von Vibrationen eine
hohere Auflosung ermoglichte. Wahrend die Belichtungszeit mit dem ersten
Probenhalterdesign minimal gehalten werden musste und im Mittel nur eines von fiinf Bildern
verwendbar war, waren mit dem zweiten Probenhalterdesign auch Aufnahmen mit
Belichtungszeit von 1 s und ldnger moglich, ohne dass einzelne Bilder verwackelt waren
(Abbildung 37).

Die Auflosung des HORST-TXM wurde mit einem dezidierten Vollfeld-Zonenplattenmikroskop
verglichen. Die Experimente hierzu wurden am Mikroskop U41-TXM, BESSY II, Berlin in
Kooperation mit der Gruppe von Prof. Schneider durchgefiihrt.®*”®> Auch dieses Mikroskop wird
im sog. Wasserfenster betrieben. Ein elliptischer Kapillarkondensor sorgt fiir eine gleichmafige
Probenbeleuchtung. Mit einer Objektiv-Zonenplatte (Durchmesser 89,9 um, 561 Zonen,
duBerste Zonenbreite 40 nm) wurde das Bild auf den CCD-Detektor (PI-SX:1300, Roper Scientific,
(1340 x 1300) Pixel, je (20 x 20) um?) projiziert. Die Photonenenergie betrug 510 eV (2,43 nm)
und war somit vergleichbar mit der bei HORST verwendeten Wellenldange. An dieser Anlage
wurde bei Tomographiemessungen eine isotrope Auflosung von 50 nm erreicht.”? Griinde fir

diese bessere Auflosung ist die kleinere Breite der duBersten Zonen der Zonenplatte.

Als Vergleichsobjekte dienten hier mit Ciprofloxacin behandelte E. coli-Bakterien. In den
Aufnahmen erkennt am HORST-TXM erkennt man abgekapselte Bereiche innerhalb der
bakteriellen Zelle. Am dezidierten Rontgenmikroskop U41-TXM konnte zusdtzlich der
periplasmatische Raum zwischen Zellwand und Zellmembran aufgeldst werden (Abbildung 37).
Dies war mit dem HORST-TXM nicht moglich, zudem hatte die Breite dieser Struktur hatte hier

nur einen Pixel umfasst.
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a) TXM, HORST Probenhalter 1. Design

Abbildung 37: Vergleich von kryogenen TXM-Aufnahmen des ersten und zweiten
Probenhalterdesigns in HORST und einem dezidierten Rontgenmikroskop (U41-TXM, BESSY,
Berlin). Die HORST-TXM Messungen wurden am Strahirohr U49/2 PGM-1, BESSY II, Berlin bei
einer Photonenenergie von 517 eV durchgefiihrt. Das zweite Probenhalterdesign besitzt durch
die Dampfung der Eigenfrequenzen eine bessere mechanische Stabilitidt. Dies ermdglichte
langere Belichtungszeiten. Das dezidierte Rontgenmikroskop (U41-TXM) hat durch einen
zusatzlichen elliptischen Kapillarkondensor eine gleichméaBigere Probenausleuchtung und eine
hohere Auflosung durch eine Zonenplatte mit 40 nm duBBerer Zonenbreite. Die Photonenenergie
war 510 eV. Die nach einer Ciprofloxacinbehandlung abgekapselten Bereiche (A) innerhalb einer
Bakterie sind auch in den mit dem HORST-TXM aufgenommenen Bildern erkennbar. Die
Darstellung des periplasmatischen Raums (PR) zwischen Zellwand und Zellmembran ist nur mit
dem dezidierten Rontgenmikroskop moglich. Die Skalierungsbalken haben in den HORST-TXM-
Aufnahmen (a,b) eine Ldnge von 5 pm (linke Spalte) bzw. 1 pm (rechte Spalte). Bei den
Aufnahmen bei U41-TXM (c) sind es 2 pm (linke Spalte) und 0,5 pm (rechte Spalte).
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4.4.4 Strahlendosis

Eine Motivation fiir den Einsatz einer kryogenen Probenumgebung bei bildgebenden Verfahren
mit Rontgenstrahlung ist die Reduktion der Strahlenschaden.®*'* Dies bedeutet in der
Konsequenz, dass eine hohere Strahlendosis appliziert werden kann,*” da die es nach dem
Rose-Kriterium® ermdglicht, eine hohere Auflosung mit bildgebenden Verfahren zu erreichen.
Zur Berechnung der Strahlendosis wurde angenommen, dass sich die Probe an

strahlzugewandten Seite der Eismatrix befindet und somit der maximalen Dosis ausgesetzt ist.

STRAHLENDOSIS AM HORST-TXM

Fir die Berechnung der Strahlendosis der TXM-Messungen mit HORST am Strahlrohr
U49/2-PGM-1 bei BESSY I, Berlin wurde angenommen, dass der Photonenflussvon 2 x 10" ph s’
! gleichmaBig im Fokus (80 um x 100 um, h x v) des Strahlrohrs verteilt ist.'*” Die FokusgréBe
wurde durch die Breite des Austrittsspalts definiert, der im vorliegenden Experiment 100 pm
weit war. Die Dichte einer ganzen E. coli Bakterie wurde in Abschnitt 4.5.8 in Tabelle 5 als
1,1 g cm™ mit einer Elementarzusammensetzung von CooeHo610027No010 abgeschatzt und hat bei
einer Photonenenergie von 517 eV eine Absorptionslange von 2,4 um. Die Expositionsdauer
nach mehreren Aufnahmen auf 5 s geschatzt. Details zur Rechnung sind im Abschnitt 3.4.5

erlautert.

Die Strahlendosis am HORST-TXM betrug 4 x 10° Gy. Nach Howells et al.* werden hier
Strahlenschaden auf einer Gréf3enordnung von unter 1 nm erwartet. Da die Auflésungsgrenze
des Experiments 100 nm betrug miuissen Strahlenschaden bei der Interpretation nicht

beruicksichtigt werden.

STRAHLENDOSIS AN U41-TXM

Zur Berechnung der Strahlendosis der Experimente am U41-TXM, BESSY I, Berlin wurden die
gleichen Annahmen getroffen wie bei der Berechnung der Dosisrechnung mit dem
HORST-TXM. Der in der Probenposition betrug 3 x 10" ph s um™. Bei einer Photonenenergie
von 510 eV hatte eine E. coli Bakterie eine Absorptionslange von 2,4 um. Die gesamte

Belichtungszeit wurde als 10 s abgeschatzt.

Die Strahlendosis an U41-TXM betrug 9 x 107 Gy und ist damit fiir StrukturgréBen von unter
2 nm relevant. Nach dem Rose-Kriterium kdnnen Strukturen mit einer Gré8e von bis zu 20 nm
abgebildet werden. Da die Auflésung in diesen Experimenten etwa 70 nm betrug spielen

Strahlenschaden keine Rolle.
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4.4.5 Korrelation von TXM mit TEM

Da die mit Schwermetallen gefdarbten TEM-Aufnahmen den natlrlichen Kontrast der
Elektronendichte nur unzureichend wiedergeben, sind die ungefarbten, kryogenen, mit dem
HORST-TXM aufgenommenen Bilder von besonderem Interesse, da der natiirliche Kontrast auch
in den SAXS Messungen zum Tragen kommt. In den TEM-Aufnahmen kommt der Kontrast durch
die Farbung von Proteinen, Lipide und DNS zustande. Im Gegensatz dazu basiert der Kontrast
der TXM-Aufnahmen auf dem intrinsischen Kontrast im Wasserfenster (hier bei 517 eV).
AuBerdem ist zu berlicksichtigen, dass es sich bei den TEM-Aufnahmen um Diinnschnitte mit
ca. 100 nm Dicke handelt, wahrend in den TXM-Aufnahmen die Projektion einer ganzen Zelle
zu sehen ist. Als Folge davon konnen allerdings sich aufhebende Kontraste in verschiedenen

Ebenen nicht berlicksichtigt werden.*

In Abbildung 38 sind die TXM-Aufnahmen den TEM-Aufnahmen gegeniibergestellt. In der
unbehandelten Bakterienprobe ist die DNS in der Zelle als verteilter Nukleoid kontrastiert. Dies
ist in den Projektion der TXM-Aufnahmen nicht erkennbar, da einerseits der Kontrast zu gering
war und sich in den unterschiedlichen Ebenen wieder aufhebt. Eine Bestdtigung fiir den
geringen Kontrast boten die Aufnahmen des Nukleoids nach einer Bahandlung mit
Chloramphenicol und Tetracyclin. Hier befand sich zentral in der Bakterienzelle ein
kondensierter, lokalisierter Nukloid der bei ausreichendem Kontrast auch in der Projektion der
TXM-Aufnahmen sichtbar sein sollte. Die homogene Intensitat der E. coli in den
TXM-Aufnahmen deutet darauf hin, dass der Nukleoid keine Unterschiede in der Materialdichte

aufweist.

Die Grof3e und auBere Form der Bakterienzelle ist in beiden Mikroskopiemethoden gleich
abgebildet. Die nach einer Ciprofloxacinbehandlung eintretende Elongation der bakteriellen
Zelle ist ebenfalls mit beiden Mikroskopiemethoden erkennbar. Die abgekapselten Bereiche
sind nur in den ungefarbten TXM-Aufnahmen sichtbar. Dies geht mit einem sichtbaren Bruch
der Zellmembran einher (siehe Abbildung 37c, U41-TXM). Dieser Vorgang kdnnte auch die in
den TEM-Aufnahmen auffdllige starke Farbung vieler Zellen erkldren. Die
Schwermetallfarbstoffe dringen durch die Briiche in der Zellmembran ein und farben die Zelle
stark an. Dass dieser Vorgang die Verteilung des Nukleoids nicht beeinflusst zeigt die
quantitative Bildanalyse bei der die Soliditat des Nukleoids gleich zur unbehandelten Kontrolle
war. Die in den TEM-Aufnahmen kontrastierte innere und duf3ere Zellmembran ist in den TXM

Bildern nicht erkennbar.
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Abbildung 38: Vergleich von TEM- und kryogenen TXM-Aufnahmen mit Antibiotika behandelter
E. coli-Bakterien. Die TXM-Messungen wurden mit dem HORST-TXM am Strahlrohr U49/2 PGM-
1, BESSY II, Berlin bei einer Photonenenergie von 517 eV durchgefiihrt. Der in den TEM-
Aufnahmen sichtbare Nukleoid ist in den TXM-Aufnahmen nicht erkennbar. Dass der natiirliche
Elementkontrast des kondensierten Nukleoids zu schwach ist, um diesen vom umgebenden
Cytoplasa abzuheben, zeigt sich an den Aufnahmen von mit Chloramphenicol behandelten
E. coli-Bakterien. In einigen der mit Ciprofloxacin behandelten Zellen erkennt man in den
TXM-Aufnahmen abgekapselte Bereiche. Die Skalierungsbalken in den Spalten von links nach
rechts: 10 um, 1 um, 5 um, 1 um.

Die morphologischen Veranderungen der Zellen infolge einer Behandlung mit Polymyxin B und
dem antimikrobiellen Peptid sind sowohl in TEM als auch in TXM sichtbar (Abbildung 39). Nach
einer Behandlung mit dem kurzen kationischen Peptid bildeten sich stark gefarbte, granulare
Strukturen entlang der Zellwand und an deren Enden. Da diese Strukturen auch in den TXM-
Aufnahmen sichtbar waren, zeigen sie tatsachlich eine gegeniiber der restlichen Zelle erhohte
Elektronendichte. Da die Zellen ungefarbt sind korreliert diese erhdhte Elektronendichte mit
einer erhohten Materialdichte. In der Projektion des TXM ist auBerdem erkennbar, dass sich
diese Bereiche erhohter Elektronendichten stets an den Enden der Zelle befanden. Die nahe der

Zellmembran lokalisierten Strukturen wiesen in beiden Mikroskopiemethoden eine Dicke von
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ca. 100 nm - 150 nm auf. Als Folge der bei Polymyxin B und dem Peptid benétigten starken
Zentrifugation enthielten die Proben vermutlich auch ausgetretenes Zellmaterial. Auch nach
einer Behandlung mit Polymyxin B erkennt man in den TXM-Aufnahmen eine Konzentration von
Material an den Zellenden sowie eine leere Bakterienhullen mit stark kontrastierter Zellwand,

analog zu den TEM-Aufnahmen.

TEM XM

a) Peptid

Abbildung 39: TEM- und kryogene TXM-Aufnahmen von E. coli-Bakterien nach einer Behandlung
mit Polymyxin B und dem kurzen kationischen Peptid. . Die TXM-Messungen wurden mit dem
HORST-TXM am Strahlrohr U49/2 PGM-1, BESSY lI, Berlin bei einer Photonenenergie von 517 eV
durchgefiihrt. Nach einer Behandlung mit dem Peptid sind vor allem an der Zellwand (M) und an
den Enden der Zelle (A) granulare Strukturen mit beiden Mikroskopiemethoden sichtbar. Da
diese Strukturen in den TXM-Aufnahmen erkennbar sind, handelt es sich um eine Erh6hung der
Elektronendichte und damit auch der Materialdichte in diesen Bereichen. Auch nach einer
Behandlung mit Polymyxin B treten granulare Strukturen (B) an den Zellenden auf und sind mit
beiden Mikroskopietechniken sichtbar. In den TXM-Aufnahmen erkennt man auch die leere
Bakterienhiillen mit stark kontrastierter Zellwand (C). Die Skalierungsbalken in den Spalten von
links nach rechts: 10 pm, 1 pm, 5 pm, 1 pm.
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4.4.6 Fazit

Die Rontgenmikroskopie mit Zonenplatten in der Streukammer HORST konnte durch
Verwendung eines optimierten Probenhalterdesigns an einer Testprobe eine Auflésung von
100 nm in vertikaler und 200 nm in horizontaler Richtung erreichen. Grund fiir die
unterschiedliche Auflésung in den Raumrichtungen sind vermutlich Vibrationen. Die
verbesserte Stabilitdt des Probenhalters ermdglichte auBerdem langere Belichtungszeiten, da
Storungen durch Vibrationen deutlich verringert werden konnten. Im Vergleich mit dem
dezidierten Rontgenmikroskop U41-TXM, BESSY, Berlin sind sowohl die verwendete

Zonenplatte als auch der Detektorabstand limitierend.

Auch bei ungefarbten, kryogen fixierten E. coli-Bakterien konnte eine Auflosung von 150 nm
erzielt werden. Im direkten Vergleich mit TEM-Aufnahmen ist es mit TXM-Aufnahmen maoglich,
lokalisierte Unterschiede in der Materialdichte von angefarbten Kontrasten zu unterscheiden.
Am Beispiel von mit einem neuen kationischen Peptid behandelten E. coli-Bakterien haben die
granularen Strukturen nahe der Zellwand und in den Polen der Zelle eine erhohte
Materialdichte. Die nach einer Behandlung mit Chloramphenicol im Zentrum der Zelle
kondensierte DNS war zu schwach kontrastiert um in den ungefarbten TXM-Aufnahmen
erkennbar zu sein. Fur die Interpretation der Kleinwinkelstreudaten bedeutet dies, dass die
auBere Struktur des Nukleoids aufgrund des geringeren Kontrasts nur einen eingeschrankten
Beitrag zur Streukurve leistet, wahrend die granularen Strukturen nach einer Behandlung mit

dem Peptid oder Polymyxin B einen grof3en Beitrag haben.
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4.5 Kleinwinkelstreuung an mit Antibiotika behandelten E. coli

Die morphologischen Veranderungen in eines E. coli-Bakteriums als Folge einer antibiotischen
Behandlung lassen sich wie in den beiden vorangegangenen Kapiteln beschrieben mit
bildgebenden Verfahren untersuchen. Die herausragende Eigenschaft bildgebender Verfahren
ist, dass man Unterschiede direkt ,sehen” und damit auch interpretieren kann. Allerdings stellt
sich auch stets die Frage inwiefern das individuelle Objekt das gesamte Ensemble repradsentiert.
Wenn es aber darum geht, Strukturverdanderungen auf einer an einer gro8en Anzahl von
Objekten zu quantifizieren stoBen bildgebende Verfahren oft an ihre Grenzen. Mit
Streumethoden™' konnen viele Objekte gleichzeitig untersucht werden, was zu statistisch
fundierten Ergebnissen fiihrt. Gleichzeitig sind bei biologischen Proben kleinere Strukturgrof3en
bis hin zu einem Nanometer zuganglich. Ein weiterer Vorteil ist die Probenvorbereitung, die in
wassriger Suspension erfolgen kann. Streumethoden sind also kein Ersatz zu bildgebenden
Verfahren sondern eine komplementare Methode mit der mittlere Objekteigenschaften besser

bestimmt werden kénnen.

Mit Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) hat man die Mdoglichkeit, interne Bestandteile
biologischer Systemen zu untersuchen.?* Der erfasste GroBenbereich bei den meisten auf
Proteinstrukturen spezialisierten Strahlrohren®'" liegt im Bereich von 1 nm bis 100 nm. An
spezialisierten Ultrakleinwinkelstreustrahlrohren'*'*” kénnen durch die Erfassung sehr kleiner
Streuwinkel Strukturen bis zu einer GréBe von 5 um erfasst werden. Dies ist ausreichend fiir die

duBere Struktur von E. coli-Bakterien.

Die antibiotikainduzierten morphologischen Veranderungenin E. coli-Bakterien wurden an zwei
Strahlrohren  durchgefiihrt, die Zugang zu unterschiedlichen morphologischen
GroBBenbereichen bieten. Am BioSAXS Strahlrohr'” bei PETRA Ill in Hamburg, Deutschland
betrug der erreichbare g-Bereich 0,05 nm™ bis 3,5 nm™, was im Realraum Strukturgréen von
< 120nm, also Strukturen innerhalb von Bakterien, entspricht. In den Messungen an der
Ultrakleinwinkelstreuapparatur (USAXS)'?* am Strahlrohr ID15 der Advanced Photon Source
(APS), Argonne, USA konnte der g-Bereich von 0,01 nm™ bis zu 0,002 nm™ untersucht werden,

das entspricht Realraumstrukturen von bis zu 3,2 um.

In Kombination ermdéglichen Experimente an beiden Apparaturen eine gemeinsame

Betrachtung von duBeren und inneren Strukturen der Bakterien.
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4.5.1 Reproduzierbarkeit der Streuexperimente

Ein entscheidendes Kriterium fiir die Verwendbarkeit jeder experimentellen Methode ist ihre
Reproduzierbarkeit sowie die Reproduzierbarkeit der Probenvorbereitung. Um beides
nachzuweisen wurde wahrend zweier unterschiedlicher Messkampagnen je eine Probe
unbehandelter E. coli-Bakterien mit Kleinwinkelstreuung am BioSAXS-Strahlrohr P12 vermessen.
Beide Streukurven sind in Abbildung 40a gezeigt und wurden auf gleiche Bakteriendichten
normiert. Im Bereich von 0,05 nm™ bis 1,4 nm™ sind sie in der logarithmischen Darstellung
deckungsgleich. Das linear aufgetragene Verhdltnis beider Messkurven ist in Abbildung 40b
gezeigt und ist unter 10% ftir Werte bis 1,4 nm™. Die bei g-Werten von ca. 0,1 nm auftretenden

Schwankungen sind vermutlich die Folge eines anders positionierten Strahlfangers.

a ° b 1,5
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Abbildung 40: SAXS Messungen unbehandelter E. coli-Bakterien in verschiedenen
Messkampagnen am BioSAXS-Strahlrohr P12 bei PETRA Illl in Hamburg, Deutschland. Die
Photonenenergie war in beiden Messungen 12,8 keV. a) Streukurven unbehandelter
E. coli-Bakterien, normiert auf gleiche Bakteriendichte. b) Der relative Unterschied beider
Messungen ist bis zu g-Werten von ca. 1,4 nm™ kleiner als 10%.
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4.5.2 Normierung der Bakteriendichte

Im Experiment treten Unterschiede in der Bakteriendichte auf. Im untersuchten Zeitraum von
vier Stunden verzehnfachte sich beispielsweise die Bakteriendichte der unbehandelten Proben,
wahrend das Wachstum nach einer Antibiotikabehandlung zum Erliegen kam. Fiir einen
direkten Vergleich wurden identische Bakteriendichten bendtigt. Daher wurde die Intensitat der
Streukurven durch Multiplikation mit einem konstanten Faktor auf identische Zelldichten
normiert. Ein ahnliches Verfahren ist bei Rontgenstreuung an Proteinen im Einsatz.*® Das
Intervall zwischen 1,2 nm™ und 1,4 nm™ eignete sich zur Normierung, da es zwischen dem durch
Antibiotikawirkung veranderten Bereich (< 1,2 nm™) und dem in vielen Proben auftretenden
starken Rauschen (> 1,4 nm’) befindet. Der Median der Intensitdt dieses Bereichs wurde
berechnet und auf die Referenz, unbehandelte E. coli-Bakterien nach 4 Stunden Inkubationszeit

normiert.

Mithilfe einer Verdinnungsreihe wurde verifiziert, dass sich bei den vorliegenden
Bakteriendichten durch die Normierung die Form der Streukurve nicht verandert. Die nicht
normierten  Streukurven einer Verdiinnungsreihe unbehandelter E. coli-Bakterien
(Abbildung 41a) wiesen gleiche Kurvenformen bei unterschiedlichen Intensitaten auf. Das
Streusignal nimmt zu groferen Streuwinkeln (grof3eren g-Werten) hin exponentiell ab. Bei
groBerer Verdiinnung verschwinden die groBeren g-Werte zunehmend im Rauschen. Nach
einer Normierung (Abbildung 41b) haben die Kurven die gleiche Intensitat. Ebenfalls gut zu
erkennen ist, dass mit einer zunehmenden Verdiinnung das Rauschen bei héheren g-Werten

starker wird.
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Abbildung 41: Kleinwinkelstreuung unbehandelter E. coli-Bakterien in verschiedenen
Verdiinnungen. Die Photonenenergie lag bei 12,8 keV. a) Streukurven unbehandelter
E. coli-Bakterien in verschiedenen Verdiinnungen in PBS-Ruffer vor der Normierung. Das
Untergrundrauschen ist gut zu erkennen. Mit abnehmender Zelldichte in der Losung nimmt die
Anzahl zu hohen g-Werten gestreuter Photonen bei ansonsten identischen experimentellen
Bedingungen ab. b) Die normierten Streukurven haben eine identische Intensitidt und einen
gleichen Kurvenverlauf bei kleinen Streuwinkeln (kleine g-Werte) und eine mit der Verdiinnung
zunehmendem Rauschen bei gleichen ¢g-Vektoren. Die Messungen wurden am

BioSAXS-Strahlrohr P12 bei PETRA Il in Hamburg, Deutschland bei einer Photonenenergie von
12,8 keV durchgefiihrt.
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4.,5.3 Strahlendosis

Wie bei allen Experimenten, die auf der Anwendung von starker Réntgenstrahlung basieren ist
es auch bei Kleinwinkelstreuung notwendig, die Strahlendosis abzuschatzen.'*® Zwar werden an
der BioSAXS von Strahlenschdaden betroffene Streukurven automatisch verworfen am
USAXS-Stahlrohr jedoch nicht. Im Vergleich zu bildgebenden Verfahren wird die Information
Uber probeninterne StrukturgréBen (iber viele Objekte gemittelt und ist daher vom
Rose-Kriterium® fir bildgebende Verfahren unabhangig. Die Strahlendosis wurde fir eine
Bakterie abgeschatzt, die wahrend der gesamten Messung an der strahlzugewandten Seite der
Probenkapillare befindet. Dies entsprach der héchstmaoglichen Strahlendosis, vernachlassigt
wurde, dass die suspendierten Bakterien zwischen zwei Belichtungen durch die Ldsung
diffundieren kénnen. Die Bakteriendichte der Suspension ist mit 1 x 10" ml”" zwar relativ hoch,
es wird jedoch nur 3 % des Probenvolumens von E. coli Zellen eingenommen. Daher kann die

Abschwachung durch andere Bakterien im Strahl ebenfalls vernachlassigt werden.

STRAHLENDOSIS AM BIOSAXS-STRAHLROHR

Zur Berechnung der Strahlendosis am BioSAXS-Strahlrohr wurde angenommen, dass der
Photonenfluss von 5 x 10" ph s gleichmaBig im Fokus (100 um x 200 um) des Strahlrohrs
verteilt ist.'**'?¢ Die Dichte einer ganzen E. coli Bakterie wurde in Abschnitt 4.5.8 in Tabelle 5 als
1,1 g cm? abgeschatzt und hat bei einer Photonenenergie von 12,8 keV eine Absorptionsldnge
von 4300 pum. Von jeder Probe wurden 20 Streubilder mit je 0,05 s Belichtungszeit
aufgenommen, was einer gesamten Expositionsdauer von 1 s entspricht. Details zur Rechnung
sind im Abschnitt 3.4.5 erlautert.

Die berechnete Strahlendosis am BioSAXS-Strahlrohr betrug 1 x 10° Gy und ist fur die hier
erfassten Strukturgré8en von bis zu 1 nm unbedenklich. Nach Howells et al.** kénnen bei dieser
Strahlendosis sogar Strukturen, kleiner als 0,1 nm sind interpretiert werden. Fiir Strukturgrof3en

von 1 nm ist demnach eine Dosis von 3 x 10’ Gy tolerabel.

STRAHLENDOSIS AN DER USAXS-APPARATUR

Zur Berechnung der Strahlendosis am USAXS-Apparatur (Ergebnisse werden ab Abschnitt 4.5.6
diskutiert) wurden die gleichen Annahmen getroffen wie bei der Berechnung der Strahlendosis
am BioSAXS-Strahlrohr. Der Photonenfluss betrug im Fokus (0,4 mm x 2 mm) 1 x 10" ph 57,1212
Bei einer Photonenenergie von 17 keV hatte eine E. coli Bakterie eine Absorptionslange von
9600 pum. Eine Messung in der schlitzkollimierten Geometrie mit einer Photodiode dauerte
7505.'%

Die berechnete Strahlendosis an der USAXS-Apparatur betrug 2 x 10° Gy und ist fir die hier
erfassten StrukturgroBen von bis zu 60 nm unbedenklich. Nach Howells et al.*® konnte bei diesen

Strukturgrof3en eine Strahlendosis von bis zu 4 x 10° Gy appliziert werden.
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4.5.4 Antibiotikainduzierte Verdanderung der Morphologie
Rontgenkleinwinkelstreuung liefert reproduzierbare und, wenn die Messungen richtig normiert
sind, auch vergleichbare Streukurven. Somit kann eine morphologische Anderung auf einer
Langenskala von internen Zellkomponenten (3 nm - 100 nm) untersucht werden. Da im Zuge
jeder antibiotischen Behandlung essentielle biochemische Abldufe in einer bakteriellen Zelle
gestort werden, kommt es vielfach zu einer Anderung der inneren Morphologie die sich in der
Kleinwinkelstreukurve manifestiert. In Abbildung 42 sind beispielhaft am BioSAXS Strahlrohr
aufgenommene Kleinwinkelstreukurven von E. coli-Bakterien nach einer Behandlung mit
Chloramphenicol (inhibiert die Proteinsynthese) und Rifampicin (inhibiert die RNS-Polymerase)
zusammen mit der unbehandelten Kontrolle gezeigt. Im Graphen eingebettet ist das Verhaltnis
der Streuintensitaten von behandelten zu unbehandelten Bakterien, welches qualitativ die
Veranderungen der unterschiedlichen StrukturgréBen deutlich macht. Diese Effekte konnen
eine direkte Folge des Antibiotikums, die Stressantwort des Bakteriums oder eine Mischung
beider Effekte sein.
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Abbildung 42. Kleinwinkelstreukurven von unbehandelten E. coli-Bakterien (schwarz), nach
einer Behandlung mit Chloramphenicol (rot) und Rifampicin (blau). Im Graphen eingebettet ist
das Verhiltnis der Streuintensitiaten von behandelten (/(q)ven) zu unbehandelten Proben
(/(q)unben.). Die Streukurven wurden wie in Abschnitt 4.5.2 beschrieben normiert. Die Messungen
wurden am BioSAXS-Strahlrohr P12 bei PETRA Ill in Hamburg, Deutschland bei einer
Photonenenergie von 12,8 keV durchgefiihrt.

Qualitativ betrachtet fiihrte eine Behandlung mit Rifampicin zu einer Zunahme der
Streuintensitaten, was auf eine Vergroberung der internen Struktur hindeutet. Eine besondere
Zunahme zeigte sich im Bereich von Grof3enstrukturen zwischen 15 nm und 25 nm. Diese
Streuung liegt im GroBenbereich von Ribosomen.™ AuBlerdem war ein Anstieg der
Streuintensitat im GroBenbereich zwischen 70 nm und 90 nm zu beobachten. In der Zelle sind
in dieser GroBenordnung vor allem (ibergeordnete Faserstrukturen der DNS prasent.>® Im
Gegensatz dazu fihrte Chloramphenicol zu einer Abnahme der Streuintensitat, was auf weniger
Zellmaterial in den Bakterien hindeutete. Hier fand der Abnahme in der Gré8enordnung von
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Faserstrukturen der DNS im Nukleoid statt (zwischen 80 nm und 100 nm). Auch in einem
GroBenbereich von 10 nm bis 14 nm, was dem typischen Durchmesser was dem Durchmesser
eines DNS-Strangs Histon-dhnlichen Proteinen entspricht wurde eine verringerte

Streuintensitat beobachtet.3*

4.5.5 Analyse der Kurvensteigungen

Die im vorangegangen Kapitel durchgefiihrte beispielhafte qualitative Analyse sto3t schnell an
ihre Grenzen. Ein Teil der gemessenen Réntgenstreukurven lassen sich mit einem Modell fir
fraktale Strukturen (Kapitel 2.3.3) beschreiben. Wenn in einem Objekt fraktale Strukturen
vorliegen bedeutet dies, dass die Form der Objekte Uber einen bestimmten GroBenbereichs
hinweg adhnlich ist.'®" Bei Kleinwinkelstreuung zeigt sich dies, wenn die doppellogarithmische
Auftragung einer Kleinwinkelstreukurve lineare Abschnitte enthalt. Dann kann eine sog. ,Porod-
Analyse”, durchgefiihrt werden: Lineare Abschnitte wurden mit einem Potenzgesetz /(q) « g®
modelliert.'”® Die fraktale Dimension p ermdglicht eine Aussage Uber die Oberflaichen- und
Volumenstruktur eines Objekts. Ein Wert von 4 deutet auf eine glatte Oberflaiche mithomogener
Volumenstruktur hin, Werte zwischen 3 und 4 auf eine raue Oberfliche, ein sog.
Oberflachenfraktal und Werte zwischen 1 und 3 auf ein Volumenfraktal hin.'*> Dieses Modell
konnte auf die Streukurven von E. coli-Bakterien nach einer Behandlung mit Polymyxin B
(zerstort die Zellwand) und dem kurzen kationischen Peptid (unbekannter Mechanismus)
angewandt werden. Als Beispiel sind in Abbildung 43a SAXS-Kurven beider Behandlungen nach
einer Stunde Inkubationszeit gezeigt. In einem g-Bereich von 0,1 nm™ bis 0,35 nm™', was Gro3en
von 20 nm bis zu 60 nm im Realraum entspricht, ist eine Porod-Analyse mdglich. Die fraktale
Dimension anderer Inkubationszeiten sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Die fraktale Dimension
beider Behandlungen lagen mit 2,0 bis 2,5 im Bereich eines Volumenfraktals.** In den
TEM-Aufnahmen zeigte sich, dass in beiden Fallen stark gefarbte Strukturen existieren, die im
Falle des Peptids Granulen mit etwa 75 nm Durchmesser aufweisen. Diese fraktalen Strukturen
lieBen sich jedoch nicht bei anderen Behandlungen oder der unbehandelten Bakterienzelle
nachweisen. Die mittlere Steigung der verbleibenden Streukurven lie sich aber durch
Potenzfunktionen mit 1,3 < p < 1,9 abschatzen (Abbildung 43b). Diese Steigungen lassen
ebenfalls auf ein Volumenfraktal schlieBen.’™ Das bedeutet, dass die fixierten Bakterienzellen
im Inneren eine lockere Struktur haben. Dies ist vergleichbar mit der lockeren Struktur einer

Polymerkette (p = 1,5).'
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Abbildung 43: Fraktalanalyse der Kleinwinkelstreukurven mit Antibiotika behandelter
E. coli-Bakterien. a) Streukurven mit Polymyxin B oder dem Peptid behandelter E. coli-Bakterien
nach 60 min Inkubationszeit. Die markierten Abschnitte wurden mit einer ,Porod-Analyse”
untersucht. Die fraktalen Dimensionen p der Streukurven im Intervall von 0,1 nm™ bis 0,35 nm"
(20 nm - 60 nm) sind ebenfalls gezeigt. b) Streukurven aller anderen Antibiotikabehandlungen
sowie der unbehandelten E. coli-Bakterien (hervorgehoben). Die mittlere Steigung dieser
Kurven ldsst sich durch Potenzfunktionen eingrenzen. Die Messungen wurden am

BioSAXS-Strahlrohr P12 bei PETRA Ill in Hamburg, Deutschland bei einer Photonenenergie von
12,8 keV durchgefiihrt.

Antibiotikum Inkubationszeit Fraktale

[min] Dimensionp
Polymyxin B 15 1,97
30 2,03
60 2,13
240 2,47
Peptid 15 2,27
30 2,53
60 2,24

Tabelle 3: Porod-Analyse der mit Polymyxin B und dem kurzen, kationischen Peptid behandelten
E. coli-Bakterien im Intervall von 0,1 nm™ bis 0,35 nm™ (20 nm - 60 nm). Die fraktale Dimension p
liegt im Bereich eines Volumenfraktals Die Messungen wurden am BioSAXS-Strahlrohr P12 bei
PETRA lll in Hamburg, Deutschland bei einer Photonenenergie von 12,8 keV durchgefiihrt.
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4.5.6 Die auBBere Form der Bakterienzelle

Um die durch Antibiotika hervorgerufenen Veranderungen in der Bakterienzelle quantitativ zu
betrachten, muss ein geeignetes Modell entwickelt werden. Hierzu wird die Streuinformation
von interner Zusammensetzung und aufBlerer Struktur der Bakterien bendtigt. An der
USAXS-Apparatur (Advanced Photon Source, Argonne, USA) wurde in Kooperation mit Trevor
Willey die duf3ere Struktur der Bakterienzellen vermessen. Hier zeigt das sog. ,Guinier-Plateau”

(Abbildung 45) bei kleinen g-Werten, dass die groBten streuenden Strukturen erfasst wurden.

Zur Interpretation der Streukurven wurde ein Modell der Bakterienzelle mithilfe der
+RENA”-Makros'" fiir das Programm Igor® (WaveMetrics Inc., Portland, USA) entwickelt. Hierbei
wurde die experimentelle Streukurve mit einem Modell aus glatten Kugeln (oder anderen

Formen) mit homogener Dichte beschrieben.

1@ =Y 1805e@ Y Felam)l’ () Nebe(mar, — ©
k ik
Der Strukturfaktor Si(q) wurde als eine verdiinnte Losung angenommen (S = 1). Dies ist moglich,
da mit SAXS nur Unterschiede im Streukontrast gegeniiber dem Hintergrund der fixierten
Zellmatrix beobachtet wurden. Die Streukurve /(g) wurde modelliert als Summe k verschiedener
Korper mit Streukontrast |Ap|?. Die Form der Kérper im Fourierraum wurde mit einem
Formfaktor F(q,r) beschrieben, Vi war das Volumen eines Korpers. Die Polydispersitat Pi(r) der
Korper wurde hier durch eine Normalverteilung als Funktion des Radius ri dargestellt. Nrwar die
Gesamtzahl der Korper. Hieraus lieBen sich zwei wichtige Informationen extrahieren, einmal die

Anzahlverteilung
N(r) = Ny P(r) (10)
welche die Anzahl der Koérper mit Radius r beschrieb. P(r) war eine Normalverteilung um den
mittleren Radius R mit einer Standardabweichung c:
o~ (r—R)?/(20%)
oV2m

Ein handlicheres MaB ist die Volumenverteilung f(r), die sich aus der Anteilverteilung berechnen

P(r) = (11)

lasst. Die Volumenverteilung f(r) = V(r) N(r), gibt an welches Volumen von die Korper des
entsprechenden Radius einnahmen. In der Praxis wird meist mit Volumenverteilungen
gearbeitet und um eine einfachere Skalierung zu erreichen wurde der Parameter B, der Beitrag

eines Korpers zum Gesamtvolumen eingefiihrt.
f@) =B P(r) 12)

In Abbildung 44 sind die Eigenschaften eines solchen Modells an simulierten Streukurven
dargestellt. Die Position des 1. Minimums gibt Aufschluss liber die vorliegende Strukturgrée.

Die hoheren Ordnungen dieses Minimums werden in Abhangigkeit der Monodispersitat der
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Probe gedampft. Das Aspektverhdltnis des Korpers lasst sich aus der Kurvenform des

Guinier-Plateaus modellieren.

o

3
3x10 T T

Intensitat [(b.E.]
=
T
L
Volumenverteilung [b.E.]

il

10 107 _ 10 10° 10
Streuvektorg [n m ] Radius [nm]
—— Kugeln mit 300 nm Radius, & = 10 nm

—— Zylinder mit 400 nm Radius, & = 40 nm, Aspektverhaltnis: 4.

Abbildung 44: Beispielmodelle von glatten Kugeln und Zylinder. a) Simulierte Streukurve von
glatten Kugeln mit einem Radius von 300 nm und einer Standardabweichung von 10 nm (blau)
sowie einem Zylinder mit einem Aspektverhiltnis von 4 mit einem Radius 400 nm, und einer
Standardabweichung von 40 nm. (rot) Der Zylinder ist 3200 nm lang, bei einer
Standardabweichung von 320 nm. b) Volumenverteilung beider Modelle. Der Volumenbeitrag
ist in beiden Féllen identisch. Eine Beispielsimulation fiir monodisperse Zylinder und Kugeln ist
in Abbildung 17 in Kapitel 2.3.3 gezeigt.

Die dullere Form der E. coli Zelle lie} sich als Zylinder mit festgelegtem Aspektverhaltnis
modellieren. Die Modellierung der duf8eren Form von Bakterien, die mit Chloramphenicol und
Ciprofloxacin behandelt wurden sind in Abbildung 45 gezeigt. Die Ubersicht (iber die
Ergebnisse des Fits befindet sich in Tabelle 4. Der Streukontrast relativ zum umgebenden
Wasser flir eine ganze E.  coli-Bakterie wurde aus Literaturangaben zur

Trockenzusammensetzung'?® und zum Wassergehalt'** abgeschatzt als |Ap|* = 0,66 x 10° cm*.

Das Zylindische Modell zeigte die Verlangerung der E. coli Zellen als ein von 2 auf 4 erhéhtes
Aspektverhdltnis. Eine Behandlung mit Tetracyclin fiihrte zu einer VergréBerung des Mittleren
Radius der Bakterien um 30 nm auf 450 nm bei einem konstanten Aspektverhaltnis. Eine
Behandlung mit Rifampicin und Chloramphenicol bewirkte eine Verklirzung der Zellen, was sich
in einem Aspektverhaltnis von 1 ausdriickte. Dies ist nicht realistisch und zeigt, dass das Modell
eines Zylinders mit festem Aspektverhdltnis noch nicht das perfekte Modell fiir eine
Bakterienpopulation ist. Zum Vergleich wurden dieselben Informationen lber Durchmesser
und Aspektverhiltnis ebenfalls aus TEM-Aufnahmen extrahiert. Hierbei wurden nur Zellen zu
vermessen, die in der Schnittebene zur Ganze erfasst wurden. Die im Modell der
USAXS-Streubilder erhaltenen Trends sind grundsatzlich auch in den TEM-Aufnahmen zu
beobachten. So fiihrten auch hier Chloramphenicol und Rifampicin zu einer Verringerung des
Aspektverhiltnisses wahrend Ciprofloxacin dasselbe erhohte. Allerdings wurde das
Aspektverhdltnis im Modell der SAXS-Kurven in Vergleich zu den TEM-Aufnahmen systematisch

als zu niedrig wiedergegeben. Auch der mittlere Radius R des zylindischen Modells ist
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systematisch kleiner als der halbe Durchmesser der Bakterien in den TEM-Aufnahmen, zeigte
aber die gleichen Trends. Hier flihrte eine Behandlung mit Chloramphenicol, Tetracycline oder

Rifampcin zu einer Verbreiterung der Bakterienzelle.
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O Chloramphenicol Q‘“qﬁ::’
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Ciprofloxacin
Modell Cip. )

0,001 0,01

Streuvektor g [nm™]

Abbildung 45: USAXS-Streukurven mit Antibiotika behandelter E. coli und die Modellierung
ihrer auBeren Form. Dargestellt sind die Streukurven unbehandelter E. coli (Kontrolle) sowie
nach einer Behandlung mit Chloramphenicol oder Ciprofloxacin. Das Modell ist jeweils ein
Zylinder mit einem Aspektverhdltnis von 2 (Kontrolle)) 1 (Chloramphenicol) und 4
(Ciprofloxacin). Die Kurvenform vor dem 1. Minimum beschreibt die Form des Objekts, die Lage
des 1. Minimums die GroBe und die Dampfung hoheren Ordnungen des 1. Minimums die
Monodispersitat. Die Kurven wurden zur besseren Sichtbarkeit gegeneinander verschoben.

Antibiotikum Aspektverh. Mittlerer Std. Abw.o  Aspektverh. Radius

Zylinder Radius R[nm] [nm] (USAXS) TEM TEM [nm]
(USAXS) (USAXS)
Unbehandelt 2 418+10 40+ 10 371038 450 £ 40
Chloramphenicol 1 441 £10 32+10 26+06 550+ 70
Tetracyclin 2 450+ 10 34+10 32+0,7 55070
Rifampicin 1 455+ 10 40+ 10 32+1,2 600 £+ 60
Ciprofloxacin 4 430£10 35+10 56+14 360+ 70

Tabelle 4: Modellierungsparameter der duBeren Form der Bakterienzelle als Normalverteilung von
Zylindern mit festgelegtem Aspektverhaltnis. Die Verteilungsbreite um den mittleren Radius gibt
die Monodispersitit der Verteilung an. Die angegebenen Fehler der Modellierung wurden durch
Variation der Parameter abgeschatzt.
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4.5.7 Kombinierte Streuinformation von USAXS und BioSAXS

Die am BioSAXS-Strahlrohr und an der USAXS-Apparatur gemessenen Kleinwinkelstreukurven
Uberlappen, so dass die Information beider Streusignale kombiniert werden kdnnen. Dadurch
konnte gleichzeitig die dullere Form der Bakterie und das Bakterieninnere ausgewertet werden.
Der Unterschied des Streukontrasts |Ap|* zwischen Photonenenergien von 12,8 keV (BioSAXS)
und 17 keV (USAXS) ist etwa 0,01 % und kann daher vernachlassigt werden (Abbildung 46). Die
Bakteriendichte bestimmt den maximalen Streuwinkel des USAXS-Instruments. Daher

unterscheidet er sich zwischen einzelnen Messungen.
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Abbildung 46: Streukontrast |Ap|* von E. coli Zellen in Wasser. (Tabelle 5) Der Unterschied im
Streukontrast bei den unterschiedlichen Photonenenergien von BioSAXS (12,8 keV) und USAXS
(17 keV) ist vernachldssigbar gering, der Unterschied ist etwas 0,01%. Berechnet mit dem
»~Scattering Contrast Calculator” Modul der IRENA-Makros fiir Igor Pro®.

In Messungen an mit Chloramphenicol behandelten E. coli-Bakterien Uberlappten die
g-Bereiche (0,005 nm™ bis 0,01 nm™) von USAXS und BioSAXS (Abbildung 47). Die Steigung im
Bereich der Uberschneidung war identisch. Bei den Daten der BioSAXS-Messungen wurden die
auf gleiche Bakteriendichte normierten Kurven verwendet. An der Streukurve in Abbildung 47
lasst sich ausserdem feststellen, dass die Streukurve der USAXS-Aperatur nur die
Streuinformation der duBeren Form enthalt. Es gibt keinen Hinweis auf lbergeordnete
Strukturgroflen (100 nm - 500 nm) in der Bakterienzelle, also auBerhalb des am
BioSAXS-Strahlrohr zuganglichen g-Bereichs. Dies bestatigt die Beobachtung, dass der Nukleoid
der mit Chloramphenicol behandelten Bakterien in den TXM-Aufnahmen nur einen schwachen
bzw. gar keinen Kontrast zeigt. Fiir die verbleibenden Streukurven ohne Uberschneidung wurde
die duBere Form der USAXS-Streukurven modelliert und in den g-Raum der BioSAXS-
Experimente extrapoliert. Die Steigung der Streukurven des extrapolierten Modells stimmten

mit der initialen Steigung der BioSAXS-Kurven uberein.

86



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
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Abbildung 47: Streukurven von mit Chloramphenicol behandelten E. coli gemessen an der
USAXS-Apparatur (17 keV, Advanced Photon Source, Argonne, USA) und am BioSAXS Strahlrohr
P12 (12,8 keV, PETRA lll, Hamburg, Germany). Die Datensétze iiberschneiden sich und zeigen in
diesem Abschnitt die gleiche Steigung. Mithilfe des iiberschneidenden Bereichs lassen sich
beide Datensétze relativ zueinander skalieren.
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4.5.8 Modell der inneren Struktur von E. coli

Auf Basis der zusammengefiigten Streukurven, die kombiniert sowohl die duBBere Hiille wie die
innere Bakterienstruktur enthalten, konnte nun auch die interne Zusammensetzung der E. coli
Zellen modelliert werden. Das Modell ist analog zu dem der duBeren Hiille, allerdings gibt es
einige Einschrankungen: Zur Bestimmung des Formfaktors musste man fir jede zelluldre
Komponente das Guinier-Plateau sowie den weiteren Verlauf der Streukurve isoliert betrachten.
Da in der Streukurve einer ganzen Bakterie aber nur die Summe der Komponenten zuganglich
ist, wurde die Form der internen Zellkomponenten als einfachste Form, also glatte Kugeln
angenommen. Eine Normalverteilung glatter Kugeln um einen mittleren Radius R wird im

Folgenden als Population bezeichnet und, beginnend bei der kleinsten Kugel nummeriert.

In einem ersten Schritt wurde manuell ein passendes Modell erstellt, welches die Form der
Streukurve wiedergibt. In einem zweiten Schritt wurden der mittlere Radius R und der
Volumenbeitrag B aller Populationen mit der Methode der kleinsten Quadrate optimiert. Die
Fehler der Intensitdtswerte /(g) sind die Standardabweichung einer Poisson-Verteilung der
gemessenen Photonenintensitaten eines g-Werts. In der Modellierung gewichten diese Fehler
die Abweichungen des Modells von der gemessenen Streukurve. Die Polydispersitat der
Zellkomponenten, also die Standardabweichung o der Normalverteilung einer Population
konnte nur bei der kleinsten Komponente und der duBBeren Form bestimmt werden. Fir die
beiden mittleren Populationen musste die Breite aufgrund von sich liberlagernden Beitragen

abgeschatzt werden.

FEHLERABSCHATZUNG DER MODELLIERUNG

Der mittlere Radius R und der Volumenbeitrag B einer Streukurve wurden mithilfe der Methode
der kleinsten Quadrate optimiert. Hierbei stellt sich die Frage nach der Prazision dieser
Modellierung und des Fehlers von mittlerem Radius R und Volumenbeitrag B. Um diese
Prazision abschdtzen zu konnen wurde ein Parameter z.B. der mittlere Radius R in einem
geeigneten Intervall um das Fitresultat variiert. An jedem Punkt wurden R und B aller
Populationen neu optimiert und die Summe der Abweichung von Model und Fit y? berechnet.
Eine Standardabweichung um den Idealwert von y? wird als Fehler bezeichnet. Ein Beispiel
hierfir ist ein Abbildung 48 gezeigt: Um den Fehler des optimierten mittleren Radius R (4,2 nm)
der zweiten Population unbehandelter E. coli zu bestimmen wird der Radius im Intervall
zwischen 3,6 nm und 4,8 nm variiert. An jedem Punkt werden R und B aller Populationen (ausser
dem festgelegten R der zweiten Population) mit der Methode der kleinsten Quadrate optimiert.
Am optimierten mittleren Radius ist y? = 5610. Bei einer Standardabweichung ist y? = 5714.
Dies entspricht einem mittleren Radius R von 4,55 nm und 3,89 nm und wird als Unsicherheit
des Fits bezeichnet. Bei einer schlechteren Ubereinstimmung von Modell und Streukurve wére
die Funktion y2(R) flacher, da mehrere Lésungen akzeptabel wiren und der Bereich von einer

Standardabweichung um den Idealwert wiirde einen weiteren Bereich umfassen.
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Abbildung 48: Fehlerabschdtzung der Modellierung am Beispiel des mittleren Radius der
zweiten Population (DNS) unbehandelter E. coli-Bakterien. Der mittlere Radius R der Verteilung
wurde variiert und die Parameter aller Verteilungen optimiert. 32 ist die Summe aller Fehler. Die
Fehlerlimits sind eine Standardabweichung um den Idealwert.

Die Modellierung einer unbehandelten E. coli-Zelle ist in Abbildung 49 gezeigt. So liel3 sich die
Form der Streukurve I(g) als Summe von vier Populationen darstellen (Abbildung 49a). Die
Volumenverteilung (Abbildung 49b) zeigt welchen Anteil die jeweiligen Populationen am
eingenommenen Volumen hatten. Die Anzahlverteilung (Abbildung 49c¢) gibt die Zahl der
Korper mit dem jeweiligen mittleren Radius an. Da die absolute Intensitat (wird Gblicherweise
mit einem Glaskohlenstoffstandard kalibriert) nicht bekannt war, sind die Angaben in Anzahl
und Volumenverteilung nicht normiert und miissen daher relativ zueinander betrachtet

werden.

Die drei Populationen an zellinternen Komponenten stimmen in ihren mittleren Radien gut mit
der Grof3en wichtiger Zellkomponenten (iberein. So entsprach Population 1, Kugeln mit einem
mittleren Durchmesser von 3,5 nm, dem Gro3enbereich vieler Proteine die in einer E. coli Zelle
im Mittel einen Durchmesser von 3 nm haben.”™' Population 2 war mit einer GréBe von 9 nm
nahe am Durchmesser eines elementaren Bausteins des Nukleoids, die mit Histidin-ahnlichen
Proteinen bestlickte DNS (10 nm).3** Die dritte Population ist mit einem Durchmesser von
26 nm ist der Grof3e eines Ribosoms'™° (Literatur 21 nm) sehr dhnlich. Die vierte Population gab
schlieBBlich die im vorangegangenen Abschnitt diskutierte duBere Form der Bakterienzelle
wieder. Die Streukontraste der einzelnen Zellkomponenten wurden aus Literaturdaten zu
Dichte und Elementarzusammensetzung abgeschatzt und sind in Tabelle 5 gezeigt. Die
Berechnung wurde mit dem ,Scattering Contrast Calculator” Modul der IRENA-Makros fiir Igor
Pro® durchgefiihrt Mithilfe dieser abgeschatzten Streukontraste wurde das Modell der internen

Zusammensetzung verbessert (Abbildung 49a-c).
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Abbildung 49: Modellierung der zusammengesetzten Streukurven von E. coli-Bakterien,
gemessen an der USAXS-Apparatur und dem BioSAXS-Strahlrohr (bei 17 keV bzw. 12,8 keV). a)
Modellierung der Streukurve unbehandelter E. coli-Bakterien mit vier Streupopulationen. Diese
konnten den Zellbestandteilen (Proteine, DNS und Ribosomen) sowie der dufBlere Form
zugeordnet werden. Die duBere Form wurde als glatter Zylinder approximiert, die anderen
Bestandteile als glatte Kugeln. b) Volumenverteilung f(r) der Komponenten einer
unbehandelten E. coli-Bakterien als Funktion ihres Radius. Der Streukontrast der einzelnen
Komponenten wurde abgeschiatzt (Tabelle 5). Die gestrichelte Linie zeigt das Modell ohne
Annahmen iiber die relativen Streukontraste (|Ap|*> = 1). ¢) Die Anzahlverteilung N(r) gibt die
Anzahl der Komponenten mit einem entsprechenden Radius an. Die gestrichelte Linie zeigt das
Modell ohne Annahmen iiber die relativen Streukontraste (|Ap|* = 1).
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Komponente Dichte  Elementzusammensetzung Streukontrast |Ap|?

(g/ml) in H,0
Proteine 1,35% NCsO,Hs 7,983 x 10 cm*
DNS 252 PNsO;CioH14 30,64 x 10* cm*
Ribosomen 1,623 PNsOsCioH14 23,70 x 10 cm*
Ganze Bakterie 1,1'% Co.0sHo610027No.019' 212 0,665 x 10%° cm*

Tabelle 5: Abschatzung der Kleinwinkelstreukontraste (Ap?) bei 12,8 keV aus Literaturdaten zu
Elementarzusammensetzung und Dichte. Die Zusammensetzung einer E. coli-Zelle wurde aus der
Zusammensetzung der Trockenmasse'? und des Wassergehalts'” berechnet. Die
Elementarzusammensetzung von DNS, Ribosomen und Proteinen wurden aus ihrer Struktur
berechnet Die Kontraste sind relativ zu H,O angegeben. (Dichte von 1 g/ml, |Ap|? zu Vakuum: 88,73
x 10%° cm?).

Die Volumen- und Anzahlverteilung ermdéglichte einen direkten Zugang zu relativem Volumen
Virer und der Anzahl der Komponenten N, einer E. coli Zelle. Hierzu wurde fir jede
Population die Volumenverteilung fi aufsummiert und relativ zum Volumen des ganzen

Bakteriums Y f . .,;; betrachtet:

S 1¢))
e T Y e o™

Analog wurde zur Berechnung der Anzahl an Molekdlen pro Zelle wurde fiir jede Population die
Anzahlverteilung aufsummiert und relativ zur Bakterienzahl gesetzt:
Ny rer = 2@
T ZNg cou()
Eine Ubersicht (iber die berechneten Volumenanteile und Anzahl der Zellkomponenten eines

unbehandelten E. coli-Bakteriums ist in Tabelle 6 gezeigt.

Auffallig ist hierbei, dass das Volumen der Proteine das zehnfache Volumen der Bakterienzelle
einnimmt. Auch die Anzahl an Proteinen pro Zelle liegt mit 8 x 108 zwei GréBenordnungen tiber
den Literaturwert'** von 2.5 x 10°. Die Ursache fiir diese hohe Anzahl an Proteinen konnte in der
Probenvorbereitung liegen. Hier ist es vorstellbar, dass Riickstande aus dem Nahrmedium nicht
vollstandig ausgewaschen waren und im Fixierungsschritt an die Zellen gebunden wurden. Ein
weiterer Faktor ist, dass in diesem Modell kleinere Bestandteile der Zelle, z.B. RNS nicht
berlicksichtigt wurden und mdéglicherweise zum Streusignal beitragen. Der Volumenanteil der
DNS liegt mit 17 % nahe an Literaturangaben zum Volumenanteil des Nukleoids'* von 20 %. Die
Zahl der Molekiile ist schwer zu beurteilen, da ein einzelnes DNS-Molekil als Kette
kugelférmigen Bestandteilen modelliert wurde. Die Zahl der Ribosomen pro Zelle liegt mit 9900

nahe am Literaturwert'** von 18600 pro Zelle.

Die Prazision dieser Volumen- und Anzahlbestimmung ist sehr gut wenn man die

Unsicherheiten der Abschatzung des Streukontrasts der einzelnen Komponenten bedenkt.
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Rontgenkleinwinkelstreuung kann also als neue Methode zur Bestimmung der
Zellzusammensetzung verwendet werden. Dies ist komplementar zu existierenden Methoden

wie hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie'®.

Komponente Volumen relativzum Anzahl pro Zelle

Zellvolumen (%)

Proteine 1035 8.02 x 108
DNS 17,2 1.02 x 10°
Ribosomen 6,8 9.90 x 10°

Tabelle 6: Relative Volumen und Anzahlanteile der zellulairen Komponenten eines
unbehandelten E. coli-Bakteriums. Berechnet aus dem Volumen- und Anzahlverteilungen
(Abbildung 49) unter Annahme der abgeschétzten Streukontraste (Tabelle 5).
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4.5.9 Auswirkung antibiotischer Behandlungen auf die
Bakterienmorphologie

Mit Rontgenkleinwinkelstreuung sind die Bestimmung des von zellularen Komponenten
(Ribosomen, DNS, Proteine) eingenommenen Volumens sowie eine Abschdtzung der
Molekiilzahl pro Zelle moglich. Diese Zusammensetzung der internen Komponenten
veranderte sich im Zuge einer antibiotischen Behandlung. Hierzu wurden die Streukurven von
auBerer Form, gemessen an der USAXS-Apparatur (APS, Argonne, USA) und der internen
Struktur, gemessen am BioSAXS-Strahlrohr (PETRA Ill, Hamburg, Deutschland) wie in Abschnitt
4.5.7 beschrieben zusammengefiigt. Die Modellierung wurde analog zur in Abbildung 49
gezeigten unbehandelten E. coli-Bakterien durchgefiihrt. Hierbei wurde die duBere Form als
zylinderférmige Partikel mit festem Aspektverhaltnis modelliert (sieche Abschnitt 4.5.6). Die
internen Zellkomponenten wurden als glatte Kugeln approximiert und es wurde angenommen,
dass sich der Streukontrast einer Komponente im Zuge der antibiotischen Behandlung nicht
anderte. Die Ergebnisse der Modellierung, der mittlere Radius R und der Volumenbeitrag B jeder
Zellkomponente (Proteine, DNS und Ribosomen) nach antibiotischer Behandlung ist in
Abbildung 50 dargestellt.

Eine Behandlung mit dem Proteinsyntheseinhibitor Tetracyclin (verhindert die Anlagerung
neuer tRNS am Ribosom) blieb der sowohl der Beitrag der Proteine zum Volumen als auch der
mittlere Radius unverdandert. Der mittlere Radius der DNS vergréBerte sich um 30 % bei einer
gleichzeitigen Halbierung des Volumenbeitrags. Zusatzlich verringert sich der Volumenbeitrag
der Ribosomen um 20 % bei einem um 10 % kleineren mittleren Radius. Wie schon im
Abschnitt 2.1 beschrieben, ist die Kondensation des Nukleoids eine Folge der Inhibierung der
Proteinsynthese. In diesem Kontext lasst sich die Veranderung der DNS als eine Aggregation von
DNS-Fibrillen im Nukleoid interpretieren. Dies ist auch in der TEM-Aufnahme sichtbar. Der
verringerte Volumenbeitrag der Ribosomen deutet auf eine geringe Zahl an Ribosomen in der
Zelle hin. Die verringerte Groe der Ribosomen ist mdglicherweise eine Folge inhibierten
Proteinsynthese. Im Normalfall befindet sich das neu synthetisierte Protein direkt am Ribosom
und erhoht so im Mittel dessen Durchmesser. Aus Kristallstrukturen von Ribosomen mit
gebundenem Tetracyclin ist bekannt, dass sich die Gro3e des Ribosomsim Zuge der Anlagerung

von Tetracyclin nicht andert.*

Chloramphenicol, ebenfalls ein Proteinsyntheseinhibitor verhindert die Ausbildung einer neuen
Peptidbindung'> im Ribosom. Bei dieser Messung fiihrte die Modellierung nicht zu einer
idealen Abbildung der Streukurve, was sich in groen Fehlern des Fits verglichen mit den
anderen antibiotischen Behandlungen manifestiert. Die Proteine waren von der Behandlung
unbeeinflusst, die DNS hatte einen halbierten Beitrag bei unklarem mittlerem Radius, wahrend
die Ribosomen einen um 10 % verringerten mittleren Radius bei unklarem Beitrag hatte. Eine
Behandlung mit Chloramphenicol fiihrt in den E. coli Zellen zu einer auch in den

TEM-Aufnahmen erkennbaren Kondensation des Nukleoids.” Die Veranderung der DNS l&sst
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sich hier analog zu Tetracyclin als eine Aggregation von DNS-Fibrillen im Nukleoid
interpretieren. Bei den Ribosomen, lasst sich die Verringerung des mittleren Radius ebenfalls als
Absenz der neu synthetisierten Proteine im Umfeld der Ribosomen interpretieren. Aus
Kristallstrukturen von Ribosomen mit Chloramphenicol ist bekannt, dass andert sich die Groe

des Ribosoms nach einer Bindung von Chloramphenicol nicht andert. '*°

Rifampicin inhibiert die RNS-Synthese an der DNS-abhangigen RNS-Polymerase und fiihrt zu
einer Expansion des Nukleoids durch die Auflosung der verdrillenden Transkriptionsfoki.>? Die
Proteine wurden durch die Behandlung nicht beeinflusst. Der mittlere Radius der DNS stieg um
20 % bei konstantem Volumenbeitrag. Der mittlere Radius der Ribosomen blieb konstant bei
einem um 10% gestiegenen Volumenbeitrag. Morphologisch flihrte Rifampicin zu einer, auch
in den TEM-Aufnahmen erkennbaren Expansion des Nukleoids.*® Die gleichmafBige Verteilung
der DNS in der Zelle flihrten zu einer Entspannung der verdrillten DNS-Fibrillen und damit zu

einem erhdhten mittleren Radius.

Die nach einer Behandlung mit Polymyxin B oder den kurzen kationischen Peptid auftretende
morphologische Anderung konnte nicht mit dem vorliegenden Modell beschrieben werden.
Die Streukurven hatten keine Merkmale die den einzelnen Komponenten zugeordnet werden
konnten. Stattdessen war es moglich die Kurvensteigung mit einem fraktalen Modell (Abschnitt
4.54) zu beschreiben. Vermutlich wird das Streusignal durch verdichtete Granulen im

Bakterieninneren dominiert.
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Abbildung 50: Die Zusammensetzung der Streukurven von E. coli-Zellen nach antibiotischer
Behandlung. a) Die Volumenverteilung der Zellkomponenten nach einer antibiotischen
Behandlung. Im Modell kann dies durch eine Veranderung des mittleren Radius R und des
Volumenbeitrags B der einzelnen Zellkomponenten beschrieben werden. b) Sowohl der mittlere
Radius als auch der Volumenbeitrag der Proteine bleiben nach Antibiotikagabe unverandert. )
Der mittlere Radius der DNS-Fibrillen erhdhte sich nach einer Behandlung mit Chloramphenicol
und Tetracyclin um 30 % bei halbiertem Volumenbeitrag. Eine Behandlung mit Rifampicin
erhohte den Radius um 20 % der DNS bei konstantem Volumenbeitrag. (d) Der mittlere Radius
der Ribosomen sank nach einer Behandlung mit Chloramphenicol und Tetracyclin um 20 %
wiahrend sich der Volumenbeitrag der Ribosomen nach einer Rifampicinbehandlung um 10 %
erhohte. Die Fehler des Modells sind als eine Standardabweichung um den Idealwert angegeben
und in Abbildung 48 erldutert. () TEM-Aufnahmen der antibiotischen Behandlungen, der
Skalierungsbalken hat eine Linge von 1 pm. Der Nukleoid kondensiert nach einer Behandlung
mit Chloramphenicol und Tetracyclin und expandiert nach einer Rifampicinbehandlung. Der
weiBe Anteil der Kreisdiagramme ist die Soliditdt des Nukleoids nach einer quantitativen
Bildanalyse von 100 Zellen und zeigt die Fragmentierung des Nukleoids (Details in Kapitel 4.3).
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Fazit

Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) erlaubt es, die interne Morphologie von E. coli-Bakterien zu
untersuchen. Die Kombination von Streuinformation tiber die einhillende Bakterienstruktur an
der USAXS-Apparatur (APS, Argonne, USA) und den internen Bestandteilen am
BioSAXS-Strahlrohr (PETRA Ill, Hamburg, Deutschland) ermdglichte die Entwicklung eines
Modells der Bakterienzelle. Hierzu wurde ein Modell glatter Kérper mit homogener Dichte
verwendet, das die duflere Form als Zylinder und die internen Bestandteile als Kugeln
approximierte. Dieses Modell erlaubt es, eine Aussage Uber den mittleren Radius und das
Volumen der einzelnen Zellkomponenten zu treffen. Die mittleren Radien der internen
Bestandteile passten prazise zu den wichtigsten Komponenten einer bakteriellen Zelle:
Proteine, DNS und Ribosomen. Nach Abschatzung des Streukontrasts der Komponenten konnte
deren Volumenanteil und Anzahl pro E. coli-Zelle bestimmt werden. Hierbei zeigte sich, dass die
Zahl der Proteine um zwei GroBenordnungen zu hoch eingeschatzt wurde. Dies deutet darauf
hin, dass sich Proteine (oder Objekte ahnlicher Grof3e) in der Suspension um das Bakterium
befanden. Das Volumen der DNS war mit 17 % nahe an den Volumenangaben des Nukleoids
von 20 % in der Literatur.'* Die Zahl der Ribosomen war mit ca. 10000 pro Zelle ebenfalls nahe

den Literaturangaben'** von 18000 pro Zelle.

Eine Antibiotikabehandlung veranderte die interne Morphologie und damit auch die internen
Zellkomponenten. Eine Inhibierung der Peptidsynthese durch Chloramphenicol oder
Tetracyclin erhohte den mittleren Radius der DNS um 30 % bei einer Halbierung des
eingenommenen Volumens. Dies passt zur erwarteten Aggregation der DNS-Fibrillen Zentrum
der Zelle. Die Kondensation des Nukleoids ist auch in den TEM-Aufnahmen zu sehen und in der
Literatur bestatigt."” Gleichzeitig wird auch der mittlere Radius der Ribosomen um 10 %
reduziert, was als ein Fehlen der neu synthetisierten Proteine in der direkten Umgebung des

Ribosoms interpretiert werden kdnnte.

Dieses Beispiel illustriert, dass es mit Kleinwinkelstreuung moglich ist, das von einzelnen
Zellkomponenten eingenommene Volumen sowie deren Anzahl zu bestimmen. Dies ist eine
neue Methode und komplementar zu existierenden Techniken wie hochauflésender
Fluoreszenzmikroskopie'®. Zudem ist dies, neben einigen Studien an Brustkrebsgewebe,?~1>¢
die erste Anwendungen von Kleinwinkelstreuung auf komplexe biologische Objekte wie E. coli

Zellen.
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4.6 Kleinwinkelstreuung als Hochdurchsatzverfahren

Ein groBer Vorteil von Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) im Vergleich zu bildgebenden
Verfahren ist, dass die Datenerfassung sehr schnell ist. Basierend darauf wurde in den letzten
Jahren die Entwicklung von SAXS hin zu einem Hochdurchsatzverfahren vorangetrieben.”® An
Synchrotronquellen mit einem automatisierten Probenroboter dauert eine Messung
typischerweise weniger als eine Sekunde und der Probenwechsel eine Minute. Mit diesen
Voraussetzungen eignet sich SAXS dazu, in einem Hochdurchsatzverfahren einen
antibiotischen Wirkmechanismus anhand dessen morphologischer Auswirkung im Bakterium
zu identifizieren. Ein groBer Vorteil den Rontgenkleinwinkelstreuung hier gegeniiber
bildgebenden Verfahren hat, ist dass jede Messung lber ca. eine Million Zellen gemittelt wurde.

Zusatzlich kann auf Farbstoffe und eine aufwdndige Probenpraparation verzichtet werden.

Die im vorangegangenen Kapitel vorgestellte Modellierung der einzelnen Zellbestandteile ist
zeitintensiv und fir eine Hochdurchsatzanalyse nicht geeignet. Daher wurde die hier auf eine
nicht auf Modellannahmen basierende Hauptkomponentenanalyse verwendet. Die schnelle
Analyse von antibiotischen Wirkmechanismen ist eine zentrale Fragestellung der auf
Hochdurchsatzverfahren basierenden modernen Antibiotikaforschung. Dieses Kapitel zeigt wie

SAXS diese Rolle ausfillen konnte.
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4.6.1 Hochdurchsatzanalyse am BioSAXS-Strahirohr

In diesem Experiment wurden E. coli-Bakterien (Wildtyp) in ihrer exponentiellen
Wachstumsphase verschiedenen Klassen von Antibiotika ausgesetzt. Die in der bakteriellen
Zelle hervorgerufene morphologische Anderung wurde mit Roéntgenkleinwinkelstreuung
(SAXS) untersucht. In Abbildung 51 ist der Aufbau des Experiments gezeigt. Ein
Probenroboter'® injizierte mit Antibiotika behandelte E. coli-Bakterien in eine Kapillare. Hier
wurden diese von einem monochromatischen Rontgenstrahl (12,8 keV) durchleuchtet und
erzeugten ein Streubild auf einem Fldchendetektor. Nach radialem Integration erhdlt man die
eindimensionale Streukurve I(g) als Funktion des Streuvektors g. Der am BioSAXS-Strahlrohr
abgedeckte g-Raum umfasste 0,05 nm™ bis 3,5 nm™, was Strukturgréen von 120 nm bis 3 nm
im Realraum entspricht. Kurze Belichtungszeiten von 0,05 s ermdglichen in Kombination mit
einem Probenroboter die Untersuchung von einer Probe pro Minute. Dies ermdglichte die
Untersuchung der Kollektion an Antibiotika bei verschiedenen Inkubationszeiten in wenigen
Stunden. Die untersuchten antibiotischen Behandlungen sind in Tabelle 5 gezeigt und
umfassten eine Sammlung verschiedener etablierter Antibiotika mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen sowie ein kurzes kationisches Peptid mit bisher unbekanntem Mechanismus.

Detektor

Antibiotika

BREEE

L

E. coli

Probenroboter

Abbildung 51: Aufbau des Experiments. Mit Antibiotika behandelte E. coli-Bakterien werden mit
einem automatischen Probenroboter in eine Kapillare injiziert. Ein monochromatischer
Rontgenstrahl mit 12,8 keV beleuchtet die Probe und erzeugt ein Streubild auf einem Detektor.
Nach radialer Integration des zweidimensionalen Streubilds erhdlt man die eindimensionale
Streukurve I(q) als Funktion des Streuvektors q. Unbehandelte E. coli Zellen dienten als interne
Referenz. Die Experimente wurden am BioSAXS-Strahlrohr (P12, EMBL/DESY) an PETRA Ill in
Hamburg durchgefiihrt. Die Belichtungszeit betrug 0,05 s, der Probenwechsel dauerte ca. eine
Minute.
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Klasse Mechanismus Antibiotikum A B  Nukleoid Modifizierte Morphologie in TEM-Aufnahmen
Soliditdit =~ Morphologie
Unbehandelt - - 0,7 0,3 0,48 Nein Verteilter Nukleoid.
Fluoroquinolone Inhibiert Topoisomerase Il Ciprofloxacin -0,1 -0,5 0,48 TEM Verldngerte Zellen, verringerter Kontrast im
DNS-Syntheseinhibitor (DNA gyrase) und Cytoplasma. DNS-Fibrillen sind dichter gepackt und
Topoisomerase IV. in der Zelle verteilt.
Blockiert das abwickeln
der DNS.
Rifamycine Inhibierung der Rifampicin 4,5 -0,7 0,48 TEM, SAXS Ausgedehnter Nukleoid.
RNS-Syntheseinhibitoren RNS-Polymerase. Stoppt
die Translation.
B - Lactame Binden an das Ampicillin 0,3 0,2 0,56 TEM Verldangerter Nukleoid im Zellzentrum. Dicht
Inhibitoren der Transpeptidase-Enzym gepackte DNS-Fibrillen.
Zellwandsynthese und inhibieren damit die
Peptidoglycansynthese. . . . . .
Cefepime 0,4 -0,1 0,37 Nein Verlangerte Zellen, verteilter Nukleoid
Piperacillin 0,4 -0,2 0,41 Nein Verteilter Nukleoid.
Lipopeptide Wirkt wie ein Detergenz Polymyxin B 12,9 -1,1 0,68 TEM, SAXS Homogenes, schwach kontrastiertes Zytoplasma mit
Zerstérung der auf die Zellwand. stark gefarbten Strukturen. Beschadigte Zellwand.
Zellmembran
Aminogylkoside Bindet an die 30S Gentamycin, 1,3 0,3 0,4 TEM Verklumpte DNS-Fibrillen.
Inhibitoren der Untereinheit des
Proteinsynthese Ribosoms. Fiihrt zu
qm:_:_mzm_mam:ms Kanamycin 2,1 0,5 0,51 Nein Verldngerte Zellen. Verteilter Nukleoid mit dicht
Proteinen. .
gepackten Fibrillen.
Tetracycline Verhindert die Bindung Tetracyclin -2,8 1,1 0,56 TEM, SAXS Kondensierter Nukleoid im Zellzentrum.
Inhibitoren der neuer tRNS an der 305
Proteinsynthese Untereinheit des Ribosom
Phenicole Bindet an die 505 Chloramphenicol -4,1 0,1 0,55 TEM, SAXS Kondensierter Nukleoid im Zellzentrum
Inhibitoren der Untereinheit des
Proteinsynthese Ribosoms und verhindert
die Bildung einer neuen
Peptidbindung.
Kurze kationische Peptide  Unbekannt Peptidsequenz: 12,9 2,0 0,78 TEM, SAXS Homogenes, schwach kontrastiertes Zytoplasma mit
RLKRWWKFL stark gefarbten, granularen Strukturen an den Polen

und an der Zellwand. Ca. 50 nm im Durchmesser.

Tabelle 7: Die verwendeten Antibiotika sind Vertreter verschiedener Wirkstoffklassen mit unterschiedlichem Mechanismus. 3° Die Koeffizienten A,B stammen aus Streukurven
nach vier Stunden Inkubationszeit und anschliessender Hauptkomponentenanalyse.Der aus der quantitiativen Bildanalyse Soliditdtsparameter beschreibt die Kompaktierung
des Nukleoids. In der letzten Spalte sind die Anderungen anhand von individuellen TEM-Aufnahmen beschrieben.
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4.6.2 Hauptkomponentenanalyse

Der komplexe Aufbau eines E. coli-Bakteriums mit seinen vielen polydispersen Bestandteilen
erschwert die Definition eines geeigneten Modells.””'** Auch die im vorangegangenen Kapitel
vorgestellte Modellierung nimmt die Form der elementaren Zellbestandteile als glatte Kugeln
mit homogener Dichte an. Um alle 81 am BioSAXS-Strahlrohr gemessenen Streukurven ohne
Vorannahmen mathematisch zu untersuchen, wurde eine Hauptkomponentenanalyse (engl.
principal component analysis, PCA) angewandt. Die in den Streukurven (/(g)) vorhandene
Variation konnte mit zwei Hauptkomponenten beschrieben werden:
1(q)=In(q)+A PC1(q)+B PC2(q). Die Abweichung von einer mittleren Streukurve I,(q) wurde durch
die ersten beiden Hauptkomponenten (PC7, PC2) und den zugehdrigen Koeffizienten (A, B)
ausgedriickt. Die ersten beiden Hauptkomponenten waren ausreichend um die im Datensatz
vorhandene Abweichungen zu erklaren. Aufgrund der geringen Zelldichte einiger Proben und
dem damit verbundenen Rauschen musste die PCA auf den g-Bereich < 0,5 nm™ (> 13 nm)
beschrankt werden. Die ersten beiden Hauptkomponenten sind in Abbildung 52a dargestellt.
PC1 verschiebt die Intensitdat im gesamten g-Bereich, was mit einem positiven Koeffizienten
darauf hindeutet, dass sich im beobachteten Gro3enbereich mehr Objekte befinden. Dies kann
aufgrund einer Aufspaltung von gréBeren Strukturen oder der Aggregation kleiner Objekte
passieren. PC2 hat einen Nulldurchgang bei 34 nm und gewichtet damit die Beitrage grof3erer
(>34 nm) und kleinerer (<34 nm) Strukturen. Positive Koeffizienten von PC2 deuten auf einer

Vergroberung der internen Struktur hin.

a StrukturgréflRe d im Realraum [nm]
100 20

© Rifampicin
o Chloramp.
— PCA

=+ Mittel

In (H(g)) [a.u.]

D1
Streuvektor g [nm]

Abbildung 52: Hauptkomponentenanalyse (PCA). a) Die ersten beiden Hauptkomponenten PC1
und PC2. PC1 variiert die Streukurve im gesamten g-Bereich. PC2 gewichtet aufgrund des
Nulldurchgangs bei 34 nm die Beitrage kleinerer und groBerer Strukturen. b) Rekonstruktion
der originalen Streukurve durch die Hauptkomponentenanalyse. Ausgehend vom Mittel aller
Streukurven wurden die antibiotikainduzierten Veranderungen mit zwei Hauptkomponenten
dargestellt.
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4.6.3 Korrelation von SAXS und TEM

Die Koeffizienten (A, B) der ersten beiden Hauptkomponenten generierten eine Art spezifischen
,Fingerabdruck” der verschiedenen morphologischen Anderungen. Dieser ist in Abbildung 53
zusammen mit den zugehoérigen TEM-Aufnahmen dargestellt. Die verschiedenen Klassen von
Antibiotika lieBen sich durch den Koeffizienten A der ersten Hauptkomponente von der
unbehandelten Kontrolle unterscheiden: Bakteriostatische Inhibitoren der Proteinsynthese
(Chloramphenicol, Tetracyclin) hatten negative Werte in A, also eine verringerte Streuintensitat.
Positive A erhohten die Streuintensitat und traten nach einer Behandlung mit RNS-Polymerase
Inhibitoren (Rifampicin) und membranzerstorenden Proteinen (Polymyxin B, Peptid) auf. Die
zweite Hauptkomponente mit ihrem Koeffizienten B ermdglichte eine Unterscheidung von
Antibiotika innerhalb dieser Gruppen: So kann Tetracyclin von Chloramphenicol unterschieden

werden sowie das Polymyxin B vom kurzen kationischen Peptid.

Als quantitative Unterfiitterung der visuellen Erindriicke sind die Resultate der Soliditdtsanalyse
des ,DNS-Plasmas”, auch Nukleoid genannt, sind als Kreisdiagramme in den TEM-Aufnahmen
dargestellt. Hierbei gibt der weille Anteil das Verhaltnis zwischen der Flache des Nukleoids und

einer konvexen Hiille um alle Nukleoidanteile an (Abbildung 53).

Nach einer Behandlung mit Polymyxin B und dem Peptid treten die starksten Anderungen im
Koeffizienten A auf. Diese fiihrten in den TEM-Aufnahmen zu einem homogenen Zytoplasma
sowie der Bildung von stark gefarbten granularen Strukturen an den Zellpolen und der
Zellwand. Die quantitative Analyse zeigt, dass diese Unterschiede im gesamten Zellensemble
vorhanden sind zeigte der TEM-Aufnahmen. Zusatzlich wird deutlich, dass der in SAXS
detektierte morphologische Unterschied nach beiden Behandlungen, in der Struktur der
Zellmembran sichtbar war. Nach einer Behandlung mit Polymyxin B Behandlung |6ste sich diese

teilweise auf'’, nach einer Behandlung mit dem Pepid war sie noch intakt.

Bei weniger starken Strukturanderungen war die Verformung des Nukleoids die
augenscheinlichste morphologische Anderung. In einem unbehandelten E. coli-Bakterium in
der exponentiellen Wachstumsphase ist die DNS gleichmaBig verteilt und bildet einzelne
Transkriptionsfoki.'”*8>3158 Dies bilden sich an Positionen im Genom, an denen die Struktur des

Ribosoms kodiert ist. In der exponentiellen Wachstumsphase werden diese verstarkt abgelesen.

Eine Behandlung mit Tetracyclin oder Chloramphenicol (Inhibitoren der Proteinsynthese) flihrte
zu negativen A-Koeffizienten. Dieser korrelierte mit einer Kondensation des Nukleoids in eine
elliptische  Struktur in  der Zellmitte, wie bereits in Fluoreszenz- und
Elektronenmikroskopieexperimenten gezeigt.'*#°8 Die Kondensation des Nukleoid formte zwei
eher homogene Einheiten. Da die Gesamtgro3e des Nukleoids keinen Streubeitrag leistet,
wurde eine Verringerung der Streuintensitdt und demzufolge auch ein negative Koeffizient A
der ersten Hauptkomponente beobachtet. Die zweite Hauptkomponente ermdglichte einer
Unterscheidung beider Behandlungen. Mechanistisch blockiert Tetracyclin die Anlagerung

neuer tRNS wahrend Chloramphenicol die Ausbildung einer neuen Peptidbindung verhindert.
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Dies fiihrte zu einem positiven B-Wert nach einer Tetracyclinbehandlung und damit zu einer
Verstarkung der Streubeitrdage groBer Strukturen (> 34 nm). Eine Unterscheidung der

morphologischen Anderungen in den TEM-Aufnahmen war nicht méglich.
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Abbildung 53: Korrelation der Koeffizienten der Hauptkomponentenanalyse mit den
TEM-Aufnahmen. Die Wirkung eines Antibiotikums auf die Transkription (Rifampicin),
Translation (Chloramphenicol, Tetracyclin) und die Integritat der Zellmembran (Polymyxin B)
konnen unterschieden werden. Aminoglykoside, die zu fehlerhaften Proteinen fiihren
(Kanamycin) sowie B-Lactame (Cefepime) fiihren zu keiner morphologischen Reorganisation.
Die TEM-Aufnahmen zeigen eine Verdnderung in der Struktur des Nukleoid (Tetracyclin,
Chloramphenicol und Rifampicin) sowie die Bildung von granuldren Strukturen in einem
homogenen, schwach kontrastierten Zytoplasma (Polymyxin B, Peptid). Die Kreisdiagramme in
den TEM-Aufnahmen zeigen eine quantitative Analyse der Soliditat der Nukleoid (weif3). Die
Messungen wurden am BioSAXS-Strahlrohr (P12, EMBL/DESY) an PETRA Ill in Hamburg
durchgefiihrt. Fiir die TEM-Aufnahmen wurden die Proben mit Osmiumtetroxid, Uranlyacetat
und Bleicitrat angefarbt. Der Skalierungsbalken hatte eine Linge von 1 um.

Ein gegenlaufiger Effekt tritt nach einer Behandlung mit Rifampicin (ein Inhibitor der
RNS-Synthese) auf. In den SAXS-Messungen wurde eine erhdhte Streuintensitat detektiert,
daher auch ein positiver Koeffizient A. In den TEM-Aufnahmen erscheint der Nukleoid
ausgedehnter. Dies ist bekannt aus Fluoreszenzmikroskopieexperimenten, bei denen eine
Expansion des Nukleoids im gesamten Zellbereich nachgewiesen wurde."” Die hierdurch
hervorgerufene feinere Verteilung der DNS-Fibrillen in der gesamten Zelle fiihrten
wahrscheinlich zur beobachteten Erhéhung der Streuintensitdt. Zusatzlich ist aus
Rasterkraftmikroskopie-Aufnahmen bekannt, dass sich die Fasern (80 nm im Durchmesser)

innerhalb des Nukleoids nach einer Behandlung mit Rifampicin in ihre Bestandteile (Fasern mit
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10 nm und 30 nm Durchmesser) zerfallen.***¢ Dies ist konsistent mit der beobachteten Erh6hung

der Streuintensitat durch eine feinere Verteilung der DNS-Fibrillen.

Einige Wirkmechanismen fiihrten zu keiner morphologischen Anderung: Die Inhibierung der
DNS-Replikation durch Ciprofloxacin, das Ausschalten der Peptidoglycansynthese durch f3-
Lactame (Ampicillin, Cefepime, Piperacillin) sowie die Bildung von fehlerhaften Proteinen durch
Aminoglykoside (Kanamycnin, Gentamycin).***' In den TEM Aufnahmen sah man eine vom
unbehandelten Bakterium nicht unterscheidbare Morphologie, abgesehen von der
Verlangerung der duf3eren Form der bakteriellen Zelle (Ciprofloxacin, Cefepime), der Bildung
von kleinen kollabierten DNS-Fasern (Gentamycin) und einem kondensierten Nukleoid
(Ampicillin). Da sich bei diesen Vorgangen die Granularitdt konstant blieb, konnte mit SAXS
keine Anderung nachgewiesen werden. Eine Ubersicht {iber die morphologischen Anderungen

in SAXS und TEM zusammen mit den jeweiligen Wirkmechanismen ist in Tabelle 5 gezeigt.
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4.6.4 Kinetik der Morphologieanderung

In den Messungen am BioSAXS-Strahlrohr wurden neben verschiedenen Behandlungen auch
unterschiedliche Inkubationszeiten untersucht. Beispielhafte Verldufe der morphologischen
Anderungen sind in Abbildung 54 gezeigt.

Hierbei zeigte sich eine Anderung in der Morphologie der unbehandelten Bakterienzelle im
Wachstumszyklus (Abbildung 54a). Zu Beginn befanden sich die unbehandelten Bakterien in
der exponentiellen Wachstumsphase. Wahrend sich die Bakterienkultur hin zur stationaren
Phase entwickelte, stieg der Koeffizient B der zweiten Hauptkomponente. Die deutet auf eine
Verschiebung zu gréBeren internen Strukturen hin. Im zugehorigen TEM Bild @nderte sich der
Nukleoid von einzelnen Transkriptionsfoki'’ hin zu einer kompakteren Struktur mit einer

starkeren Separierung von DNS und Zytoplasma.

Eine dhnliche Veranderung in der zweiten Hauptkomponente zeigte sich fiir die Antibiotika, die
keine morphologischen Anderungen hervorriefen. Die war der Fall fiir die B-Lactam-Antibiotika
(Ampicillin, Cefepime und Piperacillin), Aminoglykoside (Kanamycin, Gentamycin) sowie fir den
Gyrase-Inhibitor Ciprofloxacin. Beispielhaft zeigt Abbildung 54b die Entwicklung von mit
Ampicillin  behandelten E. coli. Zusatzlich zeigt Abbildung 54b den Aufbau einer
morphologischen Anderung bei Tetracyclin. Hier erfolgt ein kontinuierlicher Aufbau der
morphologischen Anderung bis hin zu zwei Stunden Inkubationszeit, der sich im spéteren
Verlauf bis zu vier Stunden teilweise wieder umkehrt. Auch Rifampicin zeigt einen
kontinuierlichen Aufbau der morphologischen Anderung. Die starken Anderungen bei
Polymyxin B und dem kurzen kationischen Peptid haben einen unregelmafBligen Verlauf. Der
vollstandige Datensatz ist im Anhang in Abbildung 64 dargestellt.
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Abbildung 54: Die Anderung der ersten beiden Hauptkomponenten als Funktion der
Inkubationszeit (farbkodiert). Die Messungen wurden am BioSAXS-Strahlrohr (P12, EMBL/DESY)
bei PETRA Ill in Hamburg durchgefiihrt und mit einer PCA untersucht. Evolution der
unbehandelten Kontrolle. Die Skalierungsbalken entsprechen 1 pm, der weie Teil der
Kreisdiagramme dem Soliditdtsparameter des Nukleoids. Der Soliditdtsparameter trifft eine
Aussage dariiber, wie fragmentiert der Nukleoid war. b) Die morphologische Anderung nach
Zugabe eines Antibiotikums (Symbol) als Funktion der Zeit (farbkodiert). Man erkennt den
Aufbau von morphologischen Anderungen nach einer Behandlung mit Tetracyclin, Rifampicin,
Polymyxin B und dem Peptid. Der Verlauf einer Ampicillinbehandlung ist beispielhaft fiir
Antibiotika, die keine morphologischen Anderungen hervorrufen.
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4.6.5 Morphologieinderung und Uberlebensrate

Die Anderung als Funktion der Zeit kann auch, wie in Abbildung 55 dargestellt mit der
Uberlebensrate der Bakterien aus den Abtétungskurven (siehe Abschnitt 4.1) korreliert werden.
In dieser Reprasentation lassen sich bakteriostatische und bakterizide Antibiotikaeinfllisse von
der unbehandelten Kontrolle unterscheiden. Bakterizide Wirkung wurde bei positiven Werten
von A gefunden. Vertreter dieser Klassen sind Polymyxin B, das antimikrobielle Peptid und
Rifampicin. Bakteriostatische Wirkung tritt bei negativen Werten von A auf. Nach einer
Behandlung mit Tetracyclin blieb die Zahl der lebensfdhigen Bakterien konstant. Im Fall der
unbehandelten Bakterien stieg die Zellzahl stark an, wahrend der Wert von A nahezu
unverandert blieb. Hierbei trat nach einer Behandlung mit 3-Lactamen, Aminoglykosiden oder
Ciprofloxacin trat zwar eine Reduktion der Zellzahl auf, die Morphologie blieb aber unverandert.

600 * Kontrolle
F coo * Tetracyclin
- » Rifampicin
S 400 o Peptid
% < Polymyxin B
;? 300 v Ampicillin
Hi]
E., 200 5 min
3 00 30 min
o == _ o 60 min

ol Lo e a1 ° 240min

-5 0 5 10 15
Koeffizient von PC 1 (A)

Abbildung 55: Korrelation von Viabilitdit der Bakterienzellen mit dem Koeffizient der
Hauptkomponente. Der Wert von A kann einen Hinweis geben, ob es sich um ein
bakteriostatisches (negatives A) oder ein bakterizides (positives A) Antibiotikum handelt. Die
Viabilitat wurde aus den Abtotungskurven mit einer initialen Bakteriendichte von 10® KBE/ml
berechnet.
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4.6.6 Fazit

Die instrumentellen Voraussetzungen fiir einen Einsatz von Kleinwinkelstreuung (SAXS) als
Hochdurchsatzverfahren sind durch die Entwicklung der letzten Jahre gelegt worden.™ In
diesem Kontext wurden 81 Kleinwinkelstreukurven mit antibiotikainduzierten
morphologischen Anderungen untersucht und mit einer Hauptkomponentenanalyse
klassifiziert. Auf diese Weise war es moglich, annahmefreie Aussage (iber den eingesetzten
Wirkmechanismus zu treffen. So konnten die Wirkmechanismen verschiedener Klassen von
Antibiotika, Proteinsyntheseinhibitoren (Tetracycin, Chloramphenicol), RNS-Synthese
Inhibitoren (Rifampicin), membranzerstérenden Antibiotika (Polymyxin B) und dem kurzen
kationischen Peptid mit unbekanntem Wirkmechanismus mithilfe der ersten
Hauptkomponente unterschieden werden. Die zweite Hauptkomponente ermdglichte die
Unterscheidung innerhalb dieser Klassen: so konnte Tetracyclin von Chloramphenicol und
Polymyxin B vom kurzen, kationischen Peptid unterschieden werden. Die zweite
Hauptkomponente erlaubte es zudem den Ubergang unbehandelter E. coli von der
exponentiellen Wachstumsphase in die stationare Phase zu verfolgen. Antibiotika wie
B-Lactame (Ampicillin, Cefepime, Piperacillin), Gyrase Inhibitoren (Ciprofloxacin) und
Aminoglycoside (Gentamycin, Kanamycin), die keine morphologischen Anderungen,
hervorrufen waren nicht von der unbehandelten Kontrolle unterscheidbar. Durch Korrelation
mit den TEM-Aufnahmen konnten die morphologischen Anderungen im Realraum sichtbar
gemacht werden. Durch eine Korrelation mit der Viabilitat der Bakterien konnte gezeigt werden,
dass Vorzeichen und Wert der ersten Hauptkomponente nicht nur ein Indikator fiir die Form des
Nukleoids sind, sondern anzeigen, ob eine bakteriostatische oder eine bakterizide Wirkung
vorliegt. Diese Analyse und die Korrelationen mit Daten in Realraum zeigen, dass SAXS das
Potential hat, als Hochdurchsatzverfahren zur Erkennung neuer Wirkmechanismen zum Einsatz
zu kommen. In Kombination mit einer Hauptkomponentenanalyse kann ist eine schnelle

Bewertung der Messergebnisse mdglich und der Einsatz von SAXS als Echtzeitanalytik.
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4.7 Rontgenkleinwinkelstreuung mit HORST

Rontgenkleinwinkelstreuung ermdglicht komplementdr zu bildgebenden Verfahren die
Erfassung interner Morphologien. Meist wird ein groes Probenensemble untersucht, das zu
einer Informationsmittelung Gber viele Objekte, im vorliegenden Fall E. coli-Bakterien fiihrt. Die
meisten fir Kleinwinkelstreuung gebauten Strahlrohre an Synchrotrons weltweit sowie die
kommerziell erhéltlichen Laborquellen arbeiten mit harter Rontgenstrahlung. Der
offensichtliche Vorteil von Strahlungsenergien E > 10 keV ist die Moglichkeit mit
Probenumgebungen zu arbeiten, die kein Vakuum erfordern. Zudem ist man durch die héhere
Eindringtiefe der Photonen im Hinblick auf Probendicken im Vergleich zu weicher
Rontgenstrahlung weniger eingeschrankt. Die meisten Experimente (u.a. auch das
BioSAXS-Strahlrohr bei PETRA I, Hamburg) sind dafiir ausgelegt, Proteine in wassriger Lésung
zu untersuchen, also StrukturgréBen im Bereich von 1 nm bis 150 nm. Hierflr wird meist ein
Detektorabstand von etwa 3 m verwandt. Fir die Messung gréBerer Strukturen mussen an
dedizierten USAXS-Strahlrohren (z.B USAXS-Apparatur an der APS, Argonne, USA) ausgewichen
werden, die mit einem Detektorabstand von 8 m bis 30 m die Erfassung kleinster Winkel

ermdglichen.

Die in der Gruppe Rosenhahn entwickelte Messkammer (HORST) flir weiche Rontgenstrahlung
erlaubt die Untersuchung einer Probe mit zonenplattenbasierter Rontgenmikroskopie (TXM),
linsenloser, Rontgenmikroskopie (Ptychographie) und Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS). Die
kryogene Probenumgebung ermdglicht zusatzlich die Analyse von hydratisiert eingefrorenen
Proben. Hierdurch kann auf invasive Probenprdparation wie Fixierung oder Trocknung
verzichtet werden. Gleichzeitig reduzieren die tiefen Temperaturen durch Strahlenschaden
erzeugte Artefakte. Derzeit wird SAXS selten in kryogener Probenumgebung eingesetzt, eine
erste Studie zur Machbarkeit und auftretenden Problemen mit kristallinem Eis wurde kiirzlich

veroffentlicht.”

Im Gegensatz zu SAXS mit hartem Rontgenlicht sind bei weicher Rontgenstrahlung'?® aufgrund
der groBBeren Wellenldnge die bendtigten Detektorabstande erheblich kiirzer (< 1m). Die
Flexibilitdit der Detektorposition in der HORST-Kammer ermdoglicht es bei einer
Photonenenergie von 517 eV StrukturgréfBen von 1220 nm bis zu 20 nm zu detektieren. Ein
Vorteil weicher Rontgenstrahlung ist, dass die Fokussierungsoptiken eine schnelle Variation der
Wellenlange erlauben. Mithilfe der veranderbaren Wellenlange kénnen auch SAXS-Messungen
an Absorptionskanten durchgefiihrt werden. Hierdurch wird der Kontrast eines Elements
spezifisch verandert. In diesem Zusammenhang spricht man von anormaler
Rontgenkleinwinkelstreuung (ASAXS).'® Eine Beispiel ist die Untersuchung der KorngréRe

verschiedener Elemente in Katalysatoren.'®’

Dieses Kapitel beschreibt die ersten Rontgenkleinwinkelstreuexperimente in der

HORST-Kammer als komplementare Methode zu den vorhandenen bildgebenden Verfahren
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TXM und Ptychographie. So kann im Idealfall dieselbe kryogene Probe mit einem bildgebenden

Verfahren dargestellt und mit Kleinwinkelstreuung am Ensemble untersucht werden.

4.7.1 Detektierbare Strukturgrof3en

Der Aufbau eines SAXS-Experiments relativ einfach: Die Probe wird mit einem Réntgenstrahl
beleuchtet und die gestreuten Photonen werden mit einem Detektor erfasst. Abhangig vom
Streuwinkel und Photonenenergie und dem sich daraus ableitenden Streuvektor g ergibt sich
der erfasste Grof3enbereich im Realraum. In HORST gibt es hierfiir einige Limitierungen
(Abbildung 56): Die Verfahrwege des Detektors sowie die Geometrie des Probenhalters. Der
minimale Streuwinkel ist limitiert durch die Ndhe der gestreuten Photonen zum direkten Strahl.
Fir kleinste Winkel sind eine prazise Positionierung des Strahlenfangers sowie ein maximaler
Abstand von Probe und Detektor erforderlich. Der Zonenplattenhalter begrenzt den maximal
erfassbaren Streuwinkel. Abgesehen davon sind grundsatzlich die Verfahrwege des Detektors
in horizontaler bzw. vertikaler Richtung limitierend. In Tabelle 7 sind die mit dem aktuellen
Probenhalterdesign erreichbaren g-Werte sowie die zugehdrigen StrukturgréBen im Realraum
aufgefiihrt. Bei einer Photonenenergie von 517 eV sind StrukturgréBen von 20 nm bis 1220 nm
erreichbar. Um diesen GroBenbereich zu erfassen, miissen mehrere Uberlappende
Detektorbilder in horizontaler oder vertikaler Richtung aufgenommen werden. Hierzu muss das
Streubild einen kontinuierlichen Verlauf haben, damitim Vergleich der einzelnen Detektorbilder
die prazise Positionierung des Detektors von Bild zu Bild verfolgt werden kann und damit auch
die korrekte relative Photonenintensitat zwischen den Aufnahmen bekannt ist. Daher sind in

Tabelle 7 auch die in einem einzigen Detektorbild erreichbaren Strukturdimensionen

aufgefiihrt.
min. Distanz max. Distanz
Probe - CCD: 17 em Probe - CCD: 48 cmi
Probe ZP-Halter ™ Strahlfanager
Réntgenstrahl I A " g \,._ |]
M """" min.Winkel—/

3
)
x
=
=
8

Abbildung 56: Skizze der Kleinwinkelstreugeometrie in HORST mit den winkellimitierenden
Faktoren. Der maximal erfasste Winkel wird begrenzt durch die Ausfrisung des
Zonenplattenhalters. Eine prazise Positionierung des Strahlenfingers ist essentiell um die
Streuung bei minimalen Winkeln zu erfassen.
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Energie[eV] min.g[nm'] max.d[nm] max.q[nm’] min.d[nm]
(max. Dist., (min. Dist.,
min. Winkel) max. Winkel)

280 0,0028 2245 0,16 38

517 0,0052 1220 0,30 20

1000 0,010 630 0,58 11
Innerhalb eines Detektorbilds erfasste g-Werte:

280 0,11 55

517 0,21 30

1000 0,40 16

Tabelle 7: Fiir Kleinwinkelstreuung mit HORST zugédnglicher g-Raum. Die StrukturgroB8e d kann
iliber 2*m/q berechnet werden. Der maximale Winkel (max. q) wurde durch die Ausfrasung des
Zonenplattenhalters begrenzt. Limitierend fiir den minimalen Winkel ist die Ndhe zum direkten
Strahl. Hier wurden 140 Pixel als minimale Distanz zur Strahlmitte angenommen. Die
Berechnung geht vom Probenhalterdesign, Stand Januar 2015 aus.

4.7.2 Streukurven mit hohem dynamischem Bereich
Fir Kleinwinkelstreuung in HORST wurde eine CCD-Kamera (DODX436-BN, Andor Technology
Ltd., Belfast, UK) als Detektor Wahrend

Einzelphotonenzahler's> mit einem dynamischen Bereich von einer Million verfiigbar sind, ist

eingesetzt. im harten Rontgenbereich
der dynamische Bereich der verwendeten CCD-Kamera auf drei Gré3enordnungen an Intensitat
beschrankt. Der exponentielle Intensitatsabfall bei hoheren Streuwinkeln hatte zur Folge, dass
der dynamische Bereich CCD-Kamera zum limitierenden Faktor wurde. Um dies auszugleichen
wurde der Detektor nach auflen verschoben und Bilder mit langerer Belichtungszeit
aufgenommen (Abbildung 57a). Im Zentralen Bild wurden durch eine genaue Positionierung
des Strahlenfangers die kleinsten Streuwinkel bei minimaler Belichtungszeit von 0,1 s
aufgenommen. Eine horizontale Verschiebung der CCD-Kamera um 2 cm ermdglichte eine
Detektion groBerer Streuwinkel mit einer langeren Belichtungszeit. Im Beispiel von Abbildung
57 waren es 60 s. Durch Kombination der Streubilder ergibt sich ein besseres Signal-zu-Rausch
Verhaltnis fur die jeweiligen g-Bereiche. Die Intensitat der Streubilder wurde radial gemittelt
und mit entsprechender Skalierung zusammengefiigt (Abbildung 57b). Die Verarbeitung der
Streubilder wurde mit den ,NIKA“-Makros fir Igor Pro® (Wavemetrics, Portland, USA)
durchgefiihrt.
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Abbildung 57: Kleinwinkelstreumessung von kryogenen Polystyrol-Mikrospharen in HORST mit
hohem dynamischem Bereich. a) Detektorbilder von SAXS an PS-Mikrospharen, mit zentraler
Kameraposition sowie um 2 cm und 2,4 cm horizontal verschobenem Detektor. Die
Belichtungszeiten waren 0,1 s (zentral), 60 s (2 cm vom Zentrum) und 300 s (2,4 cm vom
Zentrum). Durch verlangerte Belichtungszeiten kann der dynamische Bereich der Kamera bei
groBlen Winkeln besser genutzt werden. b) Nach radialem Mitteln erhdlt man die
eindimensionale Streukurve I(qg). Die relative Intensitat der Kurven wurde durch Multiplikation
mit einem konstanten Faktor normiert. Man erkennt deutlich die Verbesserung des
dynamischen Bereichs durch verldngerte Belichtungszeiten. Die Messungen wurden mit HORST
bei 517 eV am Strahlrohr U49/2 PGM-1 bei BESSY Il in Berlin durchgefiihrt.

4.7.3 Kalibrierung des Detektorabstands

Eine kritische Grof3e zur Berechnung des Streuwinkels und damit des g-Vektors ist die Distanz
zwischen Probe und Detektor. In den meisten SAXS-Apparaturen, die sich auf die
Strukturgrof3en von Proteinen (1 nm - 100 nm) spezialisiert haben, wird dieser Abstand mit
Silberbehenat [CH3(CH,),0COOAQg] (Kristallgitterabstand 6 nm) kalibriert.’s® Diese Methode ist fiir
die mit HORST zugéanglichen Strukturgrofen nicht geeignet, da der Detektor zum Erreichen
dieser StrukturgroBe um etwa 8 cm nach auflen verfahren werden miisste. Da das Streumuster
des Behenats den Detektor nicht kontinuierlich ausleuchtet, sondern diskrete Maxima bilden,
ist die Fehlerwahrscheinlichkeit durch einen, nicht orthogonal zur Strahlachse verfahrenden
Detektor hoch. Daher wurde der Abstand von Probe und Detektor mit monodispersen
Polystyrol-Mikrosphdren kalibriert, die laut Hersteller einen Durchmesser von 2,192 + 0,098 um
haben. Die prazise Ubereinstimmung von gemessenem und simuliertem Streumuster ist in

Abbildung 58 gezeigt. Die genaue Wiedergabe des Streumusters durch die Simulation bei
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hohen g-Werten, zeugt von einer prazisen Positionierung des Detektors (Abbildung 58b). Der

Abstand zwischen Probe und Detektor betrug in dieser Messkonfiguration 47,8 cm.

7T T
® PS-Partikel |
cnneees Modell

Intensitat [b.E.]
)

7809 2 3 4 5 6789
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Streuvektor g [nm-]] Streuvektor g [nm 1]

Abbildung 58: Kalibrierung des Abstands von Probe und Detektor mithilfe von kryogenen
Polystyrol-Mikrosphdren (Durchmesser: 2,2 pm). a) Streubild von Polystyrol-Mikrospharen
zusammen mit einem Modell glatter Kugeln. b) VergroBerung des markierten Ausschnitts in a).
Auch die hoheren Ordnungen werden von der Modellierung prazise wiedergegeben. Die
Messungen wurden mit HORST bei 517 eV am Strahlrohr U49/2 PGM-1 bei BESSY Il in Berlin
durchgefiihrt.

Als Validierung dieser Kalibrierung wurden zusatzlich kryogene Polystyrol-Mikrosphdren mit
einem Durchmesser von 0,457 + 0,011 um vermessen. Die Modellierung der Streukurve mit
glatten Kugeln ergibt einen Durchmesser von 0,462 + 0,004 um und ist damit im Bereich der

Standardabweichung der Herstellerangaben.
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Abbildung 59: Kleinwinkelstreumessung von kryogenen Polystyrol Mikrosphdren mit einem
Durchmesser von 0,457 pm. Das gezeigte Modell glatter Kugeln hat einen Durchmesser von
0,462 += 0,004 pm und ist damit im Bereich der vom Hersteller angegebenen
Standardabweichung. Die Messungen wurden mit HORST bei 517 eV am Strahlrohr U49/2 PGM-
1 bei BESSY Il in Berlin durchgefiihrt.
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4.7.4 Vergleich mit USAXS

Beim Aufbau einer neuen Kleinwinkelstreuapparatur ist es grundsatzlich wichtig, die
Kalibrierung durch Vergleichsmessungen an anderen Apparaturen zu verifizieren. Hierzu
wurden die gleichen Polystyrol-Mikrospharen (0,457 + 0,011 pm) in kryogener
Probenumgebung in HORST sowie in wadssriger Suspension an der USAXS-Apparatur
vermessen. An der USAXS Apparatur wurde das Streusignal bei hohen g-Werten durch die
geringe Probendichte limitiert. Die Streukurven Uberschnitten sich im Bereich zwischen
0,0065 nm™ und 0,011 nm™ (Abbildung 60). In diesem Bereich gibt es zwar keine ausgepragten
Kurvenmerkmale wie lokale Minima, doch geht hier das wagerechte Guinier-Plateau in den wie
eine Potenzfunktion abfallenden Teil der Streukurve {iber. Der Verlauf dieses Ubergangs ist in
beiden Messungen identisch und bei gleichen g-Werten lokalisiert. Beide Streumuster konnten
daher mit demselben Modell glatter Kugeln mit einem Durchmesser von 0,462 um beschrieben
werden. Die Berechnung des Modells wurde mit den IRENA-Makros fir Igor Pro durchgefiihrt.
Auch wenn keine lber einen weiten Bereich lbereinstimmende Streukurve vorliegt, so dient
diese Ubereinstimmung im Bereich des Guinier-Plateaus als externe Verifizierung der in
vorangegangenen Kapitel durchgefiihrten Kalibrierung des g-Bereichs fiir SAXS in der
HORST-Apparatur.
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Abbildung 60: Streukurven von Polystyrol-Mikrosphdren (Durchmesser 0,457 um), gemessen in
kryogener Probenumgebung mit HORST bei 517 eV am Strahlrohr U49/2 PGM-1 bei BESSY Il in
Berlin und in wassriger Losung an der USAXS-Apparatur bei 17 keV bei der Advanced Photon
Source in Argonne, USA. Ein Modell glatter Kugeln mit einem Durchmesser von 0,462 pm
beschreibt den Verlauf beider Streukurven gut. Im Ubergangsbereich zwischen Guinier-Plateau
und erstem lokalen Minimum stimmen beide Streukurven iiberein. Die Intensitat der
Messungen wurde im iiberschneidenden Abschnitt normiert. Der Fehler gibt die Abweichung
beim radialen Mitteln der Detektorbilder an und istim Fall der Messungen an HORST zu klein um
auf dieser Skala sichtbar zu sein.
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4.7.5 Strahlendosis

Da mit Rontgenkleinwinkelstreuung in HORST auch hydratisiertes biologisches Material
untersucht wurde, musste die Strahlendosis abgeschatzt und bei der Interpretation der Daten
beriicksichtigt werden. Die in HORST verwendete kryogene Probenumgebung hilft, den Einfluss
der Strahlenschdaden zu verringern.®” Mithilfe einer Diode wurde die Intensitat des direkten
Strahls als 2 x 10" ph s bei einem Fokus von 80 um x 100 um (h x v) gemessen. Es wurde
angenommen, dass der Photonenfluss gleichmafig Gber den Fokus verteilt war. Der GréBe des
Fokus wurde durch die Weite des Austrittsspalts definiert, der im vorliegenden Experiment

100 um betrug.

Die Dichte einer ganzen E. coli Bakterie wurde in Abschnitt 4.5.8 in Tabelle 5 als 1,1 g cm?
abgeschatzt und hat bei einer Photonenenergie von 517 eV eine Absorptionslange von 2,4 um.
Als gesamte Expositionsdauer wurden 300 s angenommen, dies beinhaltete mehrere
Detektorbilder, mit bis zu 60 s Belichtungszeit. Details zur Rechnung sind im Abschnitt 3.4.5
erlautert. Die Abschwachung durch die umgebende Eismatrix wurde vernachlassigt. Dies
bedeutet, dass sich die Strahlendosis auf ein Objekt an der stahlzugewandten der Probe bezieht

und daher als maximale Strahlendosis einzuordnen ist.

Die berechnete Strahlendosis betrdagt 3 x 108 Gy. Nach Howells et al.® sind bei dieser
Strahlendosis Strukturen bis zu einer GroBe von 8 nm von Strahlenschaden betroffen. Da in
diesem Experiment die duBere Form im Fokus stand (Durchmesser ~800 nm), sind die
Strahlenschaden hier nicht relevant missen aber bei weiteren Kleinwinkelstreuexperimenten

auf der Nanometerskala berticksichtigt werden.
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4.7.6 Mit Antibiotika behandelte E. coli in kryogener Probenumgebung

Die Rontgenkleinwinkelstreuung mit HORST ermdglichte die Aufnahme von SAXS-Kurven in
einem intermedidren g-Bereich, der StrukturgroBen zwischen der &uBeren Form
(USAXS-Apparatur) und der inneren Bakterienzusammensetzung (BioSAXS-Strahlrohr)
entspricht. Die Probenvorbereitung erfolgt im Unterschied zu den Messungen an anderen
Apparaturen nicht in einer Suspension sondern als schockgefrorene, kryogene Probe. Ein
Vergleich der erhaltenen SAXS-Kurven von unbehandelten E. coli mit HORST bei BESSY, an der
USAXS-Apparatur und BioSAXS-Strahlrohr ist in Abbildung 61 gezeigt. Bemerkenswert ist die
gute Struktur des Eises, da keine Stérungen durch Eiskristalle beobachtet werden konnten.
Allerdings zeigten sich Unterschiede zwischen den an den verschiedenen Apparaturen
gemessenen Streukurven. So waren die groBenbestimmenden lokalen Minima monodisperser
Objekte zwar in beiden Streukurven zu sehen, sind aber im g-Raum gegeneinander verschoben
was auf eine unterschiedliche ObjektgroBe hindeutet. AuBBerdem gab es bei Messungen
kryogener Bakterien im weichen Rontgenbereich keine Anzeichen fiir eine interne
Strukturierung der E. coli. Dies ist wahrscheinlich die Folge eines geringeren Streukontrasts
zwischen den internen Komponenten im weichen Réntgenbereich. Ein Grund fiir den
unterschiedlichen Verlauf der Streukurven konnte eine Folge der kryogenen
Probenvorbereitung sein (Abbildung 62). Wahrend es bei Bakterien in Suspensionen keine
Vorzugsrichtung gibt, sind bei kryogener Probenpraparation die meisten Bakterien orthogonal
zur Strahlachse in eine diinne Eismatrix eingebettet. Dies ist eine Folge der Probenvorbereitung,
bei der ein Tropfen mit Bakteriensuspension auf die mit einem diinnen Kohlenstofffilm
bedeckte Seite eines TEM-Netzchens gebracht wird. Im nachsten Schritt wird die tiberschiissige
Flussigkeit von der Riickseite durch Locher (2 um)'* abgesaugt und die Probe in einem
flissigem Ethan/Propan-Gemisch’' eingefroren. Die nach dem Absaugen verbleibenden E. coli
Zellen liegen zumeist parallel zur Ebene des TEM-Netzchens. Dies ist in den TXM-Aufnahmen
kryogen praparierter Bakterien gut zu erkennen (Abbildung 62, Abschnitt 4.4.5). Die Folge dieser
geordneten Probenstruktur ware ein gedanderter Beitrag zum Streusignal von Langsachse und

Durchmesser der Bakterienzellen.

Ein weiterer Unterschied der Streubilder ist der unterschiedliche Intensitatsabfall in beiden
Streukurven. Der Intensitdtsabfall kann mit einer Potenzfunktion, /(q) = g modelliert werden,
wobei der Exponent eine Aussage Uber die Oberflachen- bzw. Volumenstruktur des Partikels
ermdglicht. In den Messungen an der USAXS-Apparatur war dieser unter Vernachlassigung der
lokalen Minima p = 4, was auf eine glatte Oberflaiche mit ausgefiillter Volumenstruktur
hindeutet. Bei kryogenen Messungen mit HORST ist 2 < p < 3. Dies deutet auf eine
Volumenfraktal hin und ist moglicherweise ein Effekt des veranderten Streukontrasts im
weichen Rontgenbereich. Das im vorangegangenen Kapitel verwendete Modell fiir die dul3ere

Form der Bakterien geht von einer glatten Oberflache mit entsprechendem Intensitatsabfall aus.
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Daher wurde zur Modellierung der mit HORST gemessenen Streukurven auf eine indirekte

Fourier-Transformation zurlickgegriffen.
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Abbildung 61: Vergleich von Streukurven mit Antibiotika behandelter E. coli, gemessen in
kryogener Probenumgebung mit HORST bei 517 eV am Strahlrohr U49/2 PGM-1 bei BESSY Il in
Berlin, in wassriger Losung an der USAXS-Apparatur bei 17 keV bei der Advanced Photon Source
in Argonne, USA und am BioSAXS-Strahlrohr P12, bei 12,8 keV bei PETRA Il in Hamburg. Die
Streubilder von kryogenen Bakterien im weichen Rontgenbereich weichen von den Streukurven
suspendierter Bakterien im harten Bereich ab.

a Suspendierte Probe b Kryogene Probe
Detektor Detektor
Kapillare o TEM-Netzchen _.4*""

Rontgenstrahl Réntgenstrahl
(TXM-Aufnahme)
Orientierung der Bakterien in Orientierung der Bakterien in
drei Raumrichtungen gemittelt zwei Raumrichtungen gemittelt

Abbildung 62: Schema der Probendarbringung von kryogenen und suspendierten Proben. a)
Bakterien in Suspension waren in allen drei Raumrichtungen zuféllig orientiert. (USAXS und
BioSAXS) b) Bei kryogenen Proben wurde die iiberschiissige Fliissigkeit durch Locher (2um) in
der Membran von der Riickseite her abgesaugt. Daher sind die auf dem TEM-Netzchen
verbleibenden Bakterien meist orthogonal zur Strahlachse orientiert.
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Die Streuintensitdt I/(g) eines Partikels ist (ber eine Fourier-Transformation mit der

Korrelationsfunktion P(r) der Elektronen des Partikels im Realraum verknipft:**

@) = 4n “P@sinGer) (13)
0 qr

Mit dem Streuvektor g und der Distanz r im Realraum (siehe Kapitel 2.3.3). Diese
Korrelationsfunktion P(r) des Partikels beschreibt die Wahrscheinlichkeit im Radius r um ein
Elektron ein weiteres zu finden. Allerdings ist diese Fourier-Transformation bei experimentellen
Daten nicht durchfiihrbar, da die absolute Intensitdt der gestreuten Photonen nicht bekannt ist
und die Daten nur in einem limitierten Intervall erhoben wurden.”” Die von Otto Glatter®
vorgeschlagene indirekte Fourier-Transformation umgeht diese Probleme durch die
Begrenzung von P(r) in Intervall [0,rma] und einer Glattung der P(r)-Funktion. Das Intervall wird
hierbei abgeschdtzt muss bei rma gleichformig gegen Null gehen.® Zu kleine Werte fur rmax
fuhren zu einem steilen Abfall mit einer teilweise negativen P(r)-Funktion. Zu groBe Werte fiir
I'max bewirken eine flachen P(r)-Funktion nahe Null in der Umgebung von rme. Die P(r)-Funktion
erlaubt es qualitative Aussagen Uber die geometrische Form des Partikels sowie dessen
maximalen interpartikuldren Abstands rmax zu treffen. Dieses Verfahren kommt bei der
Aufklarung von Proteinstrukturen mit SAXS zum Einsatz. Hier wird danach die genaue Form des

Proteins aus seiner P(r)-Funktion modelliert.®®

In Abbildung 63 ist die SAXS-Kurven mit Antibiotika behandelter E. coli sowie deren
Korrelationsfunktion gezeigt. Der maximale interpartikuldare Abstand dpmex von 750 + 25 nm bei
unbehandelten E. coli und 700 + 25 nm nach einer Behandlung mit Ciprofloxacin oder
Tetracyclin zeigt, dass die Lange der Bakterien nicht erfasst wurden sondern nur ihr
Durchmesser. Dies passt zur Theorie, denn um ein Objekt der GroBBe dmax verlasslich beschreiben
zu kdnnen, Muss Gmin < T/dme erfasst werden.** Im vorliegenden Beispiel liegt der minimale
g-Vektor bei einem Wert von 0,005 nm™ was einer Strukturgrof3e dme von 630 nm entspricht.
Daher ist in den vorliegenden Streukurven das Guinier-Plateau, welches bei g < 2n/dm.x beginnt
(siehe Kapitel 2.3.3) auch nicht erkennbar. Ein weiterer Hinweis auf die Erfassung des
Durchmessers ist die Form der Korrelationsfunktion. Die vorliegende Gaul3-férmige

Korrelationsfunktion ware charakteristisch fir kugelférmige Partikel.

Wenn man die mit der USAXS-Apparatur bestimmten Bakteriendurchmesser mit den
Bakteriendurchmessern der P(r)-Funktion vergleicht, sind letztere im Mittel 100 nm geringer
(Tabelle 8). Darauf deuten in den Streukurven auch die gegeneinander verschobenen lokalen
Minima der Streukurven (Abbildung 61) hin. Um einen Vergleich mit dem Realraum herzustellen
wurden die Bakteriendurchmesser mit bildgebenden Verfahren, TEM und TXM verglichen.
Hierbei muss beachtet werden, dass die Proben fiir die Messungen an der USAXS-Apparatur und
TEM fixiert werden mussten. Die TXM-Aufnahmen sowie die SAXS-Messungen mit HORST
wurden hingegen an kryogenen Proben durchgefiihrt. Allerdings deutet die Ahnlichkeit der
Messwerte bei USAXS, TEM und TXM darauf hin, dass der Einfluss der Fixierung nicht der Grund
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fur die vorgefundenen Unterschiede war. Grundsatzlich stlitzen also die Ergebnisse der
bildgebenden Verfahren TEM und TXM die an den USAXS-Daten durchgefiihrte Modellierung.
Insgesamt sind die Angaben des mittleren Durchmessers aller Messungen stark fehlerbehaftet,

was die Realitdt eines polydispersen Bakterienensembles wiedergibt.

So wurde keine Information zur Form des Partikels in die Modellierung einbezogen. Da die
Lange einer Bakterie auBerhalb des erfassten g-Bereiches lag, beschreibt das Modell ein nahezu
kugelférmiges Objekt. Der wichtigste Faktor ist aber, dass die E. coli-Bakterien bei kryogener
Probenvorbereitung nicht isotrop angeordnet sind. Dies bedeutet, dass sie statt in allen drei nur
Uber zwei Raumrichtungen gemittelt vorliegen. Dieser Faktor spielte bei den spharischen
Partikeln, die zur Kalibration verwendet wurden und korrekt modelliert werden konnten, keine
Rolle. Bei zylinderférmigen E. coli verzerrt eine unvollstandige Mittelung das Streubild. Generell
bietet die Ausrichtung von der Bakterien ein erhebliches Potential. Ahnlich wie bei Ansitzen an
freien Elektronenlasern'® kann eine praferenzielle Ausrichtung von Objekten in die Auswertung
mit einflieBen und so die Giite der Analyse verbessern. Aufgrund des hier nur eingeschrankt
verfligbaren g-Bereichs konnte daraus leider noch kein Nutzen gezogen werden. Fiir die

Zukunft bietet die praferenzielle Ausrichtung aber erhebliches Potential.
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Abbildung 63: Analyse der Kleinwinkelstreukurven mit Antibiotika behandelter E. coli mit einer
indirekten Fouriertransformation. a) SAXS-Kurven mit Antibiotika behandelter E. coli. b) Die
Korrelationsfunktion der SAXS-Kurven beschreibt die Wahrscheinlichkeit, in einer Distanz d um
ein Elektron ein weiteres zu finden. Aus ihnen konnte der Durchmesser der Bakterie (dmax)
abgelesen werden. Die Form der P(r)-Funktion deutet auf kugelférmige Partikel hin. Die
Messungen wurden mit HORST bei 517 eV am Strahlrohr U49/2 PGM-1 bei BESSY Il in Berlin
durchgefiihrt.
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Probe TEM [um] TXM [pm] USAXS [um]  SAXS bei BESSY, dmax [um]
Kontrolle 0,89 £0,07 0,89+0,08 0,85 +0,08 0,75+0,03
Tetracyclin 1,10+£0,13 1,02+0,14 0,90 0,07 0,70+0,03
Ciprofloxacin 0,71+0,13 0,86 0,09 0,86 +0,07 0,70+0,03

Tabelle 8: Bakteriendurchmesser in TEM, TXM und SAXS. Die Bakteriendurchmesser in TEM und
TXM wurden an je 50 Bakterien bestimmt. Der Fehler gibt die Standardabweichung der Messungen
des Mittelwerts an. Ausnahme war die TXM-Probe von Tetracyclin, hier wurden 10 Bakterien
vermessen. In den USAXS-Messungen ist der Durchmesser des zylindrischen Modells sowie der
Fehler des Fits angegeben. Bei der indirekten Fouriertransformation sind die maximalen
interpartikuldren Abstinde der Korrelationsfunktion sowie der Fehler in der Bestimmung dieses
Werts abgeschatzt.
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4.7.7 Fazit

Die HORST-Apparatur bietet mit ihrer flexiblen Geometrie die Moglichkeit zonenplattenbasierte
Réntgenmikroskopie (TXM) und linsenlose Rontgenmikroskopie (Ptychographie) in einer
kryogenen Probenumgebung  zu betreiben.  Zusatzlich ist es moglich,
Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) als komplementdre Methode an der gleichen Probe,
ebenfalls in kryogener Probenumgebung, durchzufiihren. Hierbei ist bei einer Energie von
517 eV ist die Untersuchung von StrukturgréBen im Bereich von von 20 nm bis 1220 nm
moglich. Die kryogene Probenumgebung ermdglicht die Untersuchung von Proben in ihrem
nativen Zustand ohne Fixierung oder Farbung, eingebettet in eine amorphe Eismatrix. Die
Abstandskalibrierung erfolgte mit kryogenen, monodispersen Polystyrol-Mikrosphdren
(2,2 um). Eine Testmessung von kryogenen Polystyrol-Mikrospharen (0,46 um) validierte die
Abstandskalibration. Als zusatzliche, externe Verifizierung diente eine Kontrollmessung

suspendierter Polystyrol-Mikrospharen (0,46 um) an der USAXS-Apparatur.

Die ersten Messungen an kryogenen, mit Antibiotika behandelten E. coli-Bakterien zeigten die
Anwendbarkeit auf biologische Objekte mit schwdcherem internen Kontrast, deckten aber
gleichzeitig eine Schwache der Probenvorbereitung auf. Anders als bei Messungen in
Suspension, in der die stabchenférmigen Bakterien in allen Raumrichtungen orientiert waren,
liegen bei kryogenen Proben alle Bakterien in einer Ebene orthogonal zu Strahlrichtung. Dies
war in den TXM-Aufnahmen gut zu erkennen und ist wahrscheinlich eine Folge des
Einfriervorgangs. Hier wurde die iberschiissige Probenfllssigkeit durch Locher an der Riickseite
des TEM-Netzchens abgesaugt. Ubrig blieben die quer zur Absaugrichtung orientieren
E. coli-Bakterien, die in den Messungen orthogonal zur Stahlrichtung stehen. Generell bietet
eine solche orientierte Einbettung erhebliches Potential fiir die Modellierung, da die
Orientierung der Zellen bekannt ist. Aufgrund des eingeschrankten g-Bereiches war die
Erstellung eines vollstandigen Modells wie in Kapitel 4.5.8 bislang noch nicht méglich. Positiv
lasst sich zudem feststellen, dass keine Streuung von Eiskristallen die Messungen stérten. Die
aus den ersten kryogenen SAXS-Messungen mithilfe einer indirekter Fourier-Transformation
bestimmten Bakteriendurchmesser waren systematisch kleiner verglichen mit den Messungen
der USAXS-Apparatur und den bildgebenden Verfahren TEM und TXM. Diese systematische
Abweichung konnte auf die anisotrope Anordnung der Bakterien in der kryogenen

Probenvorbereitung zurlickgefiihrt werden.

Die hier diskutierten Ergebnisse sind die erste Anwendungen Kleinwinkelstreuung in kryogener
Probenumgebung im weichen Rontgenbereich. In der HORST-Apparatur kénnen mit den
bildgebenden Verfahren Ptychographie und TXM sowie die gleichzeitige Erfassung der
Streuinformation des gesamten Ensembles mit Kleinwinkelstreuung umfassende
Informationen zu kryogenen biologischen Proben gewonnen werden. Au3erdem er6ffnet sich

die Mdoglichkeit, mit anomaler Kleinwinkelstreuung materialwissenschaftliche Fragestellungen
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zu untersuchen. Hier wird mit einer Energie in direkter Umgebung einer Absorptionskante der

Streukontrast eines Elements gezielt variiert.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Multiresistente Bakterienstamme bedrohen die Funktion unseres modernen Gesundheitswesens.
Um dieser Bedrohung langfristig Herr zu werden, fehlt es an antibiotischen Substanzen mit neuen
Wirkmechanismen. Von Jahr zu Jahr werden weniger Antibiotika zugelassen, da die Entdeckung und
Entwicklung neuer Substanzen immer komplexer wird. Moderne Antibiotikaforschung verwendet
Hochdurchsatzverfahren, um viele potentielle Kandidaten gleichzeitig zu synthetisieren und sie auf
ihre antibiotische Wirkung zu testen. Im Rahmen dieses Prozesses stellt sich bei einer aktiven
Substanz sofort die Frage, ob es sich um einen neuen Wirkmechanismus handelt oder ein bekanntes
Motiv zugrunde liegt. Die aktuelle Methode der Wahl ist eine teure (> 1000 $ pro Substanz) und

zeitaufwandige (ca. zwei Wochen pro Substanz) Genexpressionsanalyse.

Im Zuge jeder antibiotischen Behandlung werden essentielle biochemische Abldufe in einer
bakteriellen Zelle gestort und flhren vielfach zu Veranderungen der Morphologie. Sie werden
Ublicherweise mit bildgebenden Verfahren wie etwa Transmissionselektronenmikroskopie
untersucht. Solche Verfahren erfordern meist eine aufwandige Probenpraparation und den Eingriff
des Experimentators bei Aufnahme und Interpretation der Bilder. Die Notwendigkeit eine
ausreichende Zahl an Bakterien zu untersuchen um eine statistisch fundierte Aussage zu
ermdglichen  verhindert zudem den Einsatz als Hochdurchsatzmethode.  Bei
Rontgenkleinwinkelstreuung tragen viele Bakterien - im vorliegenden Fall etwa eine Million - zum
Streusignal  bei. Zudem sind die  Apparaturen fiir  Kleinwinkelstreuung an
Synchrotronstrahlungsquellen fiir Hochdurchsatzverfahren ausgelegt und benétigen aktuell fir
eine Messung Sekunden und fiir den Probenwechsel unter einer Minute. Im hier vorliegenden
Pilotexperiment konnte gezeigt werden, dass man durch antibiotische Behandlung verursachte
Veranderungen der Zellmorphologie mit Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) nachweisen und

quantifizieren kann.

Konkret wurden Escherichia coli mit verschiedenen etablierten Antibiotika sowie einem kurzen
kationischen Peptid (RLKRWWKFL) behandelt und nach einem Fixierungsschritt mit SAXS
untersucht. Hierbei flihrte eine Behandlung mit Proteinsyntheseinhibitoren (Tetracyclin,
Chloramphenicol), RNS-Syntheseinhibitoren (Rifampicin), membranzerstérenden Substanzen
(Polymyxin B) und dem kationischen Peptid zu einer mit SAXS unterscheidbaren morphologischen
Veranderung. Diese wurde mithilfe einer annahmefreien Hauptkomponentenanalyse untersucht.
Wahrend die erste Hauptkomponente verschiedene Wirkstoffklassen unterschied, lieBen sich
mithilfe der zweiten Hauptkomponente einzelne Antibiotika innerhalb der Klassen differenzieren.
Eine Inhibierung der Zellwandsynthese durch mit Penicillin verwandten p-Lactamen (Ampicillin,
Cefepime, Piperacillin) flihrte ebenso wie eine Inhibierung der DNS-Synthese (Ciprofloxacin) und der

Bildung von fehltranslatierten Proteinen durch Aminoglycoside (Gentamycin, Kanamycin) nur zu
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einer geringfiigigen morphologischen Anderung. Zusatzlich zu diesen Folgen der Antibiotika lieBen
sich auch morphologische Unterschiede im Verlauf des Wachstumszyklus unbehandelter E. coli

feststellen.

Wahrend die Hauptkomponentenanalyse eine schnelle Klassifizierung eines Wirkmechanismus
erlaubte, lieBen sich aus den zugrundeliegenden Kleinwinkelstreukurven weitere Information
extrahieren. Hierzu wurde zusatzlich die Streuinformation der &dufleren Form mit
Ultrakleinwinkelstreuung (USAXS) vermessen. Die Kombination von USAXS und SAXS ermdglichte
es, ein Modell fur die duBere Form und die inneren Bestandteile einer Bakterienzelle zu entwickeln.
In diesem Modell wurde die duf3ere Form als Zylinder dargestellt und die inneren Komponenten als
glatte Kugeln approximiert. Dieses Vorgehen erméglichte es unter Abschatzung der Streukontraste
den mittleren Radius der Zellkomponenten, ihre Anzahl und ihren Anteil am Zellvolumen zu
berechnen. Das Streusignal des Zellinneren konnte mithilfe von drei Komponenten dargestellt
werden, die mit ihren Durchmessern von 3,5 nm, 9 nm und 26 nm zu den wichtigsten
Zellkomponenten Proteinen'' (ca. 3 nm), mit histondhnlichen Proteinen umlagerte DNS-Fibrillen3*°
(10 nm) und Ribosomen'™® (21 nm) passten. Im Vergleich mit Literaturdaten'** zeigte sich, das mit
SAXS bestimmte Volumen der Proteine um einen Faktor 100 zu hoch eingeschatzt wurde. Das von
der DNS eingenommene Volumen lag mit 17 % des Zellvolumens nahe an Literaturangaben zum
Volumen des Nukleoids™* von 20 %. Ebenso lag die Zahl der Ribosomen mit ca. 10000 pro Zelle nahe

am Literaturwert'* von 18600 pro Zelle.

Die antibiotikainduzierten Anderungen der Zellmorphologie bewirkten auch eine Veranderung der
Zellzusammensetzung.  So  flhrte beispielsweise ~ eine  Behandlung mit  den
Proteinsyntheseinhibitoren Tetracyclin und Chloramphenicol zu einer in der Literatur mit
Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie beschriebenen Kondensation der DNS im Zentrum der
Bakterienzelle. Dieser Effekt zeigte sich in den SAXS-Messungen an einer Reduktion des mittleren
Durchmessers der DNS um 30 % und einer Halbierung des Volumenanteils. Dies deutet auf eine
Aggregation der DNS-Fibrillen hin und konnte mit Transmissionelektronenmikroskopie

nachgewiesen werden.

Infolge einer Behandlung mit dem kurzen kationischen Peptid zeigten die TEM-Aufnahmen stark
gefarbte, granulare Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 75 nm an den Zellwdanden und den
Zellpolen. Mithilfe von zonenplattenbasierter Rontgenmikroskopie in der Streukammer HORST lief3
sich nachweisen, dass es sich um eine Erhéhung der Materialdichte handelte. Die Streuung dieser
granularen Strukturen dominierte das SAXS-Signal, so dass kein individuelles Signal von Ribosomen
und DNS feststellbar war.

Hier wird deutlich, dass SAXS im Zusammenspiel mit komplementéaren bildgebenden Verfahren ein
machtiges Instrument der Strukturanalyse sein kann. Die Rontgenstreukammer HORST bietet die

Moglichkeit, kryogene Proben im weichen Rontgenbereich mit SAXS, TXM und linsenloser
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Mikroskopie (Ptychographie) zu untersuchen. Neben der Etablierung von SAXS als
Untersuchungsmethode in HORST wurde auch die Machbarkeit von SAXS an kryogenen

biologischen Proben (E. coli) mit weichem Rontgenlicht demonstriert.

Diese Arbeit eroffnet ein neues Anwendungsfeld fiir Rontgenkleinwinkelstreuung als Methode zur
raschen Klassifizierung antibiotischer Wirkmechanismen. In  Kombination mit einer
Hauptkomponentenanalyse sollte eine Bewertung der Messergebnisse in Echtzeit mdglich sein.
Allerdings ist die Anwendung von SAXS keinesfalls auf die morphologischen Folgen einer
antibiotischen Behandlung in E. coli limitiert. So kann prinzipiell die innere Struktur eines komplexen
biologischen Systems untersucht werden und Verdanderungen darin auf einer integralen Skala
charakterisiert werden. Studien, die sicherlich auf diese Pilotexperimente folgen werden sind in vivo
Untersuchungen von E. coli, sowie die konkrete Anwendung auf ein Set vielversprechender
Antibiotikakandidaten mit unbekanntem Mechanismus. Die aktuell stattfindende rasante
Weiterentwicklung von Laborquellen fiir Rontgenstrahlung wird SAXS in Zukunft unabhéngiger von
etablierten Synchrotronquellen machen. Die langfristige Vision ist, dass SAXS als
Hochdurchsatzverfahren in die bestehende Struktur der Antibiotikaforschung eingebunden wird
und hilft, in einem friihen Forschungsstadium Hinweise auf den observierten Wirkmechanismus zu

geben.
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7.1 Kompletter BioSAXS-Datensatz

Anlage zu Kapitel 4.6: Hauptkomponentenanalyse des gesamten, am BioSAXS-Strahlrohr gemessenen
Datensatzes. Antibiotika mit klarer morphologischer Anderung sind markiert.

Peptide Cefepime
Kanamycin
Ciprofloxacin
Gentamycin
Piperacillin
Peptide
Polymyxin B
Ampicillin
Chloramphenicol
Tetracyclin
Rifampicin
Control

Tetracycline

v; o

=] >, .

0 -Chloramphenicol "1‘ By 5min
‘&¢+ 15 min
by 30 min

60 min

120 min
240 min

#vrxJARPO+CO

Linear coefficients of PC 2

-r ° Rifampicin

O 00O

Polymyxin B
-5 0 5 10 15
Linear coefficients of PC 1

Abbildung 64: Hauptkomponentenanalyse des am BioSAXS-Strahlrohr gemessenen Datensets.
Gezeigt sind die Koeffizienten (A,B) der ersten beiden Hauptkomponenten. Die Symbole zeigen das
Antibiotikum und die Inkubationszeit ist Farbkodiert. Die Antibiotika mit starken morphologischen
Anderungen wurden markiert. Antibiotika ohne morphologische Anderungen verhalten sich dhnlich
wie die unbehandelten Bakterien (Control).
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