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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Kontrolle und Behandlung von bakteriellen Infektionen ist in der heutigen Gesellschaft von zentraler
Bedeutung. Insbesondere hat der intensive Einsatz von Antibiotika-basierten Therapien zu einer
mafBgeblichen Entwicklung und Steigerung von antibiotikaresistenten Bakterien gefihrt, zu welchen unter
anderem Bakterien wie der Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA), sowie ESBL
exprimierende Enterobacteriaceae gehdren. Diese Bakterienklassen reprasentieren eine der groBten
Herausforderungen bei der Behandlung von bakteriellen Infektionen und haben sich zu einem erheblichen
Problem des humanen Gesundheitswesens entwickelt. Deshalb wurde in den vergangenen Jahren die
Entwicklung von alternativen, therapeutisch einsetzbaren, antimikrobiellen Substanzen intensiviert. Jedoch
konnten innerhalb der letzten Jahre nur wenige neue antimikrobielle Stoffe entwickelt werden, wobei
diese in vielen Fallen auf bereits bekannten und intensiv genutzten Grundstrukturen von Antibiotika
beruhten. Als aussichtsreiche Alternative wurden in den vergangenen Jahren Peptide, welche sowohl Gber
antimikrobielle als auch biologisch kompatible Eigenschaften verfligen, hinsichtlich ihres therapeutischen
Potentials untersucht. Sie reprasentieren eine vielfaltige Klasse von Biomolekulen, welche haufig Teil des
angeborenen Immunsystems vieler pro- und eukaryotischer Organismen sind. Des Weiteren konnte bereits
nachgewiesen werden, dass sie im Vergleich zu traditionellen Antibiotika Uber andere Wirkmechanismen
verfigen, welche bereits als bakterizid oder bakteriostatisch klassifiziert wurden. Aufgrund ihrer
ausgepragten,  charakteristischen lytischen  Eigenschaften und Interaktionsmechanismen  mit
prokaryotischen Membranen wird davon ausgegangen, dass eine Entwicklung von bakteriellen
Resistenzen wenig wahrscheinlich ist, weshalb diese Klasse von Biomolekilen eine aussichtsreiche
Alternative zu traditionellen Antibiotika darstellt. Jedoch weisen einige antimikrobielle Peptide auch
ausgepragte zytotoxische Eigenschaften gegeniber eukaryotischen Zellen auf, wodurch deren klinische
und industrielle  Anwendung stark eingeschrankt ist. Darlber hinaus kann der Einsatz natdrlich
vorkommender antimikrobieller Peptide auch aufgrund ihrer hohen Fabrikationskosten, sowie ihrer
schlechten pharmakokinetischen Eigenschaften limitiert sein. Weiterhin besteht das Risiko, dass die
klinische oder industrielle Verwendung von Peptiden, welche in einem engen Zusammenhang mit den
natlrlich  vorkommenden antimikrobiellen  Peptiden des Immunsystems stehen, zu einer
Resistenzausbildung fihren konnte. Dies wirde neben dem Verlust der antimikrobiellen Wirkung in
klinischen oder industriellen Anwendungen ebenfalls zu einer negativen Beeinflussung der natdrlichen
Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems gegenlber bakteriellen Infektionen flhren. Aus
diesen Grinden ist die Verwendung naturlich vorkommender antimikrobieller Peptide stark limitiert,
weshalb insbesondere Peptide mit alternativen Sequenzen, welche keine Analogien zu natdrlich
vorkommenden antimikrobiellen Peptiden besitzen, einen aussichtsreichen Ansatzpunkt darstellen.

Deshalb wird ein rationales Design von artifiziellen Peptiden angestrebt, welche neben antimikrobiellen
auch Uber biologisch kompatible Eigenschaften verfligen sollen und zudem flr eine klinische oder

industrielle Anwendung hinsichtlich ihrer Produktionskosten optimiert sind.




1 Einleitung

Hierfir werden neben dem rationalen Design der artifiziellen Peptide verschiedene Peptidbibliotheken
eingesetzt, unter deren Zuhilfenahme die essenziellen Regionen innerhalb der Primarsequenz identifiziert
werden. AuBerdem werden diese auch fir die Identifikation der biophysikalischen Eigenschaften
verwendet, welche den charakteristischen antimikrobiellen Eigenschaften der Peptide zugrunde liegen,
um somit anhand von in silico Modellierungen optimierte Peptidsequenzen zu generieren. Zudem werden
unter Verwendung dieser Bibliotheken die zytotoxischen Eigenschaften gegentber eukaryotischen Zellen
charakterisiert, um somit im Zuge der systematischen Entwicklung von optimierten Peptidsequenzen
limitierende, biologische Inkompatibilitaten zu vermeiden. Wahrend dieser Optimierung werden die
Peptide ebenfalls auf eine minimale Sequenz reduziert, um anfallende Produktions- und

Aufreinigungskosten zu reduzieren.

Neben der direkten Therapie von bakteriellen Infektionen ist vor allem auch die Verbreitungskontrolle und
Pravention von bakteriellen Infektionen und Kontaminationen in der heutigen Gesellschaft von
fundamentaler Bedeutung. Aufgrund der Tatsache, dass Bakterien in der Lage sind feste Materialien kurz-
oder langfristig besiedeln zu koénnen, stellen kontaminierte Oberflachen ein mafBgebliches Reservoir fiir
deren Verbreitung dar. Dies ist bei vielen Anwendungen von fundamentaler Bedeutung, wie z. B. in
industriellen Anlagen, lebensmittelverarbeitenden Betrieben, Bildungseinrichtungen, Krankenhausern,
sowie bei medizinischen Geraten. In diesem Zusammenhang stellen vor allem nosokomiale Infektionen ein
groBes Problem dar, wobei insbesondere Implantat-assoziierte bakterielle Oberflachenkontaminationen
einen der haufigsten Infektionswege reprasentieren. Adhasiv an feste Oberflachen gebundene Bakterien
sind in der Lage Kolonien sowie komplexe Biofilme zu bilden, welche eine erhéhte Resistenz gegenlber
antimikrobiellen Behandlungen, im Vergleich zu den korrespondierenden planktonischen Bakterien,
aufweisen. Dies erschwert die dauerhafte Entfernung solcher Biofilme erheblich. Ferner zeigen erfolgreich
behandelte Biofilme eine rapide Neubesiedelung durch Bakterien, weshalb ein praventiver Schutz
gegenliber Oberflachen-assoziierten Kontaminationen erstrebenswert ist. In diesem Zusammenhang
wurden bereits antimikrobielle Oberflachenmodifikationen entwickelt, um eine langanhaltende Pravention
vor bakteriellen Kontaminationen zu realisieren. Aufgrund der Tatsache, dass jedoch viele der
verwendeten  Oberflachen-assoziierten  Substanzen neben antimikrobiellen auch  zytotoxische
Eigenschaften oder biologische Inkompatibilitaten aufweisen, welche eine potentielle Applikation der
Oberflachenbeschichtung limitieren, wurden bereits Peptid-basierte antimikrobielle
Oberflachenmodifikationen generiert. Von ausschlaggebender Bedeutung ist hierbei, dass das verwendete
antimikrobielle Peptid in einem funktionalen Zustand immobilisiert wird und die sterischen Eigenschaften,
welche durch die Oberflache vermittelt werden, keine Limitierung des Wirkmechanismus und der damit
verbundenen antimikrobiellen Aktivitat darstellen. Obendrein sind bei der Generierung von
Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenmodifikationen die verwendeten chemischen Ligationen von
entscheidender Bedeutung, da sie aufgrund der jeweiligen chemischen Reaktivitaten sowohl einen Einfluss
auf die Immobilisierungseffizienz und Immobilisierungskinetik, als auch auf die Orientierung und

Funktionalitat des antimikrobiellen Peptids auf der Oberflache besitzen.
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Aus diesem Grund wird die Entwicklung einer Strategie fir die Generierung von Peptid-basierten
Oberflachenmodifikationen mit antimikrobieller Aktivitat angestrebt. Hierflir werden die antimikrobiellen
Charakteristiken verschiedener, natdrlich vorkommender Peptide im immobilisierten sowie gelosten
Zustand analysiert und verglichen, um den Einfluss der Immobilisierung auf die Aktivitat zu evaluieren.
Zusatzlich werden die Wirkmechanismen der verwendeten antimikrobiellen Peptide analysiert und deren
Bedeutung fur die Funktionalitat im immobilisierten Zustand untersucht, um Peptide oder Peptidklassen zu
identifizieren, welche sich als funktionale Molekile flr eine kovalente antimikrobielle
Oberflachenbeschichtung eignen. Obendrein wird der Einfluss der verwendeten chemischen Ligationen
auf die immobilisierte Peptidmenge und die Aktivitat im kovalent immobilisierten Zustand analysiert, um
eine optimierte chemische Reaktionsstrategie zu entwickeln, welche neben optimierten antimikrobiellen
Eigenschaften auch eine Optimierung der Produktionskosten aufgrund der Reduktion der verwendeten
Peptidmenge ermdglicht. Aufgrund der Tatsache, dass bei einigen angestrebten Anwendungen nicht nur
die Inhibierung der bakteriellen Adhdsion sondern auch die Pravention von oberflachennahen
Kontaminationen von essenzieller Bedeutung ist, werden ebenfalls alternative Oberflachenmodifikationen
entwickelt, deren antimikrobielle Aktivitat nicht durch den direkten Kontakt zwischen den Bakterien und

der Oberflache limitiert ist.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide reprasentieren eine grof3e und heterogene Klasse von Biomolekilen. Es handelt
sich hierbei meist um kurze, unmodifizierte Oligopeptide, welche neben sehr kurzen Peptidsequenzen von
lediglich 12 Aminosauren auch Peptidsequenzen von bis zu 50 Aminosauren umfassen kdnnen. Diese
Peptide sind Teil des angeborenen Immunsystems vieler pro- und eukaryotischer Lebewesen und wurden
bereits bei Tieren, Pflanzen, Pilzen und Bakterien identifiziert [1-4]. Sie zeichnen sich durch ein breites
antimikrobielles Wirkspektrum aus und besitzen einen mafBgeblichen Anteil bei der naturlichen Pravention
und Therapie von bakteriellen Infektionen [5, 6]. Neben den antimikrobiellen Eigenschaften wurden
bereits auch antifungale [7-9] sowie antiparasitare [1, 10] Eigenschaften, als auch Aktivitaten gegenlber
Viren [11, 12] und Tumoren [13] nachgewiesen. Neben den direkten Interaktionen dieser Peptide mit den
jeweiligen Zielorganismen konnten dartber hinaus auch immunmodulatorische Aktivitaten festgestellt
werden [5, 6, 14].

Die jeweiligen Sequenzinformationen der Peptide sind in vielen Fallen genetisch kodiert und werden
ribosomal transkribiert, wobei einerseits das antimikrobielle Peptid direkt transkribiert werden kann oder
aber andererseits durch spatere proteolytische Spaltung aus einem Prakursor-Peptid generiert wird. Zudem
werden einige Peptide auch mittels nicht ribosomaler Peptidsynthese durch zytoplasmatische
Peptid-Synthetasen produziert [15]. Hierbei sind diese daran beteiligten Synthetasen spezifisch fur die
Produktion eines antimikrobiellen Peptides. Durch die enzymatische Katalyse kdénnen neben den
proteinogenen Aminosauren auch unnattrliche Aminosauren, Modifikationen oder Zyklisierungen
integriert werden [16]. Weiterhin unterscheiden sich die Peptidsequenzen hinsichtlich der jeweils
korrespondierenden Spezies, weshalb sich aus ihren Sequenzinformationen direkte Zusammenhange zur
jeweiligen evolutiondren Entwicklung des Organismus ableiten lassen [17, 18]. Hinsichtlich ihrer
Primarstruktur ist das vermehrte Auftreten von hydrophoben sowie kationischen Aminosauren
charakteristisch, weshalb diese Peptide in vielen Fallen eine positive Nettoladung und eine erhdhte
Hydrophobizitat aufweisen [19].

Peptide mit antimikrobiellen Eigenschaften wurden erstmals 1922 in Form von Lysozym beschrieben [20],
was nach heutigem Wissensstand zwar das erste beschriebene, Aminosaure-basierte Biomolekdl mit
antimikrobiellen Eigenschaften ist, aber aufgrund seiner Komplexitat von 129 Aminosauren und seinem
katalytischen Wirkmechanismus nicht in die heutige Kategorie der antimikrobiellen Peptide eingeordnet
werden kann. Die ersten nach heutiger Definition beschriebenen antimikrobiellen Peptide sind die
Gramicidine, welche 1939 aus den Kulturiberstanden einer Bacillus brevis Kultur isoliert wurden und
starke antimikrobielle Eigenschaften gegenlber einer Vielzahl von grampositiven und gramnegativen
Bakterien besaBen [21, 22]. Ein weiterer Meilenstein in der Forschung auf dem Gebiet der antimikrobiellen
Peptide sind die Studien Uber das Immunsystem der Motte Hyalophora cecropia. Hierbei konnte eine
durch Bakterien induzierte Immunantwort festgestellt werden, welche neben dem bereits bekannten

Protein Lysozym auch weitere, weitaus klrzere Peptide mit einer Lange von 35 bis 39 Aminosauren

-5-



2 Theoretische Grundlagen 2.1 Antimikrobielle Peptide

umfasste. Basierend auf ihrem Ursprung werden diese Peptide heutzutage als Cecropine bezeichnet [23,
24]. Gegenwartig sind bereits mehr als 1500 antimikrobielle Peptide bekannt, welche unter anderem auch
Peptidderivate und nicht natlrlich vorkommende Peptide umfassen [25]. Dariiber hinaus wurden bereits
viele dieser Peptide hinsichtlich ihrer biophysikalischen Eigenschaften sowie ihres antimikrobiellen
Charakters untersucht. Flr die Ubergreifende Klassifizierung von antimikrobiellen Peptiden werden
gegenwartig verschiedene Nomenklaturen verwendet. Die Klassifizierung kann anhand von
Peptideigenschaften oder der Peptidabstammung vorgenommen werden, welche sich im Namen
widerspiegeln [25, 26]. So besteht beispielsweise das humane Peptid LL-37 aus 37 proteinogenen
Aminosauren, welche ein doppeltes Leucin-Motiv innerhalb der N-terminalen Region des Peptids
aufweisen, wohingegen das Peptid BMAP-27 (bovine myeloid antimicrobial peptide-27) aus 27
proteinogenen Aminosauren besteht und durch die myeloiden Zellen des Rindes produziert wird. Zudem
kann die Namensgebung auch auf der molekularen Abstammung der Peptide basieren, so wie es z. B. bei
der Klasse der Cathelicidine Ublich ist, welche eine gewisse Sequenzhomologie zu dem Prakursor-Protein
Cathelin aufweisen [27]. Neben den Sequenzeigenschaften oder der Abstammung werden Peptide auch
nach ihrer generellen Funktion als antimikrobiell wirkende Peptide bezeichnet, wie es z. B. bei der Klasse
der Defensine zu beobachten ist [28]. Eine weitaus universellere Nomenklatur stellt die Klassifizierung der
Peptide basierend auf ihren biophysikalischen und chemischen Eigenschaften dar. Diesbeziglich werden
die Peptide entsprechend ihrer Charakteristika in kationische, neutrale oder anionische Peptide,
beziehungsweise in hydrophile, amphipathische oder hydrophobe Peptide eingeordnet. Diese
Kategorisierung kann unter Einbeziehung des vorherrschenden Sekundarstrukturmotivs der
antimikrobiellen Peptide erweitert werden und ermoglicht somit die Einteilung in vier unterschiedliche
Kategorien [19, 25, 26, 29, 30]. Die erste Kategorie umfasst lineare Peptide welche hauptsachlich aus
a-helikalen Strukturen bestehen, zu welchen unter anderem Cecropin A [31] und LL-37 [32] gehdren. Die
zweite Kategorie beinhaltet Peptide, welche Uber ein ausgedehntes Strukturmotiv mit B-Faltblattern
verflgen, welche ebenfalls durch mehrere Disulfidbricken stabilisiert sein kénnen, wie es beispielsweise
bei dem antimikrobiellen Peptid Tachyplesin der Fall ist [33]. Hierbei kann die Anzahl der B-Faltblatter
variieren. Die dritte Kategorie wird durch Peptide mit gemischten Sekundarstrukturen reprasentiert. So
beinhaltet sie unter anderem das humane antimikrobielle Peptid pB-Defensin 2, welches als
Strukturmerkmal ein dreifaches antiparalleles B-Faltblatt, sowie eine a-Helix am C-terminalen Peptidende
aufweist [34, 35]. In der vierten und letzten Kategorie werden Peptide zusammengefasst, welche Uber
keine ausgepragten und definierten Sekundarstrukturen verfigen. Dementsprechend handelt es sich
meist um Peptide die eine gestreckte Peptidkonformation annehmen, welche weiterhin durch
Schleifenstrukturen erganzt sein kann. Ein Beispiel hierfir ist das antimikrobielle Peptid Indolicidin,
welches eine nahezu gestreckte Konformation ohne charakteristische Sekundarstrukturen aufweist [36].
Ein weiteres Merkmal dieses antimikrobiellen Peptids ist der hohe prozentuale Anteil an Tryptophanen
und Prolinen, welche maBgeblich zur Konformationsauspragung und Stabilisierung beitragen (Abbildung
2.1).
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Abbildung 2.1:  Strukturmerkmale der antimikrobiellen Peptidklassen. Dargestellt sind dreidimensionale Bandermodelle von
vier reprasentativen antimikrobiellen Peptiden der verschiedenen Peptidklassen, welche sich aufgrund ihrer Strukturmotive
unterscheiden. (A) Peptide mit ausgedehnten o-helikalen Strukturen (LL-37 [32]), (B) Peptide mit antiparallelen B-Faltblattern,
welche dartber hinaus durch mehrere Disulfidbriickenbindungen verbunden und stabilisiert sein kénnen (Tachyplesin [33]),
(C) Peptide mit gemischten Sekundarstrukturen (humanes B-Defensin 2 [34, 35]), (D) Peptide ohne definierte Sekundarstruktur

(Indolicidin [36]). a-helikale Strukturen sind rot, B-Faltblatter blau und Regionen ohne definiertes Strukturmotiv sind grau gefarbt,
wohingegen Disulfidbriicken gelb hervorgehoben sind.

2.1.1 Wirkmechanismus

Seit der Dokumentation von Lysozym im Jahr 1922 wurden umfangreiche antimikrobielle Eigenschaften
von vielerlei Sekreten aus verschiedenen Organismen gegenlber grampositiven als auch gramnegativen
Bakterien beschrieben [37]. Obwohl zum Zeitpunkt der Beschreibung der antimikrobiellen Eigenschaften
weder der genaue Inhaltsstoff noch die genauen Funktionsweisen bekannt waren, wurden die aus
heutiger Sicht bekannten antimikrobiellen Peptide bereits frihzeitig hinsichtlich ihrer Charakteristika und
Funktionsweisen klassifiziert. Erstmalig wurden die heutigen antimikrobiellen Peptide als basische Proteine
oder Polypeptide bezeichnet, welche mit negativ geladenen Bestandteilen der bakteriellen Zelloberflache
interagieren und dadurch wichtige, zelluldre Funktionen stéren. Des Weiteren wurde flr den primaren
Wirkmechanismus eine elektrostatische Interaktion vermutet [37]. Diese bereits frihzeitig beschriebene
elektrostatische Interaktion ist auch heute noch ein wesentlicher Bestandteil der Charakterisierung des
antimikrobiellen Wirkprinzips, welches darlber hinaus weitere charakteristische Mechanismen beinhaltet
[38]. Prinzipiell werden die antimikrobiellen Eigenschaften der Peptide durch eine Rezeptor-unabhangige
Interaktion mit der bakteriellen Zellmembran vermittelt und reprasentieren somit eine unspezifische

Wechselwirkung [39-41]. Im Allgemeinen wird heutzutage zwischen der bakteriziden Wirkung, welcher in
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erster Linie die Permeabilisierung der bakteriellen Zellmembran zu Grunde liegt, und der
bakteriostatischen Interaktion, welche auf der Translokation der Peptide Uber die Zellmembran in
Kombination mit einer Inhibierung von fundamentalen, zelluldren Prozessen beruht, unterschieden [39].
Die bakterizide Wirkung ist deutlich verbreiteter als die bakteriostatische und wird aus diesem Grund in
vielen Fallen als ein charakteristisches Merkmal fir antimikrobielle Peptide interpretiert. Die
antimikrobiellen Interaktionen werden hierbei vorranging durch die elektrostatischen Wechselwirkungen
der kationischen Peptide mit den anionischen Komponenten innerhalb der bakteriellen Zellmembran,
welche hauptsachlich durch Lipopolysaccharide (LPS) und anionische Phospholipide reprasentiert werden,
initiiert [42, 43]. Vor der Interaktion mit der bakteriellen Zellmembran Uberwinden die Peptide darlber
hinaus die Polysaccharidschicht von gramnegativen Bakterien, bzw. die Teichon- und Lipoteichonsauren,
sowie die Peptidoglycane bei grampositiven Bakterien [39]. Im Anschluss daran folgt die Anlagerung der
Peptide an die Membran, wobei die Peptide bei geringen Peptid/Lipid Verhaltnissen sich parallel zur
Membranoberflache orientieren [44]. Im Anschluss an die Interaktion unterscheiden sich die
Wirkmechanismen der bakterizid und bakteriostatisch wirkenden Peptide grundlegend voneinander.

Bei der bakteriziden Wirkung flhren erhohte Peptid/Lipid Verhéltnisse, welche oberhalb eines
charakteristischen Schwellenwerts liegen, zu einer Veranderung der raumliche Anordnung von an der
Zellmembran gebundenen Peptiden, woraufhin sie sich vertikal ausrichten und als Folge dessen in die
Zellmembran integriert werden und transmembrane Poren ausbilden. Ferner finden dabei
Konformtionsdnderungen der Peptide statt, welche durch die amphiphilen Eigenschaften der
Zellmembran hervorgerufen werden. Dies zeigt sich besonders stark bei Peptiden, die Uber
charakteristische  Sekundarstrukturmerkmale  verfigen, welche wiederum mit den jeweiligen
antimikrobiellen Eigenschaften assoziiert sind. Dieser Mechanismus ist besonders stark bei antimikrobiellen
Peptiden mit a-helikalen Strukturen ausgepragt, welche in einer hydrophilen Umgebung eine vollig
unstrukturierte Konformation annehmen und innerhalb der amphiphilen Umgebung der bakteriellen
Zellmembran ausgepragte Sekundarstrukturmotive ausbilden [45-47].  Unabhangig von der
Peptidkonformation existieren drei Interaktionsmodelle, welche den detaillierten Mechanismus der
antimikrobiellen Wirkung beschreiben (Abbildung 2.2). Diese unterscheiden sich in der Anordnung der
Peptide zueinander, bzw. in der Veranderung der Zellmembrane aufgrund der Interkation mit den
antimikrobiellen Peptiden [39]. Im ,barrel-stave model” wird von der Auspragung einer o-helikalen
Konformation des Peptids ausgegangen, welches aufgrund seiner Hydrophobizitat mit den zentralen,
hydrophoben Kernbereichen der Lipiddoppelschicht interagiert [44]. Zudem aggregieren mehrere Peptide
miteinander, wobei sich ihre jeweiligen hydrophilen Bereiche entgegengesetzt zu den hydrophoben
Membrankomponenten orientieren. Dadurch wird eine hydrophile, transmembrane Pore ausgebildet. Die
Limitierung dieses Modells besteht darin, dass Peptide oder deren Aggregate den hydrophoben Bereich
der bakterielle Membran vollstandig durchspannen mdssen, um die hydrophoben Eigenschaften der
Lipiddoppelschicht vollstandig abzuschirmen, was die Ausbildung eines transmembranen Kanals mit
hydrophilen Eigenschaften ermdglicht. Diese Membran-Peptid-Interaktionen werden neben den
Peptid-vermittelten Eigenschaften auBerdem auch durch die Membrankomposition und deren

Beschaffenheit beeinflusst [48]. Eine leichte Variation dieser Wirkweise beschreibt das ,toroidal-pore
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model”, welches von einer Krimmung der bakteriellen Membran durch die Interaktion mit den
antimikrobiellen Peptiden ausgeht. Dabei interagieren zunachst die kationischen Komponenten der
Peptide mit den anionischen Komponenten innerhalb der Lipiddoppelschicht. Durch eine Orientierung der
Peptide vertikal zur Membranebene, wird basierend auf den elektrostatischen Wechselwirkungen, die
Zellemembran gebogen, was abschlieBend ebenfalls in einer transmembranen Pore mit hydrophilem Kern
resultiert. Hierbei unterstltzen jedoch die hydrophilen Kopfgruppen der bakteriellen Membran die
Abschirmung der hydrophilen Pore gegenlber den hydrophoben Regionen der bakteriellen
Lipiddoppelschicht und tragen somit zu einer Stabilisierung der transmembranen Pore bei. In diesem
Zusammenhang sind vor allem die elektrostatischen Interaktionen zwischen Peptid und Lipiddoppleschicht
von entscheidender Bedeutung. Die hydrophoben Interaktionen, welche bei dem , barrel-stave model” ein
wesentlicher Bestandteil des Wirkmechanismus sind, besitzen bei dem ,toroidal-pore model” lediglich
eine geringe Relevanz. Dies ist darauf zurlckzufihren, dass sowohl die hydrophilen Eigenschaften des
gebildeten Kanals, als auch die Interaktion mit den anionischen Komponenten der Bakterienmembran
hauptsachlich durch die kationischen Eigenschaften der Peptide vermittelt werden. Somit beschreibt
dieses Modell auch die Auspragung von hydrophilen Kanalen durch antimikrobielle Peptide deren
hydrophober Bereich nicht ausreichend ausgepragt ist, um die hydrophoben Bereiche der
Lipiddoppelschicht vollstandig abzuschirmen. Eine weitere und grundsatzlich andere Art der
Membranpermeabilisierung reprasentiert der Wirkmechanismus welcher durch das ,carpet model”
beschrieben wird [49]. Hierbei aggregieren die Peptide zunachst miteinander an der
Zellmembranoberflache, wobei von einer flachendeckenden, teppichartigen Anordnung ausgegangen
wird, welche bei Uberschreitung des jeweiligen charakteristischen Schwellenwerts die Zellmembran in
einem Detergenz-ahnlichen Verfahren permeabilisieren. Demzufolge kénnen, je nach Art und Starke der
antimikrobiellen  Eigenschaften, mittels Mizellbildung komplexe Membrankomponenten oder
Membransegmente aus der Zellmembran gelést werden [50, 51]. Trotz der Unterschiede bei der
Permeabilisierung der bakteriellen Zellmembran, welche durch die drei Mechanismen beschrieben wird,
ahneln sie sich dahingehend, dass die letale Wirkung der Peptide letztendlich auf mehreren voneinander
abhangigen Beeintrachtigungen des Zellmetabolismus beruht. Hierzu gehoren in erster Linie die
Aufhebung des Membranpotentials und des pH-Gradienten sowie die Beeintrachtigung des osmotischen
Drucks und die Inhibierung der Atmungskette [52-54]. Des Weiteren ist die bakterizide Wirkung von
antimikrobiellen Peptiden durch das Austreten von essenziellen zellinternen Komponenten wie z. B. lonen,
Kofaktoren oder Stoffwechselprodukten gekennzeichnet. Dies konnte bereits mittels verschiedener
Testmethoden, wie der zellexternen ATP Detektion [55], elektrochemischen Detektion von austretenden
Natriumionen [56], sowie der Fluoreszenzfarbung von Membranen und zellinternen Komponenten mittels
zellmembranundurchlassiger Fluoreszenzfarbstoffe [57] verifiziert werden. Zudem wurden die genauen
Auswirkungen antimikrobieller Peptide auf die bakterielle Zellmembran bereits mittels Neutronenstreuung
untersucht, wodurch die Ausbildung von stabilen, transmembranen Poren festgestellt werden konnte
[58]. Auch die morphologischen Verdnderungen der bakteriellen Zellmembran aufgrund der Einwirkung
antimikrobieller Peptide wurden bereits mittels Rasterelektronenmikroskopie analysiert und beschrieben

[59-61]. Hinsichtlich dieser Untersuchungen konnte die Korrelation der antimikrobiellen Eigenschaften mit
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signifikanten morphologischen Veranderungen der Membran gezeigt werden. Obwohl viele
Untersuchungen die generelle bakterizide Wirkung der antimikrobiellen Peptide belegen, ist jedoch eine
genaue Differenzierung der einzelnen Wirkmechanismen nur schwer moglich. Es ist sogar unklar, ob es
sich bei den beschriebenen Modellen tatsachlich um individuelle Mechanismen handelt oder ob die

verschiedenen Interaktionen einen stetigen, graduellen Prozess darstellen [62].

Abbildung 2.2: Modelle fiir die Membranpermeabilisierung durch antimikrobielle Peptide. Dargestellt sind drei Modelle,
welche die Membranpermeabilisierung der bakteriellen Membran durch die Einwirkung von bakterizid-wirkenden antimikrobiellen
Peptiden darstellen [39][1]. (A) Im ,barrel-stave model” interagieren die hydrophoben Regionen der antimikrobiellen Peptide mit den
zentralen hydrophoben Regionen der Lipiddoppelschicht, wohingegen die hydrophilen Bereiche der Peptide entgegengesetzt zur
Membran orientiert sind. Durch eine Aggregation mehrerer Peptide entstehen transmembrane Poren mit einem hydrophilen Kern.
(B) Im , toroidal-pore model” wird die bakterielle Membran durch die Einwirkung der antimikrobiellen Peptide gekrimmt, wodurch
eine transmembrane Pore mit hydrophilem Kern entsteht. Diesbeziiglich sind die elektrostatischen Wechselwirkungen der
kationischen antimikrobiellen Peptide mit den anionischen Kopfgruppen der Lipide von essenzieller Bedeutung. (C) Im ,carpet
model” wird die bakterielle Zellmembran durch ein Detergenz-ahnliches Verfahren permeabilisiert. Demzufolge werden durch
partielle Mizellbildung Komponenten aus der Membrane extrahiert.

Eine andere Art der antimikrobiellen Wirkung wird durch die bakteriostatischen Effekte einiger
antimikrobieller Peptide reprasentiert (Abbildung 2.3). In diesem Kontext zeigen die Peptide starke
inhibitorische Eigenschaften, welche die bakterielle Lebensfahigkeit stark reduzieren, wobei das
Membranpotential und die Morphologie der Zellmembran erhalten bleiben. Darlber hinaus ist dieser
bakteriostatische Wirkmechanismus nicht durch den Verlust von essenziellen, zellinternen Komponenten
charakterisiert. In diesem Zusammenhang ist die Translokation der Peptide Uber die bakterielle
Zellmembran ein essenzieller Bestandteil des antimikrobiellen Wirkmechanismus. Diese Peptide verfligen
Uber eine selbst geférderte Aufnahme (,self promoted uptake”), welche unabhangig von aktiven,
membranstandigen Transportproteinen oder anderen Membranbestandteilen ist und in erster Linie durch
den Mechanismus der antimikrobiellen Peptide definiert wird [16, 63]. Die antimikrobielle Wirkung beruht
im Allgemeinen darauf, dass fundamentale Prozesse innerhalb des Bakteriums inhibiert werden [64].
Hierzu gehoren unter anderem der Zellmetabolisums [65], die Transkription [66] und Translation [67],
sowie die Proliferation [68]. So demonstrierten z. B. Analysen des antimikrobiellen Aktivitatsprofils von
Buforin Il, dass die enthaltene Aminosaure Prolin zu der Ausbildung einer Gelenkregion fihrt, welche
essenziell fir die passive Translokation des bakteriostatisch wirkenden Peptids ist [64]. Ohne diese Region

fand lediglich eine Anlagerung des Peptids an die Bakterienmembran, ohne Auspragung von
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antimikrobiellen Eigenschaften statt, wohingegen das unmodifizierte und antimikrobiell wirkende Peptid

im Zytoplasma angereichert wurde und zudem eine hohe Affinitat gegenliber der DNA besaB [69].

Alters cytoplasmic membrane
Inhibits cell-wall (inhibits septum formation):
synthesis: PR-39, PR-26, indolicidin,
Mersacidin microcin 25
\ / Activation of autolysin:

N-acetylmuramoyl-L-alanine
amidase

ﬂt‘

Transcription Translation /
DNA > RNA > Protein !

Replication

Binds to DNA: Inhibits DNA, RNA and Inhibits enzymatic activity:
Buforin I, tachyplesin protein synthesis: Histatins, pyrrhocoricin,
Pleurocidin, dermaseptin, drosocin and apidaecin
PR-39, HNP-1, HNP-2,
indolicidin

Abbildung 2.3: Wirkweise von antimikrobiellen Peptiden mit bakteriostatischen Eigenschaften. Dargestellt ist eine
Zusammenfassung von exemplarischen antimikrobiellen Peptiden und deren korrespondierenden Wirkmechanismen [39][II]. Die
antimikrobielle, bakteriostatische Wirkung beruht auf der Inhibierung fundamentaler Prozesse innerhalb des Bakteriums. Hierzu
gehoren unter anderem der Zellmetabolisums, die Transkription und Translation sowie die Proliferation.

2.1.2 Selektivitat zwischen Pro- und Eukaryoten

Antimikrobielle Peptide sind Teil des angeborenen Immunsystems vieler pro- und eukaryotischer
Lebewesen [1-4] und zeichnen sich durch ein breites antimikrobielles Wirkspektrum aus [5, 6]. Aufgrund
ihrer Rezeptor-unabhangigen Interaktion [39-41] mit Lipiddoppelschichten weisen sie sowohl
antimikrobielle Eigenschaften gegeniber Prokaryoten als auch zytotoxische Eigenschaften gegenlber
Eukaryoten auf [70-72]. Deshalb ist es essenziell, dass die antimikrobielle Wirkung dieser Peptide in vivo
kontrolliert wird um eine effiziente Pravention und Therapie von bakteriellen Infektionen zu gewahrleisten
und gleichzeitig toxische Eigenschaften gegentber dem produzierenden Organismus zu vermeiden. Aus
diesen Grinden haben sich im Laufe der Evolution mehrere Regulationsmechanismen entwickelt zu
welchen unter anderem die Regulation der Peptid Expression gehdrt [73]. In menschlichem Gewebe
werden vielerlei antimikrobielle Peptide produziert, welche hauptsachlich fiir den Schutz von exponierten
auBeren Oberflachen verantwortlich sind. Hinsichtlich dessen werden diese Peptide entweder konstitutiv

exprimiert wie z. B. die Histatine [74] und das humane B-Defensin 1 [75], oder aber deren Expression
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durch eine bakterielle Infektion induziert [76], wie es z. B. bei dem humanen antimikrobiellen Peptid LL-37
zu beobachten ist [77]. In diesem Kontext fungieren die antimikrobiellen Peptide weniger als praventiver,
bestandiger Abwehrmechanismus gegenlber bakteriellen Infektionen sondern vielmehr als Teil der
aktiven Immunantwort. Neben der genetischen Regulation kénnen die antimikrobiellen Aktivitaten der
Peptide auch mittels selektiv induzierter Sekretion aus den produzierenden Zellen, zur Therapie von
bakteriellen Infektionen, reguliert werden. In diesem Zusammenhang zeigten bakterielle Infektionen mit
Staphylococcus aureus die Sekretion des humanen B-Defensin 1 sowie des humanen B-Defensin 3 aus
Keratinozyten, wohingegen bakterielle Infektionen, welche auf dem nicht pathogenen Bakterium
Staphylococcus epidermis beruhten, lediglich die Sekretion des humanen B-Defensin 2 induzierten [78].
Neben den Keratinozyten kénnen antimikrobielle Peptide in ihrer funktionalen Form auch in Granulozyten
gespeichert werden, aus welche sie als Folge einer bakteriellen Infektion spezifisch sekretiert werden [79].
Wahrend die Regulation der Expression und die selektive Sekretion eine Limitierung der Peptidmenge
durch den produzierenden Organismus darstellen, kénnen antimikrobielle Peptide auch eine Selektivitat
gegenliber dem Zielorganismus aufweisen. Dementsprechend handelt es sich um einen inharenten
Mechanismus der Peptide, welcher auf der spezifischen Interaktion mit den korrespondierenden
Lipiddoppelschichten beruht [80]. Diese Differenzierung findet vorwiegend zwischen Pro- und Eukaryoten
statt, wobei die Selektivitat in erster Linie durch die Eigenschaften des antimikrobiellen Peptids sowie
durch die Komposition der Zellmembranen vermittelt wird. Wahrend die duBere bakterielle Zellmembran
in vielen Fallen aus anionischen Lipiden wie Phosphatidylserin und Phosphatidylglycerol besteht, woraus
sich eine negative Nettoladung der Zelloberflache ergibt [81, 82], besteht die duBere Zellmembran
eukaryotischer Zellen hingegen hauptsachlich aus zwitterionischen Lipiden, wie Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylcholin und Sphingomyeline, was in einer neutralen Nettoladung der Zellen resultiert [80, 83-
86]. Basierend auf den elektrostatischen Interaktionen der kationischen antimikrobiellen Peptide mit den
anionischen Bestandteilen der Lipidmembranen, wird eine starkere Akkumulation der Peptide an den
bakteriellen Membranen beglnstigt, woraus sich eine Praferenz von pro- gegenlber eukaryotischen
Zellen ergibt. Uberdies ist die bakterielle Membran der Ort der oxidativen Phosphorylierung, weshalb ein
nach innen gerichtetes, negatives Membranpotential existiert. Hierdurch werden die elektrostatischen
Interaktionen zwischen den Membranen und den antimikrobiellen Peptiden weiter beglnstigt. Ferner
unterstitz dieses Potential auch die Einlagerung der antimikrobiellen Peptide in die Membran [30, 80]. Da
das Membranpotential von Prokaryoten deutlich starker ausgepragt ist als bei Eukaryoten unterstitzt dies
die starkere Affinitat der kationischen antimikrobiellen Peptide gegenlber bakteriellen Membranen.
Aufgrund der Tatsache, dass diese Akkumulation notwendig flUr das Erreichen der
Schwellenkonzentration auf der Oberfliche der Membran ist und dies den initialen Schritt des
Wirkmechanismus der antimikrobiellen Peptide darstellt, resultieren diese Faktoren in einer generellen
Praferenz der bakteriellen gegendber der eukaryotischen Membran.

Neben der elektrostatischen Selektivitat sind weitere Membrankomponenten, wie insbesondere
Cholesterin, welches ausschlieBlich in eukaryotischen Membranen vorkommt, fir eine erhohte
Widerstandsfahigkeit gegentber Peptid-vermittelten zytotoxischen Prozessen verantwortlich. Durch die

Einlagerung von Cholesterin in die Membran werden ihre mechanischen Eigenschaften verandert, was in
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erster Linie zu einer Erhéhung der mechanischen Stabilitat fihrt. Darliber hinaus beeinflusst Cholesterin
die amphiphilen Eigenschaften der Lipiddoppelschicht. Dadurch wird die Fahigkeit der antimikrobiellen
Peptide sich in die Membran einzulagern und transmembrane Poren zu bilden verringert, woraus eine
hohere Widerstandsfahigkeit der eukaryotischen Zellen gegeniiber den antimikrobiellen Peptiden
hervorgerufen wird [87-89]. Neben der Membrankomposition wird eine Selektivitat der antimikrobiellen
Peptide auch Uber die morphologischen Membraneigenschaften vermittelt. In diesem Zusammenhang
zeigte sich zum Beispiel eine starkere Akkumulation des antimikrobiellen Peptids Melittin an
Membranregionen welche einen erhéhten Krimmungsgrad aufwiesen [90]. Da pro- und eukaryotische
Zellen unterschiedliche morphologische GréBenordnungen aufweisen, resultierte diese auf dem
Krimmungsgrad beruhende Affinitat in einer weiteren selektiven Interaktion mit den starker gekrimmten

bakteriellen Membranen.

2.1.3 Bakterielle Resistenz gegeniiber antimikrobiellen Peptiden

Antimikrobielle Peptide reprasentieren einen inharenten Mechanismus des angeborenen Immunsystems
und sind als Folge dessen permanent an der Pravention und Therapie von bakteriellen Infektionen
beteiligt. Einige antimikrobielle Peptide werden konstitutiv exprimiert und auf externen Oberflachen
sekretiert, um als praventiver Schutzmechanismus gegenuber bakteriellen Infektionen zu fungieren [74].
Trotz dieser stetigen Exposition der antimikrobiellen Peptide gegenlber Bakterien konnte bisher nur in
wenigen Fallen die Auspragung einer Resistenz gegentber antimikrobiellen Peptiden festgestellt werden
[5]. Da die Interaktion der Peptide mit den bakteriellen Membranen auf einer Rezeptor-unabhangigen
Interkation [39-41] beruht, welche gegen grundlegende biochemische Strukturen oder Molekdle gerichtet
ist, wird davon ausgegangen, dass die Auspragung von Resistenzen gegenlber antimikrobiellen Peptiden
nur mit einer geringen Wahrscheinlichkeit stattfinden kann [91]. AuBerdem ist flr die Pravention und
Therapie von bakteriellen Infektionen oftmals eine Vielzahl von antimikrobiellen Peptiden verantwortlich,
wodurch die Resistenzbildung gegenliber einzelnen Peptiden unterbunden wird. Trotz der
Rezeptor-unabhangigen Interaktion der antimikrobiellen Peptide mit grundlegenden biochemischen
bakteriellen Strukturen und der Vielzahl von sekretierten Peptiden und Peptidklassen haben sich jedoch
bei einigen Bakterien bereits Resistenzen entwickelt. Diesbezlglich kann grundlegend zwischen den
konstitutiven und adaptiven Mechanismen unterschieden werden [92]. Der konstitutiven Resistenz liegen
inhdrente Eigenschaften des Bakteriums zu Grunde, wie beispielsweise die prinzipielle Zellarchitektur oder
Zellzusammensetzung, wohingegen adaptive Resistenzen sich aufgrund der Exposition der Bakterien
gegenuber antimikrobiellen Peptiden entwickelt haben. Diese adaptiven Resistenzen reichen von schnell
induzierbaren und kurzlebigen Schutzmechanismen bis hin zu andauernden Strategien welche zu einer
dauerhaften Veranderung der bakteriellen Lebensbedingungen fihren [39, 92]. Oftmals schlieBen sich
diese Mechanismen gegenseitig nicht aus. AuBerdem wird davon ausgegangen, dass sich basierend auf
der bakteriellen Evolution adaptierte Schutzmechanismen zu konstitutiven Resistenzen entwickelt haben
[40, 92].
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Einer dieser Resistenzmechanismen besteht in der passiven Abschirmung der antimikrobiellen Peptide von
den jeweiligen Zielmolekulen, wie z. B. der bakteriellen Membran oder Metaboliten im Zytosol. Dadurch
wird die elektrostatische Interaktion der kationischen Peptide mit den anionischen Bestandteilen der
bakteriellen Membran unterbunden und somit eine Anlagerung der Peptide verhindert (Abbildung 2.4).
Dies kann durch eine Modifikation der anionischen Membranbestandteile mit kationischen oder neutralen
Molekilen hervorgerufen werden. So weisen z. B. einige Stdmme von S. aureus ein Transportsystem auf,
welches die Aminosaure D-Alanin aus dem Zytoplasma zu den Lipoteichonsauren transportiert. Durch die
Veresterung der in den Lipoteichonsauren enthaltenen Phosphate und der Aminosaure D-Alanin werden
die anionischen Eigenschaften der Bakterienmembran reduziert, was in einer geringeren elektrostatischen
Interaktion mit den antimikrobiellen Peptiden resultiert [39, 93]. Ferner kann die Nettoladung auch durch
den Einbau von kationischem Lysyl-Phosphatidylglycerol verringert werden. Dabei handelt es sich um ein
kationisches Derivat des Phosphatidylglycerols, dessen Einbau ebenfalls die Reduktion der Nettoladung der
Bakterienmembran zur Folge hat und somit durch die verringerten elektrostatischen Interaktionen die
Anlagerung von antimikrobiellen Peptiden minimiert [94, 95]. Analog dazu finden bei gramnegativen
Bakterien ebenfalls Modifikationen der Membrankomponenten statt, um die Nettoladung zu reduzieren,
wie es beispielsweise bei Lipid A zu beobachten ist, dessen Veresterung mit Aminoarabinose ebenfalls zu
einer Reduktion der Nettoladung fihrt [96].

H

\
\

O O)OK(

NH3
N ®
:p\/ H3N @
0 o 20 HN @ O-Antigen
O |
HO = HO' Core
HO !
OH ® 10) OH |
NN3 X ,O O
(0} o o//P o
& 7o s AN AN
HO
HO O\)\/O\ /O 0 o HOO O\ /O
OH o = NH, O NH2| P
5 OMO o/\(\o o o) 0 HO o o
0 0 0 0
(0]
0 o H/HO ¢ 0
Lipid A
Lipoteichoic acid Lysylphosphatidylglycerol (Salmonella enteritica
(Staphylococcus aureus) (Staphvlococcus aureus) serovar Typhimurium)

Abbildung 2.4: Modifikation von bakteriellen Membrankomponenten, welche bei der Ausprdagung von Resistenzen
gegeniiber antimikrobiellen Peptiden beteiligt sind. Dargestellt sind drei, anionische Komponenten von bakteriellen
Membranen (schwarz), deren Nettoladung mittels Modifikation mit kationischen Komponenten (rot) reduziert oder aber invertiert
wird [97][III]. Durch diese Reduktion der Nettoladung wird die elektrostatische Interaktion der antimikrobiellen Peptide mit der
bakteriellen Membran reduziert oder aufgrund von AbstoBung vollstandig verhindert.
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Neben der Modifikation von Membrankomponenten kdénnen jedoch auch Veranderungen im
Energiestoffwechsel der Bakterien zu einer Reduktion der Nettoladung auf der AuBenseite der Membran
fihren. Da die oxidative Phosphorylierung und die damit verbundene Generierung des Energietragers ATP
innerhalb der bakteriellen Membran stattfindet, resultiert daraus ein nach innen gerichtetes negatives
Membranpotential. Dieses Potential unterstitzt zum Einen die Interaktion der antimikrobiellen Peptide mit
den bakteriellen Membranen aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen und zum Anderen die
Einlagerung der Peptide in die Membran [30, 80]. In diesem Zusammenhang zeigten einige Stamme von
S. aureus eine Reduktion der Stoffwechselaktivitat, was in einer Herabsetzung des Membranpotentials
resultierte und somit zu einer erhohten Widerstandsfahigkeit gegentber der elektrostatischen
Interaktionen mit antimikrobiellen Peptiden flhrte [98]. Eine weitere Methode um die Interaktion mit den
bakteriellen Membranen zu unterbinden besteht in der Abschirmung der Bakterien gegenuber ihrer
Umgebung. Hierflr besitzen einige Bakterien die Fahigkeit eine Kapsel oder Glykokalyx zu bilden, welche
zu einem groBen Anteil aus Oligosacchariden besteht. Bei gramnegativen Kokken bestehen diese Kapseln
hauptsachlich aus Teichon- und Teichuronsaure [92]. Durch diese semipermeable Abgrenzung der
Bakterien von der Umgebung findet die Interaktion der antimikrobiellen Peptide, aufgrund von
elektrostatischen Interaktionen, vorranging mit den Bestandteilen der Kapsel statt. Dadurch wird die
Konzentration der Peptide an der Bakterienmembran maBgeblich verringert, was zu einer Unterschreitung
der charakteristischen Schwellenkonzentration fihrt. Somit vermittelt dies dem Bakterium einen Schutz
gegenuber dem antimikrobiellen Peptid [92]. In Analogie dazu produzieren einige virulente Erreger von
Pseudomonas aeruginosa das stark anionische Exopolysaccharid Alginsaure, welches die kationischen
Peptide bindet und somit ebenfalls die antimikrobielle Wirkung inhibiert [99].

Eine weitere Moglichkeit flr die Auspragung von Resistenzen besteht in der Expression von
Endopeptidasen, welche mittels proteolytischer Spaltung die antimikrobiellen Peptide an ihrer Wirkung
hindern. Diese Enzyme sind mit der duBeren Bakterienmembran assoziiert, und besitzen je nach
Organismus hydrolytische Aktivitaten gegenuber verschiedenen peptidinternen Erkennungsstellen.
Deshalb vermitteln relativ spezifisch wirkende Endopeptidasen lediglich die Resistenz gegenlber einer
Klasse von antimikrobiellen Peptiden welche entweder hinsichtlich ihrer Primarsequenz oder ihrer
Sekundarstruktur Analogien aufweisen. In diesem Zusammenhang wurden Endopeptidasen in Salmonella
enterica serovar Typhimurium identifiziert, welche die hydrolytische Spaltung von Peptiden zwischen zwei
definierten, kationischen Aminosauren katalysierten [100]. Es konnte bewiesen werden, dass diese
Endopeptidasen ahnliche strukturelle und katalytische Eigenschaften wie die Endopeptidase OmpT aus
E. coli besitzen [101]. Des Weiteren wurden Endopeptidasen identifiziert welche die hydrolytische
Spaltung von a-helikalen, antimikrobiellen Peptiden katalysierten und Uber keine Abhangigkeit zu der
Primarstruktur des Peptids verflgten [102]. Im Detail legten Experimente nahe, dass fir die hydrolytische
Spaltung durch die Endopeptidase eine amphipathische a-helikale Struktur von mindestens 12
Aminosauren in dem Peptid vorhanden sein musste. Die Hydrolyse fand dabei an einem spezifischen
Lysinrest statt welcher sich an einer exakten Position innerhalb der hydrophilen Helix-Region befinden
musste. Neben der enzymtischen Hydrolyse der antimikrobiellen Peptide existieren darlber hinaus weitere

Mechanismen, welche an der Entwicklung von Resistenzen beteiligt sind. Hierzu gehort der spezifische,
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aktive Transport von antimikrobiellen Peptiden durch membranstandige Transportproteine. Diese dienen
dazu die Konzentration der Peptide im Inneren des Bakteriums durch gezielte Sekretion der Peptide zu
regulieren und somit die Anreicherung der Peptide zu unterbinden, wodurch die antimikrobiellen
Eigenschaften reduziert werden. In Yersina existieren beispielsweise Kalium abhadngige Antiporter, welche
den Transport von kationischen, antimikrobiellen Peptide aus dem Inneren des Bakteriums garantieren.
Dieser Transport wird durch die Proteine RosA und RosB realisiert, deren Expression z. B. durch die
Exposition des Bakteriums gegenlber Polymyxin B induziert wird [103]. Des Weiteren konnen
antimikrobielle Peptide mittels aktiver Transportsysteme ins Zellinnere aufgenommen werden. Dies
reduziert zum Einen die Konzentration der Peptide auf der Oberflache der Bakterienmembran und sorgt
zum Anderen daflr, dass die Peptide im Zellinneren durch proteolytische Abbaumechanismen inaktiviert
werden koénnen [104]. Trotz dieser bereits beschriebenen Resistenzmechanismen ist zum jetzigen
Zeitpunkt jedoch nicht eindeutig geklart, welche Faktoren entscheidend fiir die Auspragung solcher
bakteriellen Resistenzen verantwortlich sind, geschweige denn in welchem AusmaB die Resistenzen
vererbt werden und sich innerhalb einer bakteriellen Population etablieren [40]. Die Tatsache, dass
antimikrobielle Peptide heutzutage fortwahrend an der Pravention und Therapie von bakteriellen
Infektionen in vielen pro- und eukaryotischen Lebewesen beteiligt sind [1-4], belegt jedoch trotz alledem,
dass sie sich im Laufe der Evolution zu effizienten antimikrobiellen Wirkstoffen entwickelt haben [92].
Zudem wird davon ausgegangen, dass die bakteriellen Veranderungen, welche fir die langanhaltende
Auspragung von Resistenzmechanismen gegenulber antimikrobiellen Peptiden notwendig sind, mit einer
grundlegenden Modifikation von biochemischen Strukturen oder Prozessen verbunden waren. Dem

zufolge wird eine dauerhafte Resistenzentwicklung als unwahrscheinlich erachtet [5, 16, 91].

2.1.4 Industrielle und therapeutische Anwendung

Der intensive Einsatz von Antibiotika hat in den vergangenen Jahrzehnten zu einer drastischen
Entwicklung von einer Vielzahl von antibiotikaresistenten Bakterien gefiihrt, welche unter anderem auch
multiresistente Bakterien wie z. B. S. aureus und ESBL-exprimierende Enterobacteriaceae umfassen. Diese
Entwicklung reprasentiert in der heutigen Therapie von bakteriellen Infektionen einen der wichtigsten
Aspekte und stellt eine betrachtliche Herausforderung fir das humane Gesundheitswesen dar [105]. Aus
diesem Grund wurde die Entwicklung von alternativen antimikrobiell wirksamen Substanzen intensiviert
[106], wobei jedoch in den vergangenen Jahren nur wenige neue antimikrobiell wirkende Stoffe
entwickelt wurden [107]. In diesem Zusammenhang werden antimikrobielle Peptide, aufgrund ihres
fundamentalen Wirkmechanismus und ihres breiten Wirkspektrums als vielversprechende Alternativen mit
biologisch kompatiblen Eigenschaften diskutiert [107-109]. Ferner zeigt diese Peptidklasse neben ihren
antimikrobiellen Eigenschaften auch immunmodulatorische Effekte, welche vorteilhafte Auswirkungen auf
die Therapie von Infektionen haben wirden [5, 14, 107]. Dariber hinaus konnten bereits auch
antifungale [60, 110] sowie antivirale [11, 12] Eigenschaften detektiert werden, was das potentielle

Einsatzspektrum betrachtlich erweitert.
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Natlrlich  vorkommende antimikrobielle  Peptide finden heutzutage Verwendung in der
Lebensmittelindustrie. In diesem Zusammenhang werden sie vorzugsweise als Konservierungsmittel
eingesetzt, um das bakterielle Wachstum zu inhibieren, was sich wiederum positiv auf die Haltbarkeit und
Lagerungsfahigkeit der Lebensmittel auswirkt. Insbesondere werden daher antimikrobielle Peptide
verwendet welche unter natdrlichen Bedingungen, vorzugsweise von Milchsaurebakterien, produziert
werden. Ein weit verbreitetes Peptide ist Nisin, welches starke antimikrobielle Aktivitaten gegenuber
grampositive Bakterien aufweist [61, 111] und in der europdischen Union als Lebensmittelzusatzstoff in
Milchprodukten wie z. B. Kase, Joghurt und Pudding unter der Kennzeichnung E234 zugelassen ist [112].
Bei dem antimikrobiellen Peptid Nisin handelt es sich um ein Peptid, welches die nicht proteinogene
Aminosaure Lanthionin enthalt und somit in die Kategorie der Lanthibiotika eingeordnet wird [113].
Zudem beinhaltet die Peptidsequenz die nicht proteinogenen Aminosauren Dehydrobutyrin und
Dehydroalanin [113, 114]. Diese Verdnderungen der ribosomal exprimierten Primarsequenz werden durch
posttranslationale Modifikationen eingefihrt. Hierbei werden sequenzinterne Serine und Threonine
dehydriert, worauf aminosaureinterne Doppelbindungen entstehen, welche im Anschluss daran mit
sequenzinternen Cysteinen reagieren und somit in der Ausbildung der nicht proteinogenen Aminosauren
resultieren [115, 116]. Durch diese sequenzinternen zyklischen Modifikationen unterscheidet sich Nisin
mafBgeblich von den strukturellen Eigenschaften vieler natdrlich vorkommender antimikrobieller Peptide,
welche vorzugsweise aus proteinogenen Aminosauren aufgebaut sind und nur selten Uber stabilisierende
peptidinterne Verknipfungen verfliigen.

Insbesondere zeichnen sich antimikrobielle Peptide durch die mogliche Verwendung gegentber klinisch
relevanten Bakterien aus, welche bereits Uber eine Vielzahl von Antibiotikaresistenzen verfligen.
Diesbezlglich konnte bereits in vivo demonstriert werden, dass die Applikation von antimikrobiellen
Peptiden eine signifikante Reduktion der Gesamtkeimzahl von P. aeruginosa im Lungengewebe von
Ratten zur Folge hatte [117]. Zugleich konnten auch antimikrobielle Eigenschaften gegen eine Vielzahl
antibiotikaresistenter Bakterien in vitro nachgewiesen werden [117]. Basierend auf diesen Eigenschaften
werden antimikrobielle Peptide aktuell hinsichtlich ihres Potentials als therapeutisch wirksame Substanzen
zur Behandlung von bakteriellen Infektionen entwickelt und in klinischen Studien lhre Anwendbarkeit
verifiziert. Ein Beispiel hierfiir ist Pexiganan, ein 22 Aminosauren langes Analogon des antimikrobiellen
Peptids Magainin, welches urspriinglich von der Haut des afrikanischen Krallenfrosches isoliert wurde
[118]. Dieses Peptid besal3 in vitro antimikrobielle Eigenschaften gegenuber einer Vielzahl klinischer Isolate
von grampositiven und gramnegativen Bakterien, unter welchen sich auch antibiotikaresistente Stamme
befanden. Zusatzlich konnte wahrend einer sukzessiven Exposition des Peptids in unwirksamen
Konzentrationen keine Induktion von bakteriellen Resistenzen festgestellt werden [119]. Als Folge dessen
wurde das Peptid bereits in klinischen Studien hinsichtlich seines Potentials als therapeutisch wirksames
Agens untersucht und seine Wirkung in einer klinischen Phase-Ill-Studie fir die Behandlung von infizierten
Ulzerationen, welche in Verbindung mit dem diabetischen FuBsyndrom stehen, erfolgreich getestet [120].
Ein weiteres antimikrobielles Peptid welches sich zurzeit in einer klinischen Phase-Ill-Studie befindet ist
Omiganan [73, 109]. Hierbei handelt es sich um ein synthetisches Analogon von Indolicidin, welches bei in

vitro Experimenten ein breites antimikrobielles sowie antifungales Wirkspektrum erkennen lieB [121].
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Basierend auf seinen Eigenschaften das Wachstum von Vancomycin resistenten S. aureus [122], sowie
pathogenen Bakterien [123] und Pilzen [123], welche bei Katheter-assoziierten Infektionen eine besondere
Bedeutung besitzen, zu inhibieren, wurde es bereits hinsichtlich seines therapeutischen Potentials in
klinischen Studien getestet [73]. Diesbezlglich konnten prinzipielle Reduktionen der bakteriellen
Keimbelastung der Katheteroberflache, sowie eine Reduktion der lokalen Wundinfektion detektiert
werden. Jedoch war eine statistisch signifikante Auswertung der Katheter-induzierten Infektionen des
Blutkreislaufes nicht moglich [124].

Prinzipiell mussen bei der Verwendung von antimikrobiellen Peptiden im medizinischen Umfeld oder als
Therapeutikum neben den antimikrobiellen Eigenschaften weitere wichtige Faktoren berdcksichtigt
werden. Ein prinzipielles Ausschlusskriterium stellt dabei die Biokompatibilitat der Peptide gegeniber dem
Organismus dar. Deswegen sind in erster Linie mdgliche zytotoxische Eigenschaften der antimikrobiellen
Peptide von zentraler Bedeutung, da diese eine Limitierung, insbesondere flr biologische Applikationen,
darstellen. Aus diesem Grund wurden in Studien bereits Peptidderivate auf Basis naturlich vorkommender
antimikrobieller  Peptide mittels Aminosauresubstitution oder nicht natdrlich vorkommenden
Modifikationen generiert, um die zytotoxischen Eigenschaften zu verringern und gleichzeitig die
antimikrobiellen Eigenschaften zu erhalten. Ein Beispiel hierflr ist das Peptid BMAP-27, welches neben
starken antimikrobiellen, auch Uber ausgepragte zytotoxische Eigenschaften verfligt. Durch eine
Substitution von Phenylalanin oder Leucin mit Alanin, innerhalb einer fiir das Peptid charakteristischen
bZIP-Domdane, konnten die zytotoxischen Eigenschaften drastisch reduziert werden. Gleichzeitig
resultierten die Modifikationen in keiner Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften, wodurch sein
therapeutisches Potential erheblich erhoht werden konnte [71]. Auch die kovalente Modifikation des
N-Terminus mittels Polyethylenglycol konnte dazu verwendet werden, um die biokompatiblen
Eigenschaften eines zelltoxischen LL-37 Fragments zu steigern. Bezliglich dessen zeigten diese
Peptidderivate biokompatible Eigenschaften gegenilber den Epithelzellen von primarem Lungengewebe,
sowie gegenlber einem ex vivo Lungenmodell [125]. Da in antimikrobiellen Peptiden sowohl die
hydrophoben als auch die kationischen Charakteristiken von entscheidender Bedeutung sind, stellen diese
aussichtsreiche Modifikationsstellen dar, um die Eigenschaften des Peptids zu beeinflussen und fir die
entsprechende Applikation anzupassen. Untersuchungen bezlglich der Zusammensetzung von
Tryptophan- und Arginin-reichen Peptidderivaten des humanen B-Defensin 28 demonstrierten, dass
mittels entsprechender Aminosauresubstitution die Aktivitat kurzer Peptide modifiziert und optimiert
werden konnte [126].

Ein weiteres wichtiges Kriterium fir die Verwendung von antimikrobiellen Peptiden in systemischen
Applikationen ist deren biologische Halbwertszeit. Aufgrund des Aufbaus aus proteinogenen
Aminosauren unterliegen antimikrobielle Peptide der systemischen Degeneration durch konstitutiv
exprimierte, kdrpereigene Proteasen, wodurch ihre biologische Halbwertszeit und somit ihre potentielle
Verwendung als Therapeutikum eingeschrankt ist. Durch die Verwendung nicht nattrlich vorkommender
Modifikationen innerhalb der Peptidsequenz kann eine proteolytische Degeneration verringert werden. Zu
diesem Zweck wurde bereits eine Vielzahl verschiedener nicht natlrlicher Komponenten verwendet. Diese

Modifikationen kénnen unter Anderem durch die Amidierung oder Acetylierung des C-Terminus [127],
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die Synthese von D-Enantiomeren [128] oder aber Diastereomeren [129, 130], den Einbau von nicht
natlrlich vorkommenden Carbamatverbindungen in die Primarsequenz des Peptids [131] oder aber die
Substitution von Aminosauren mit Analoga [132] gewahrleistet werden.

Die grundsatzliche Limitierung bei der Applikation von antimikrobiellen Peptiden fiir die Therapie von
bakteriellen Infektionen, ist eine mdgliche, langfristige Etablierung von Resistenzmechanismen. Basierend
auf ihrem charakteristischnen Wirkmechanismus wird jedoch aktuell davon ausgegangen, dass eine
Auspragung von Resistenzen durch therapeutische Applikationen wenig wahrscheinlich ist [5, 16, 91].
Dies ist dadurch begrundet, dass die Inhibierung ihres charakteristischen Rezeptor-unabhangigen
Wirkmechanismus mit einer fundamentalen Veranderung von bakteriellen Strukturen und biochemischen
Mechanismen einhergehen musste. Dies wirde jedoch die bakterielle Lebensfahigkeit unter natdrlichen
Bedingungen im Vergleich zu nicht resistenten Mutanten reduzieren, weshalb eine langfristige
Resistenzetablierung ausgeschlossen wird [108]. Zudem sind im Laufe der Evolution keine signifikanten
Resistenzen gegendber humanen antimikrobiellen Peptiden, obwohl diese fortwahrend an der Pravention
und Therapie von Infektionen beteiligt sind, aufgetreten [5]. Aufgrund der Tatsache, dass antimikrobielle
Peptide im Vergleich zu traditionellen Antibiotika sowohl Uber einen anderen Wirkmechanismus als auch
eine andere Art der mdglichen Resistenzauspragung bei den klinisch relevanten Bakterien verfligen, bietet
sich ihre Verwendung insbesondere in Kombination mit konventionellen antimikrobiellen Wirkstoffen an
[133], wodurch die Synergie beider Wirkstoffklassen fiir die Therapie von klinisch relevanten, bereits
antibiotikaresistenten Bakterien genutzt werden kann [134, 135].

Neben dem Einsatz als antimikrobielle Substanzen werden diese Peptide auch in aktuellen
Forschungsprojekten aufgrund ihres charakteristischen, Rezeptor-unabhangigen Wirkmechanismus
gegenuber Bakterien verwendet. Ein Verwendungsbeispiel stellt die Konstruktion von Fusionspeptiden
dar, um die Eigenschaften beider Fusionspartner zu kombinieren [136, 137]. In diesem Zusammenhang
wurden antimikrobielle Peptide dazu verwendet, um zellfremde Molekile wie z. B. DNA, fluoreszierende
Reportermolekdle, antimikrobielle Wirkstoffe oder aber Epitope durch die Bakterienmembran zu
transportieren. So konnte bereits festgestellt werden, dass eine von antimikrobiellen Peptiden abgeleitete
Sequenz dazu verwendet werden konnte, um eine antisense PNA (Peptid-Nukleinsaure), in Form eines
Fusionskonstrukts, in die bakterielle Zelle zu transportieren [138]. Die so transferierte antisense PNA lieR
die Inhibierung der Expression des Sigma-Faktor ¢7° erkennen, welcher essenziell flr die Aktivitdt der
bakteriellen RNA Polymerase ist. Somit flhrte die transferierte antisense PNA letztendlich zur Inhibierung
des bakteriellen Stoffwechsels, was in ausgepragten bakteriostatischen Eigenschaften resultierte.
Insbesondere konnte in diesem Zusammenhang verdeutlicht werden, dass das verwendete Peptid nicht fur
die antimikrobiellen Eigenschaften verantwortlich war und sich obendrein auch keine bakteriellen
Resistenzen gegenuber dem Fusionsprodukt entwickelten. In Analogie dazu wurden bereits auch
Peptid-PNA Konstrukte dazu verwendet um die mRNA Bindungsstelle innerhalb der 16s RNA zu blockieren
und somit die ribosomale Translation zu inhibieren [139].

Des Weiteren werden die Rezeptor-unabhangigen Interkationen zwischen antimikrobiellen Peptiden und
bakteriellen Membranen bei der Entwicklung von Biosensoren und Detektionsverfahren genutzt. Ein

einfaches Funktionsprinzip stellt ein modifiziertes ELISA Verfahren dar, bei welchem die Detektion der
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immobilisierten Bakterien durch die Interaktion mit einem fluoreszenzmarkierten antimikrobiellen Peptid
gewadhrleistet wurde [140]. Dadurch konnte das in vielen ELISA Verfahren verwendete Prinzip eines
zweistufigen Antikdpersystems in Kombination mit einem Reportermolekil umgangen werden und
zusatzlich um die selektiven Eigenschaften des Peptids gegenlber der bakteriellen Membran erweitert
werden. Des Weiteren konnen antimikrobielle Peptide auch fir die Immobilisierung von Bakterien an
festen Oberflachen verwendet werden [141]. So konnte belegt werden, dass die Interaktion zwischen
dem immobilisierten antimikrobiellen Peptid Cecropin P1 und dem Bakterium E. coli K12, sowie E. coli
0157:H7 zu einer Immobilisierung der Bakterien in Mikrotiterplatten fiihrte. Obendrein wurde der Stamm
0157:H7 mit einer hdheren Praferenz im Vergleich zu dem Stamm K12 durch das immobilisierte Peptid
gebunden.

Basierend auf dem selektiven Bindungsverhalten antimikrobieller Peptide wurden bereits Biosensoren fir
die Detektion von pathogenen Bakterien entwickelt. In diesem Zusammenhang wurde das
Bindungsverhalten mehrerer immobilisierter antimikrobieller Peptide gegenlber den pathogenen
Bakterien Salmonella typhimurium und E. coli O157:H7 untersucht [142]. Diesbezlglich konnte die
Peptid-abhangige Differenzierung beider Organismen bewiesen werden. AuBerdem war es maoglich
anhand von Fluoreszenzsignalen eine grobe Quantifizierung der Bakterienmenge vorzunehmen.

Ein weiteres Beispiel stellt die Verwendung des antimikrobiellen Peptids Magainin | dar, welches auf einer
Goldelektrode immobilisiert wurde, um eine elektrochemische Detektion von pathogenen Bakterien zu
ermdglichen [143]. Hierbei konnte demonstriert werden, dass ein Nachweis von geringen
Bakterienkonzentrationen in einer definierten Analytldsung auf diese Weise mdglich war. Ferner belegten
die Untersuchungen eine Selektivitdt bezlglich der Grameigenschaften, sowie des verwendeten

Bakterienstamms.

2.2 Artifizielle Peptide mit antimikrobiellen Eigenschaften

NatUrlich vorkommende antimikrobielle Peptide reprasentieren eine groBe heterogene Klasse von
Biomolekilen, welche Teil des angeborenen Immunsystems bei vielen pro- und eukaryotischen
Organismen sind [1-4]. Heutzutage sind mehr als 1000 natlrlich vorkommende antimikrobielle Peptide
bekannt welche in nahezu samtlichen Domanen des Lebens identifiziert wurden [25]. Diese Peptide lassen
sich in erster Linie anhand ihrer Aminosauresequenz differenzieren, wobei sich in Abhangigkeit der
produzierenden Spezies direkte evolutiondare Zusammenhidnge ableiten lassen [17, 18]. Im Laufe der
Evolution haben sich die Aminosauresequenzen der antimikrobiellen Peptide stark verandert.
Untersuchungen haben gezeigt dass die fir die antimikrobiellen Peptide kodierenden Gene einer positiven
Selektion unterliegen. Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass antimikrobielle Peptide zu einer der sich
am schnellsten entwickelnden eukaryotischen Proteinklassen gehéren [144, 145]. In Abhangigkeit der
evolutionaren Selektion haben sich speziesspezifische Aminosauresequenzen etabliert, welche durch die
auBeren Umweltfaktoren geprdgt wurden und deren Funktionen den spezifischen Anforderungen

entsprechen. Somit sind die antimikrobiellen Eigenschaften natirlich vorkommender Peptide an die
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Lebensumstande des produzierenden Organismus angepasst. Hierdurch haben sich Peptide entwickelt
deren antimikrobielle Eigenschaften bei heutigen in vitro Experimenten stark variieren und in einigen
Fallen lediglich Aktivitaten gegendber einem eingeschrankten Spektrum von Bakterien besitzen. Basierend
auf der Idee dieser evolutiondren Entwicklung beschaftigen sich heutige Forschungsprojekte mit der
Identifizierung von artifiziellen antimikrobiellen Peptiden, welche fur individuelle Applikationen optimiert
sind [146, 147]. In diesem Zusammenhang werden solche Peptide unter anderem flr therapeutische
Applikationen in der pharmazeutischen Industrie optimiert. Entsprechend werden Peptide angestrebt
welche Uber ein maoglichst breites antibakterielles Wirkspektrum gegendber therapeutisch relevanten
Mikroorganismen, in Kombination mit biologisch kompatiblen Eigenschaften, verfligen [107, 148]. Zu
diesem Zweck werden zahlreiche Peptide in in vitro Experimenten getestet und in Abhangigkeit ihrer
antimikrobiellen Eigenschaften und hinsichtlich ihres Verwendungszwecks selektiert und weiter optimiert.
Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Verwendung von antimikrobiellen Peptiden in klinischen oder
therapeutischen Applikationen sind ihre Produktionskosten. Aus diesem Grund ist es erstrebenswert die
Lange der Peptidsequenzen zu minimieren, um somit die Produktionskosten positiv zu beeinflussen.
Dementsprechend wurden natlrliche antimikrobielle Peptide analysiert und mittels Gberlappender und
verkirzter Peptidbibliotheken minimale Sequenzen identifiziert, welche jedoch das komplette
Aktivitatsspektrum des Ausgangspeptids umfassten [149-152]. Darlber hinaus ist die Sequenzoptimierung
solcher Peptide erstrebenswert, da natlrliche Peptide oftmals Uber schlechte pharmakokinetische
Eigenschaften verfigen und somit lhre Anwendung limitiert ist [147, 153, 154]. Neben den
antimikrobiellen Eigenschaften der Peptide sind auch die Stabilitdten von entscheidender Bedeutung. So
zeigt sich, dass natirlich vorkommende antimikrobielle Peptide aufgrund proteolytischer Spaltung
inaktiviert werden kénnen und somit auf ihnen beruhende therapeutische Applikationen maBgeblich in
lhrer Effizienz verringert sind. Deshalb ist es ebenfalls vorteilhaft diese Peptidstabilitdten zu erhéhen, damit
die antimikrobiellen Peptide je nach Anwendung eine ausreichende Halbwertszeit aufweisen. In diesem
Zusammenhang ist die Entwicklung von artifiziellen Peptiden eine aussichtsreiche Herangehensweise, da
mittels nicht natdrlich vorkommender Modifikationen diese Stabilitaten beeinflusst werden kénnen, ohne
die antimikrobiellen Eigenschaften oder das Wirkspektrum zu reduzieren [155-157].

Obwohl davon ausgegangen wird, dass eine Ausbildung von bakteriellen Resistenzen gegenutber
antimikrobiellen Peptiden durch therapeutische Anwendungen wenig wahrscheinlich ist [5, 16, 91], steht
die Entwicklung von artifiziellen Peptiden, deren Sequenzen keine Analogien mit natlrlich vorkommenden
Peptide besitzen, im Vordergrund [129, 157]. Dies ist dadurch begriindet, dass im Fall einer eventuellen
Adaption der pathogenen Bakterien an die therapeutisch eingesetzten Peptide, gegebenenfalls analoge
Peptidsequenzen des angeborenen Immunsystems ebenfalls betroffen waren und somit indirekt die

naturliche Immunantwort negativ beeintrachtigt ware [158].
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2.2.1 Peptidbibliotheken

Die Entwicklung von artifiziellen antimikrobiellen Peptiden ist ein wichtiger Faktor bei der Generierung von
neuen therapeutisch wirksamen und einsetzbaren Alternativen zu traditionellen Antibiotika. Aufgrund der
Tatsache, dass der vollstandige Wirkmechanismus antimikrobieller Peptide, und die damit verbundenen
Sequenzanforderungen, zum heutigen Zeitpunkt nicht vollstandig identifiziert sind, werden heutige
Entwicklungs- und Optimierungsprozesse mittels kombinatorischer Methoden durchgefiihrt. In diesem
Zusammenhang hat sich die Verwendung von Peptidbibliotheken zu einer unverzichtbaren Methode
entwickelt. Peptidbibliotheken sind leistungsstarke, molekularbiologische Werkzeuge, welche dazu
verwendet werden koénnen eine groBe Anzahl von Sequenzen hinsichtlich ihrer antimikrobiellen
Eigenschaften zu charakterisieren. Insbesondere gilt dies, wenn sie mit gerichteten evolutionsahnlichen
Prozessen kombiniert werden [159]. Zu diesem Zweck existieren vielfaltige Maoglichkeiten mittels
biologischer Techniken Peptidbibliotheken zu erzeugen. Hierzu gehéren unter anderem Phagen-Display
[160], Bakterien-Display [161] oder Ribosom-Display [162]. Hieraus ergibt sich der Vorteil, dass die
entsprechenden Peptide mittels natdrlicher, biologischer Prozesse generiert werden und somit die
Fabrikationskosten relativ gering ausfallen [163]. Des Weiteren kann die Verwendung von solchen
iterativen Prozessen die Selektion von Peptiden mit starken antimikrobiellen Eigenschaften signifikant
erhohen [164, 165]. Andererseits ist die Verwendung von biologisch generierten Peptidbibliotheken
zeitaufwendig und wird durch die biochemischen Prozesse limitiert, wodurch z. B. lediglich proteinogene
Aminosauren verwendet werden konnen [157, 166]. Aus diesem Grund wird die kombinatorische
Peptidchemie, welche auf der klassischen Festphasensynthese beruht, zunehmend als alternative und
vielseitig einsetzbare Methode bei der Identifikation von artifiziellen antimikrobiellen Peptiden verwendet.
In diesem Zusammenhang ist es mdglich mit relativ geringem Aufwand groBe synthetische
Peptidbibliotheken zu generieren [167], welche einen Umfang von mehr als 10° Komponenten enthalten
kdénnen [168, 169]. Im Allgemeinen werden diesbezlglich sechs verschiedenen Prinzipien verwendet um

kombinatorische Bibliotheken zu generieren (Abbildung 2.5).
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Abbildung 2.5: Exemplarische Darstellung von kombinatorischen Peptidbibliotheken. Dargestellt sind hypothetische
Peptidbibliotheken, welche das antimikrobielle Peptid Anoplin [170] als Vorlage verwenden. (A) Alanin-Scanning-Bibliothek. Hierbei
werden  einzelne  Aminosdauren gegen Alanin  ausgetauscht, wobei jede Position separat untersucht wird.
(B) Positional-Scanning-Bibliothek. Die Aminosauren werden an einer definierten Position durch jede andere proteinogene
Aminosaure ersetzt. (C) Randomisierte-Bibliothek. Ein Austausch von einer oder mehreren Aminosauren erfolgt an beliebigen
Positionen durch eine andere proteinogene Aminosaure. (D) Truncation-Bibliothek. Die Aminosauresequenz wird vom C- oder N-
Terminus aus sukzessiv verkirzt, wodurch Peptide mit reduzierten Sequenzmotiven entstehen. (E) Durchmischungs-Bibliothek. Die
Aminosaurekomposition und somit die biophysikalischen Eigenschaften, wie z. B. Hydrophobizitat, Nettoladung oder Sequenzldnge
bleiben erhalten, die Peptide weisen jedoch verschiedene Primérstrukturen auf. (F) Uberlappende-Bibliothek. Kleine Fragmente der
Ausgangssequenz werden generiert, wobei Uberlappende Bereiche definiert werden, deren jeweilige Sequenzlangen identisch sind.

Prinzipiell sind in vielen Fallen die biologischen Methoden zur Evaluierung der antimikrobiellen
Eigenschaften der limitierende Faktor bei der Entwicklung von potentiell wirksamen Substanzen. Aus
diesen Grinden haben sich bei der Konzeption von kombinatorischen Peptidbibliotheken Methoden
etabliert, bei welchen die Sequenzen nicht vollstdndig randomisiert werden, sondern vielmehr kategorisch
aufgebaut sind. Diesbezlglich kénnen entweder Einschrankungen in den verwendeten Aminosauren oder
aber bei deren Positionierung innerhalb der Peptidsequenz vorgenommen werden. AuBerdem besteht die
Maoglichkeit die kombinatorische Bibliothek dahingehend zu limitieren, dass lediglich spezifische
Positionen innerhalb der Sequenzen verandert werden [171].

Neben der Variation der Sequenzen innerhalb einer Bibliothek sind die verwendeten Sequenzvorlagen, auf
welchen die Bibliotheken beruhen, von entscheidender Bedeutung. Diese Sequenzvorlagen kdénnen nach
unterschiedlichen Kriterien ausgewahlt werden. Oftmals werden nattrlich vorkommende antimikrobielle
Peptide, welche bereits Uber ein breites antimikrobielles Wirkspektrum verfligen, als Vorlage fir
kombinatorische Peptidbibliotheken verwendet. Dadurch wird versucht neue Peptide zu identifizieren,
welche im Vergleich zum Ausgangspeptid Uber verbesserte Eigenschaften verfligen, wie z. B. erhohte
antimikrobielle Aktivitat, veranderte Selektivitat, geringere Zytotoxizitat oder erhdhte Stabilitdt gegentber

proteolytischer Spaltung [155]. In diesem Zusammenhang wurden bereits artifizielle Peptide von dem
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antimikrobiellen Peptid Bactenicin mittels einer kombinatorischen Substitutionsbibliothek abgeleitet, bei
welchen eine signifikante Steigerung der antimikrobiellen Aktivitdten zu verzeichnen war [167]. Gleichfalls
wurden Bibliotheken von dem antimikrobiellen Peptid Magainin 2 erstellt, bei deren Charakterisierung das
Peptid Pexiganan identifiziert wurde [172, 173]. Aufgrund seiner gesteigerten antimikrobiellen
Eigenschaften und reduzierten Zytotoxizitat wurde dieses Peptid in einer klinischen Phase-lll-Studie fir die
Behandlung von infizierten Ulzerationen eingesetzt, welche in Verbindung mit dem diabetischen
FuBsyndrom stehen [120]. Neben Substitutionsbibliotheken, kénnen auch andere Prinzipien verwendet
werden, wie z. B. Uberlappende Peptidbibliotheken. Hierdurch konnten Sequenzfragmente eines
B-Defensins identifiziert werden, welche maBgeblich fir die antimikrobiellen Eigenschaften des
Gesamtpeptids verantwortlich waren, wohingegen andere Regionen keine Aktivitat zeigten [174].
Zusatzlich zu bereits bekannten antimikrobiellen Peptiden kénnen auch peptidibergreifende, konservierte
Sequenzmotive als Vorlage fir einen Variations- und Optimierungsprozess mittels kombinatorischer
Peptidbibliotheken verwendet werden [175, 176]. Hierflr werden zunachst Homologien innerhalb einer
Teilmenge von antimikrobiellen Peptiden identifiziert. Diese kénnen unter anderem auf deren
evolutiondrer  Zugehdrigkeit, antimikrobiellem  Wirkspektrum, Peptidldange oder physikalischen
Eigenschaften beruhen. Die so mittels Sequenzanalyse abgeleitete Konsensussequenz wird im Anschluss
daran unter Verwendung kombinatorischer Peptidbibliotheken variiert und charakterisiert. Ein Beispiel
hierfir ist die Sequenzanalyse der N-terminalen Region von Uber 80 natlrlich vorkommenden
antimikrobiellen Peptiden, bei welcher eine artifizielle Konsensussequenz mit antimikrobiellen
Eigenschaften im mikromolaren Bereich identifiziert wurde [177]. Darlber hinaus wurden auch
Seguenzhomologien innerhalb der Klasse der B-Defensine identifiziert, welche im Anschluss daran mittels
kombinatorischer Peptidbibliotheken charakterisiert wurden, um somit den Einfluss einzelner
Aminosauren auf die Funktion der B-Defensine zu ermitteln [178].

Alternativ dazu kénnen Sequenzvorlagen fur die kombinatorische Generierung von artifiziellen
Peptidbibliotheken von hohermolekularen Proteinen abgeleitet werden. Demzufolge werden Proteine
verwendet, welche nachweislich Uber antimikrobielle Eigenschaften oder immunmodulatorische
Aktivitaten verfligen oder aber im Zusammenhang mit verschiedenen Immunantworten auftreten. Mittels
enzymatischer oder physikalischer Spaltung werde diese in kleinere Peptidfragmente zerlegt und
anschlieBend hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Eigenschaften charakterisiert. In diesem Zusammenhang
wurden bereits antimikrobiell wirksame Peptide aus Sequenzfragmenten von Myoglobin sowie aus einem
Protein der Ziegenmilch identifiziert [179-181]. Des Weiteren wurden antimikrobielle Peptide aus
Wachstumsfaktoren, wie z. B. dem Heparin-binding EGF-like growth factor, Amphiregulin oder dem
Platelet-Derived Growth Factor A und B, extrahiert und hinsichtlich ihres antimikrobiellen Potentials
untersucht [59]. Dabei wurden potentielle Peptidsequenzen anhand ihrer exponierten Lage im Protein

oder anhand des Uberproportionalen Auftretens von kationischen Aminosauren identifiziert.
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2.2.2 Sekundarstrukturmotive von antimikrobiellen Peptiden

Eine Alternative zu der Verwendung von kombinatorischen Peptidbibliotheken ist die in silico
Modellierung von antimikrobiellen Peptiden. Hierbei wird der charakteristische Wirkmechanismus von
natlrlich vorkommenden antimikrobiellen Peptiden durch die gezielte Anordnung von Aminosauren
innerhalb einer artifiziellen Sequenz imitiert. Die Grundlagen des Wirkmechanismus sind in diesem
Kontext zum Einen die Rezeptor-unabhangige Interaktion mit der bakteriellen Zellmembran, was in einer
unspezifischen Wechselwirkung resultiert [39-41], und zum Anderen die Eigenschaft innerhalb der
amphiphilen Umgebung der Bakterienmembran charakteristische Sekundarstrukturen auszubilden [45-
47]. Basierend auf diesen Gegebenheiten werden vorzugsweise Peptide generiert, die Uber ausgepragte
und optimierte Sekundarstrukturmotive verfligen. Die a-Helix stellt dementsprechend das am besten
charakterisierte  und am weitesten verbreitete Sekundarstrukturmotiv innerhalb der naturlich
vorkommenden antimikrobiellen Peptide dar [45, 50, 182, 183]. Prinzipiell kdnnen artifizielle a-helikale
Peptide auf drei verschiedene Arten generiert werden. Am haufigsten findet die spezifische Variation der
Aminosauresequenz eines natdrlich vorkommenden antimikrobiellen Peptides, dessen Struktur bereits als
a-helikal identifiziert wurde, Anwendung. Hierbei werden insbesondere gezielte Substitutionen einzelner
Aminosauren oder aber gezielte, terminale Verklrzungen bzw. Deletionen vorgenommen [184, 185].
Hierdurch kénnen Aminosauren oder Sequenzbereiche identifiziert werden, welche maBgeblich fir die
antimikrobiellen  Eigenschaften verantwortlich sind, und basierend auf diesen Erkenntnissen
Optimierungsprozesse durchgefihrt werden. In diesem Zusammenhang wurden bereits etliche
Peptid-Analoga von Margainin und Cecropin entwickelt, welche im Vergleich zu den jeweiligen
Ausgangspeptiden (ber ein gesteigertes antimikrobielles Potential verfligten [186, 187]. Eine weitere
Methode fir die Generierung a-helikaler Peptide besteht darin die amphipathischen Eigenschaften des
Peptids zu maximieren. Solche Peptide besitzen relativ einfache Sequenzen, welche in vielen Fallen
lediglich aus hydrophoben und kationischen Aminosauren bestehen. Aufgrund der Tatsache, dass die
Aminosauren Leucin und Lysin ein starkes Potential besitzen Helices zu bilden und in vielen natirlich
vorkommenden Proteinen an der Auspragung und Stabilisierung von a-helikalen Strukturen beteiligt sind
[188], werden diese vorranging zur Generierung von artifiziellen a-helikalen antimikrobiellen Peptiden
eingesetzt [46, 47, 189]. Durch die entsprechende Anordnung beider Aminosauren innerhalb der Sequenz
kdnnen somit Peptide erzeugt werden, bei welchen die hydrophoben und kationischen Aminosauren auf
jeweils unterschiedlichen Seiten der Helixoberflache lokalisiert sind (Abbildung 2.6). Dadurch werden
starke amphipathische Eigenschaften erreicht, welche mathematisch durch das Hydrophobizitatsmoment
(u) beschrieben werden [190, 191].
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Abbildung 2.6: Schematisch Darstellung eines amphipathischen, a-helikalen Peptids. Dargestellt ist ein exemplarisches
antimikrobielles Peptid, welches lediglich aus Lysinen und Leucinen besteht. Das Peptid ist als Helixrad-Projektion dargestellt, wobei
die hydrophoben Leucine gelb und die kationischen Lysine blau markiert sind. Die linke und rechte Darstellung zeigen dartber
hinaus die 3D Struktur des Peptids, bei welcher das Peptidgerust als Bandermodell dargestellt ist und grau hervorgehoben ist. Die
N-terminale Region liegt in der vorderen Bildebene, wohingegen der C-terminale Bereich sich in der hinteren Bildebene befindet.
Aufgrund der Anordnung der Aminosauren innerhalb der Priméarstruktur ordnen sich die hydrophoben und kationischen
Seitenketten bei der Ausbildung einer o-Helix auf verschiedenen Seiten der Helixoberflache an. Dadurch erhdlt das Peptid
amphipathische Eigenschaften, welche durch das Hydrophobizitdtsmoment (u) mathematisch beschrieben werden [190, 191] und
dessen Intensitat und Orientierung durch den Vektor in der mittleren Abbildung reprasentiert wird.

Untersuchungen haben verdeutlicht, dass die antimikrobiellen Eigenschaften von helikalen Peptiden in
einem engen Zusammenhang mit den amphipathischen Eigenschaften stehen. Insbesondere wurde
dargelegt, dass mittels Variation einzelner biophysikalischer Parameter von amphipathischen a-helikalen
Peptiden sowohl deren antimikrobielle als auch zytotoxische Eigenschaften modifiziert werden kénnen. So
wurde festgestellt, dass die Nettoladung, die Gesamthydrophobizitat (H), das Hydrophobizitatsmoment (u)
und der Winkel, welcher der kationischen Helixoberflache gegeniber liegt (®) von maBgeblicher
Bedeutung sind [192]. Neben den biophysikalischen Eigenschaften wurden auch Untersuchungen
durchgefiihrt um den Einfluss des Ubergangs zwischen der hydrophilen und hydrophoben Helixoberflache
genauer zu analysieren [47]. Die dritte Mdglichkeit artifizielle a-helikale Peptide zu generieren besteht
darin, kombinatorische Peptidbibliotheken zu verwenden. Dabei werden die Positionen innerhalb einer
Peptidsequenz im Vorfeld als hydrophob oder hydrophil definiert und basierend darauf lediglich
Aminosauren verwendet, welche diesen Vorgaben entsprechen [171].

Ahnlich wie bei vielen antimikrobiellen Peptiden sind bei o-helikalen Peptiden vor allem deren
Nettoladung und Hydrophobizitat von entscheidender Bedeutung. Wahrend die kationischen
Aminosauren den initialen Anlagerungsschritt der Peptide an die anionische Bakterienmembran
beglnstigen, sind die hydrophoben Seitenketten fir die Einlagerung der Peptide in die amphiphile
Umgebung der Bakterienmembran verantwortlich. In vielen Fallen konnte herausgefunden werden, dass
durch die Interaktion mit der Bakterienmembran eine Strukturanpassung der Peptide stattfindet, was in
der Auspragung der charakteristischen amphipathischen o-helikale Strukturen resultierte [45-47]. Nach

einer parallelen Anordnung der Peptide auf der AuBenseite der Bakterienmembran folgt eine Einlagerung
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der hydrophoben Region in die Bakterienmembran, bei welcher die hydrophobe Helixoberflache vorrangig
mit den hydrophoben Bereichen der Bakterienmembran interagiert, wohingegen die hydrophile
Helixoberflache sich entgegensetzt zur Bakterienmembran orientiert und somit in der Auspragung einer
hydrophilen, transmembranen Pore resultiert [176]. Obwohl Studien gezeigt haben, dass a-helikale
Peptide sehr effiziente antimikrobielle Agenzien sind, welche mittels Modifikationen in lhrem
Wirkspektrum und Wirkintensitat beeinflusst werden konnen, verfligen sie oftmals Uber ausgepragte
zytotoxische Eigenschaften [46, 192].

Ein alternatives Sekundarstrukturmotiv wird durch das antiparallele B-Faltblatt reprasentiert. Diese Struktur
kann in silico durch die alternierende Anordnung hydrophiler und hydrophober Aminosaurereste erzeugt
werden [193-195]. Die Haufigkeit der Anordnung und die Wiederholung des Motivs kénnen je nach
Peptid variieren [196]. So waren natdrlich vorkommenden antimikrobiellen Peptiden mit B-Faltblattstruktur
durch deutlich kirzere Abstande zwischen den sich wiederholenden Einheiten gekennzeichnet, als es bei
den in Proteinen vorkommenden B-Schleifen Ublich ist [193]. In Analogie zu den a-helikalen Peptiden
kdnnen B-Faltblatt-Motive dazu verwendete werden, um artifizielle, antimikrobiell wirksame Peptide zu
generieren. GleichermaBen sind diesbeziiglich die amphipathischen Eigenschaften dieser Peptide von
entscheidender Bedeutung [197-199]. In einer hydrophilen Umgebung formen diese Peptide antiparallele
B-Faltblattstrukturen, bei welchen die hydrophoben Seitenketten der peptideigenen Aminosauren
miteinander interagieren und als Folge dessen sich im inneren der Struktur befinden. Ihre antimikrobielle
Wirkung wird mit dem ,carpet model” erklart, bei welchem eine initiale Anlagerung mittels
elektrostatischer Interaktionen stattfindet [39]. Darauf folgend findet eine Aggregation zu peptidreichen
Domanen statt, welche im Anschluss daran in die Membran integriert werden, wodurch transmembrane
Poren entstehen [197, 200]. Diese werden durch die hydrophoben Interaktionen der Peptidseitenketten
mit den hydrophoben Bereichen der bakteriellen Membran stabilisiert. Durch diese Interaktion orientieren
sich die kationischen Seitenketten entgegengesetzt zu den bakteriellen Membranen, wodurch ein stabiler
und hydrophiler transmembraner Kanal entsteht. Obwohl die Interaktion dieser Peptide ebenfalls auf einer
Wechselwirkung mit den in der bakteriellen Membran befindlichen Lipiden beruht, und ebenfalls zu einer
Permeabilisierung der Membran fihrt, konnten Unterschiede zu o-helikalen antimikrobiellen Peptiden
festgestellt werden. So konnte gezeigt werden, dass antimikrobielle Peptide, welche Uber ein
B-Faltblatt-Motiv verfligen, Uber eine teilweise selektive Aktivitdt gegentiber Bakterien im Vergleich zu
Eukaryoten verfligten, wohingegen Peptide mit identischer Aminosaurekomposition, jedoch mit einer

o-helikalen Struktur sowohl antimikrobielle als auch zytotoxische Eigenschaften aufwiesen [201].

-27 -



2 Theoretische Grundlagen 2.3 Antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen

2.3 Antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen

Die Kontrolle bakterieller Populationen, sowie der Schutz gegenlber bakteriellen Infektionen sind in der
heutigen Gesellschaft von fundamentaler Bedeutung. Aufgrund der Tatsache, dass Bakterien in der Lage
sind feste Oberflachen besiedeln zu konnen, stellen kontaminierte Oberflachen ein erhebliches Reservoir
fur neue Infektionen dar [202]. Die Kontrolle und Vermeidung von bakteriellen Oberflachenanhaftungen
und einer damit verbundenen eventuellen Bakterienausbreitung und Verteilung sind von malgeblicher
Relevanz bei etlichen Aspekten, wie z. B. in lebensmittelherstellenden und verarbeitenden Betrieben oder
offentlichen Einrichtungen, in welchen eine Exposition von kontaminierten Oberflachen aufgrund der
menschlichen Fluktuation zu einer raschen Ausbreitung der Krankheitserreger fihren kann [202].
Insbesondere stellen kontaminierte Oberflachen eine dominante Quelle flr neue Infektionen in
offentlichen Einrichtungen dar, wie z. B. Schulen, Verwaltungsgebduden oder Krankenhauser. Vor allem
im medizinischen Sektor ist die Kontrolle der bakteriellen Keimbelastung von ausschlaggebender
Bedeutung, da zum Einen in einem solchen Umfeld anzutreffende Bakterien ein erhebliches
Gesundheitsrisiko aufgrund ihrer Taxonomie darstellen und zum Anderen die Patienten, welche in
ambulanter oder sogar stationarer Behandlung sind, aufgrund ihrer reduzierten Immunabwehr deutlich
empfanglicher fir Infektionen sein konnen [203]. Dieses Risiko wird aufgrund einer ausgedehnten
Expositionsdauer drastisch erhdht und spiegelt sich insbesondere in der Anzahl der nosokomialen
Infektionen wider [204]. Darlber hinaus stellen im Krankenhaus erworbene Krankheitserreger ein
besonderes Gefahrdungspotential dar, da es sich in vielen Fallen um Bakterien handelt, welche aufgrund
der sukzessiven Exposition gegenlber einer Vielzahl von Antibiotika und Medikamenten im Laufe der Zeit
multiple Resistenzen entwickelt haben. Dies erschwert eine erfolgreiche Therapie erheblich [105]. Diese
Problematik spiegelt sich insbesondere bei Implantat-assoziierten Infektionen wider, welche eine der
haufigsten Ubertragungsformen und am schwierigsten zu behandelnden Infektionen darstellen [205-207].
Bakterien sind in der Lage feste Oberflachen langfristig zu besiedeln, was in vielen Fallen mit der
Ausbildung von Biofilmen einhergeht. Basierend auf der Taxonomie dieser Biofilm-produzierenden
Bakterien und der Fahigkeit der zusatzlichen Besiedlung dieser Biofilme durch weitere Bakterien, verfligen
solche Bakterienverbande in vielen Fallen Uber ausgepragte Resistenzen gegeniber einer Vielzahl von
antimikrobiellen Substanzen wie z. B. Antibiotika [207]. Somit zeigen diese Bakterienverbande eine bis zu
1000-fach  erhohte Resistenz  gegenliber antimikrobiellen Agenzien im Vergleich zu den
korrespondierenden planktonischen Bakterien [208]. Dies flhrt dazu, dass die Eliminierung dieser Biofilme
maBgeblich erschwert bzw. vollstandig verhindert wird. AuBerdem weisen einmal gebildete Biofilme eine
hohe Resistenz gegentiber mechanischer Behandlung auf, weshalb in vielen Fallen chemische Prozeduren
mit starken antimikrobiellen Substanzen notwendig sind [206]. Des Weiteren kann oftmals eine rasche
Neubesiedelung von einmal behandelten Biofilme durch Bakterien festgestellt werden [206]. Aus diesen
Griinden ist es erstrebenswert die bakterielle Kontamination und damit verbundene Biofilmausbildung
bereits in einem frihen Stadium zu detektieren und bereits im Vorfeld zu verhindern [207]. Dadurch
kdénne zum Einen die direkte Ausbildung solcher Biofilme, aber auch die dadurch bedingte Ausbreitung

und die Exposition von pathogenen oder allgemein nicht zutraglichen Bakterien vermindert werden. Als
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Konsequenz kénnen somit neben der Reduktion von bakteriellen Infektionen und deren Ausbreitung auch
die Materialermidung verringert und somit langfristig Kosten reduziert werden. Zur Realisierung sind
weitreichende  HygienemaBnahmen von entscheidender Bedeutung. Aufgrund logistischer,
gesundheitlicher oder kommerzieller Begebenheiten sind intensive und umfangreiche Reduktionen
bakterieller Belastungen durch aggressive chemische Substanzen jedoch in ihrer Anwendung limitiert.
Deshalb stellen vor allem praventive Methoden zur Kontrolle der bakteriellen Keimbelastung eine
aussichtsreiche Methode dar, da dadurch entstehende Kontaminationen zeitnah verhindert werden
kénnen. In diesem Zusammenhang werden antimikrobielle Oberflachenmodifikationen als alternativer,
lang anhaltender, praventiver Schutz vor bakteriellen Kontaminationen diskutiert [209, 210].

Prinzipiell kann bei der Wirkweise von antimikrobiell wirkenden Oberfldchenbeschichtungen zwischen der
Verminderung der bakteriellen Anhaftung und der aktiven antimikrobiellen Wirkung der Oberflache
unterschieden werden (Abbildung 2.7). Die Reduktion der bakteriellen Adhésion basiert vorrangig auf den
physikalischen  Eigenschaften der Oberflache, welche in Abhangigkeit der verwendeten
Oberflachenmodifikation entweder auf einer sterischen Hinderung durch PEG-basierte Beschichtungen
[211], elektrostatische AbstoBungen durch immobilisiertes anionisches Polyglycerin [212] oder einer
verminderten Oberflachenrauigkeit aufgrund von hydrophoben Kieselsol-Beschichtungen [213] beruhen
kann und somit einen praventiven Schutz gegenuiber der lokale Besiedlung durch Bakterien bietet.

Im Gegensatz dazu basiert die direkte antimikrobielle Aktivitat von Oberflachen auf einer Interaktion der
Bakterien mit einem aktiv wirkenden Stoff. Dieser kann dabei entweder kontinuierlich in das umgebende
Medium abgegeben werden, wodurch auch oberflaichennahe Bakterien von dessen Wirkung beeinflusst
werden, oder aber kovalent an der Oberfldche immobilisiert sein. So konnten z. B. demonstriert werden,
dass Silbernanopartikel in Polyamidbeschichtungen auf der Oberflache eingebettet und kontinuierlich in
das umgebende Medium abgegeben werden kénnen, wodurch das bakterielle Wachstum bereits in
oberflachennahen Regionen inhibiert wurde [214]. Ebenso konnte festgestellt werden, dass kovalent
immobilisierte und alkylierte Polyethylenimine eine starke bakterizide Wirkung gegenuUber einer Vielzahl

von pathogenen Mikroorganismen aufwiesen [215].
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| Verhinderung der Anhaftung Aktive antimikrobielle Wirkung |

Sterische Elektrostatische Geringe Freisetzung Immobilisierte
AbstoBung AbstoBung Oberflachenhaftung  antimikrobieller Stoffe  antimikrobielle Stoffe

Abbildung 2.7: Darstellung verschiedener antimikrobieller Oberflachenbeschichtungen. Dargestellt sind die Prinzipien von
antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen, welche entweder auf der Verhinderung der Anhaftung oder aber auf der direkten
Inaktivierung der Bakterien beruhen [216][IV]. Wahrend die Verhinderung der Anhaftung hauptsachlich durch die physikalischen
Eigenschaften der Oberfldche, wie z. B. sterische Hinderung, elektrostatische AbstoBung oder verringerte Oberflachenrauigkeit
vermittelt wird, basiert die aktive antimikrobielle Wirkung von Oberfldchenbeschichtungen auf der aktiven Interaktion der Bakterien
mit auf der Oberflaiche befindlichen funktionalen Substanzen. Hierbei kann prinzipiell zwischen der kontinuierlichen
Wirkstofffreisetzung von aktiven Komponenten oder deren kovalenter Immobilisierung differenziert werden.

2.3.1 Kovalente Oberflachenmodifikationen

Kovalente Oberflachenmodifikationen mit antimikrobiellen Eigenschaften sind eine aussichtsreiche
Herangehensweise, um einen lang anhaltenden, praventiven Schutz vor bakteriellen Kontaminationen zu
gewahrleisten. Eine besondere Bedeutung haben solche Oberflachenmodifikationen bei Implantaten [217,
218], welche eine der haufigsten Ubertragungsformen von bakteriellen Kontaminationen darstellen und
zu einer der am schwierigsten zu behandelnden Infektionen zdhlen [205-207]. Kovalente
Oberflachenmodifikationen zeichnen sich dadurch aus, dass der Ort der antimikrobiellen Wirkung
definiert ist und somit eine GbermaBige oder unbeabsichtigte Exposition der antimikrobiellen Wirkstoffe
ausgeschlossen werden kann. AuBerdem wird dadurch gewahrleistet, dass die antimikrobiell wirksame
Substanz permanent in ausreichend groBer Konzentration vorhanden ist. Diesbeziglich sind in der
Vergangenheit vielerlei Antibiotika fir die kovalente Modifikation eingesetzt worden, wie z. B. Cefazolin
[219], Minocycline/Rifampin [220] oder Vancomycin [221]. Obwohl diese Antibiotika sehr effektive
Substanzen fir die Inhibierung des bakteriellen Wachstums darstellen, besteht jedoch die Gefahr der
Ausbildung von Antibiotikaresistenzen [222]. Dies wiirde zu einer anfanglichen Besiedelung durch
resistente Bakterien fihren, welche im Anschluss daran die Grundlage fir eine weitere Kolonisation durch
zusatzliche Bakterien bilden wuirden, was letztendlich zu einem Verlust der Funktionsweise der
antimikrobiellen Oberflachenbeschichtung fihren wirde. Aus diesem Grund sind bereits andere, auf
chemischen Substanzen beruhende Oberflachenbeschichtungen entwickelt worden, deren aktive
Komponenten z. B. Silberionen [223], quartdare Ammoniumverbindungen [224], Sialinsaure [225], als auch
chemische Polymere [216] sein konnen. Obwohl diese antimikrobiellen Stoffe duBerst effektiv bei der
Reduktion von bakteriellen Kontaminationen sind, weisen sie jedoch eine maBgebliche Limitierung ihres

Einsatzgebietes aufgrund potentieller zytotoxischer Eigenschaften gegenlber eukaryotischen Zellen oder
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biologischer Inkompatibilitaten auf [226]. Um diese Limitierung zu umgehen und antimikrobielle
Oberflachenbeschichtungen mit biokompatiblen Eigenschaften zu entwickeln wurden in der
Vergangenheit bereits antimikrobielle Peptide fir die Verwendung als funktionale Oberflaichenmolekile
erforscht [109, 227]. Im Zuge dessen hat sich gezeigt, dass diese Peptide neben ihren antimikrobiellen
auch Uber biokompatible Eigenschaften verflgen und somit pradestiniert flr den Einsatz im
Zusammenhang mit Oberflachenmodifikationen sind [228]. In vergangenen Studien wurden bereits
vielerlei Oberflachen fir die kovalente Immobilisierung von antimikrobiellen Peptiden verwendet, welche
unter anderem verzweigte Polymere [229], Polymerpartikel [230], Metalle [231], Glasoberflachen [232],
oder selbst organisierende Monoschichten [233] umfassten. Prinzipiell wird bei der kovalenten
Immobilisierung von Peptiden zwischen gerichteten und ungerichteten chemischen Ligationen
differenziert. Bei der gerichteten chemischen Immobilisierung findet eine spezifische Reaktion zwischen
einer funktionelle Gruppe innerhalb der Peptidsequenz und einer funktionellen Gruppe auf der festen,
chemisch modifizierten Oberflache statt [234]. Diese funktionellen Gruppen sind nicht natirlichen
Ursprungs und somit nicht Bestandteil einer Peptidsequenz, welche aus proteinogenen Aminosauren
aufgebaut ist und muss demzufolge bereits wahrend des Syntheseprozesses in die Peptidsequenz
integriert werden. Somit resultiert aus einer derartigen selektiven Ligation eine kovalente, nicht in der
Natur vorkommende, Verbindung zwischen dem antimikrobiellen Peptid und der Oberflache. Hierdurch
kann sowohl die Reaktion und als auch die aus der Reaktion resultierende Orientierung des
antimikrobiellen Peptids auf der Oberflache kontrolliert werden, da es sich um auBerordentlich selektive
chemische Reaktionen handelt [228, 235, 236]. Die gezielte Positionierung dieser Funktionalitaten
innerhalb der Peptidsequenz ermdglicht es, dass die Aminosaureseitenketten und deren biophysikalische
Eigenschaften nicht beeinflusst werden und somit, trotz kovalenter Immobilisierung, Sequenzmotive
innerhalb des Peptids erhalten werden konnen. Des Weiteren kann dadurch die Immobilisierung in einem
deutlich flexibleren Zustand realisiert werden, welcher vorteilhaft ist, um die natirlichen Interaktionen
zwischen Peptid und Bakterium nicht zu beeinflussen.

Als Alternative zu der gerichteten chemischen Immobilisierung existiert die Maoglichkeit einer
ungerichteten Immobilisierung, bei welcher keine speziellen Funktionalitaten innerhalb der Peptidsequenz
existieren mussen. Folglich kénnen z. B. Amino-, Carboxy-, Thiol- oder Hydroxylgruppen verwendet
werden, welche in natlrlich vorkommenden Peptiden entweder als Teil der Aminosaureseitenketten oder
aber als C- oder N-Terminus enthalten sind. Da Peptide mehrere dieser funktionellen Seitenketten
enthalten kénnen, resultiert die chemische Reaktion in einer zufalligen Anordnung der Peptide auf der
Oberflache [228, 232]. Aufgrund der Tatsache, dass die funktionellen Gruppen eines Peptide,
insbesondere die kationischen Eigenschaften der Lysinseitenketten, einen entscheidenden Anteil an der
Vermittlung des antimikrobiellen Wirkmechanismus besitzen, besteht bei einer ungerichteten
Immobilisierung die Maglichkeit, dass die Aktivitaten reduziert werden.

In diesem Zusammenhang konnte in vergangenen Untersuchungen eine starke Abhangigkeit der Aktivitat
von der Orientierung des Peptids im immobilisierten Zustand nachgewiesen werden. So wurde erkennbar,
dass lediglich eine Immobilisierung tber den N-Terminus zu einer funktionellen Oberflachenbeschichtung

mit dem Peptid LL-37 flhrte, wohingegen eine ungerichtete Immobilisierung in einem Verlust der
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antimikrobiellen Aktivitat resultiert [231]. Ahnliche Ergebnisse konnten bei dem antimikrobiellen Peptid
Melittin beobachtet werden, dessen Immobilisierung Uber den C-Terminus zu einer signifikanten
Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften im Vergleich zu einer N-terminalen Immobilisierung fihrte
[236]. Jedoch konnte ebenfalls bewiesen werden, dass die Aktivitat eines artifiziellen a-helikalen Peptids
unabhangig von der Orientierung der Immobilisierung war. Aufgrund der Tatsache, dass die
Funktionsweise antimikrobieller Peptide im immobilisierten Zustand nicht eindeutig geklart ist und die
Ergebnisse je nach verwendetem Peptid unterschiedliche Tendenzen zeigen, wird davon ausgegangen,
dass der Wirkmechanismus der individuellen antimikrobiellen Peptide einen deutlich gréBeren Einfluss auf

die Aktivitat im immobilisierten Zustand hat, als die eigentliche Orientierung auf der Oberflache.

2.3.2 Oberflachen mit kontinuierlicher Wirkstofffreisetzung

Die kontinuierliche Wirkstofffreisetzung von antimikrobiell wirksamen Substanzen stellt ebenfalls eine
aussichtsreiche Methode dar, um die lokale Ansiedelung von Bakterien zu verhindern. Hierbei werden
neben dem direkten Kontakt mit der Oberfliche auch Bakterien beeinflusst welche sich in einer
oberflachennahen Umgebung befinden, was somit in einer deutlich ausgedehnteren Wirkung des
antimikrobiellen Wirkstoffs resultiert. Des Weiteren eignet sich diese Methode dazu Wirkstoffe zu
verwenden, welche im kovalent immobilisierten Zustand lediglich verringerte oder gar keine Aktivitaten
besitzen. In vergangenen Studien wurden bereits antimikrobielle Peptide fir solche, nicht kovalenten
Oberflachenbeschichtungen verwendet. Die Immobilisierung der Peptide basiert vorrangig auf einer
physikalischen Adsorption an der Oberflache, welche entweder auf hydrophoben [237, 238] oder
elektrostatischen [239] Wechselwirkungen beruht. Aufgrund der Tatsache dass antimikrobielle Peptide in
vielen Fallen eine positive Nettoladung und starke hydrophobe Eigenschaften besitzen, ist diese Technik
flr ein breites Spektrum von antimikrobiellen Peptiden geeignet. Eine aussichtsreiche Herangehensweise
fur die elektrostatische Anlagerung von Peptiden an Oberflachen stellen Layer-by-Layer (LBL) Verfahren
dar [239-241]. Hierbei werden die antimikrobiellen Peptide zwischen verschiedenen Schichten aus
Polyelektrolyten platziert, deren GroBe, Ladung und Anordnung variabel sind. Diese Schichten werden
wiederum durch einen initialen Anlagerungsschritt physikalisch auf der Oberflache deponiert und
anschlieBend durch abwechselnde Anordnung von kationischen und anionischen Polyelektrolyten
aufgebaut. In diesem Zusammenhang kénnen die antimikrobiellen Peptide entweder eine Teilsubstanz
dieser Elektrolyte sein oder aber die kationische Schicht vollstandig ersetzen. Durch diese kontinuierliche
Anlagerung mehrere Schichten ist es moglich eine groBe Menge des antimikrobiellen Peptids auf der
Oberflache zu deponieren. Da die antimikrobiellen Peptide demzufolge im Inneren der polymeren Schicht
eingebettet sind und somit ein direkter Kontakt mit den Bakterien nicht mdglich ist, mussen sie erst
mittels Diffusion aus den inneren Schichten an die Oberflache und anschlieBend daran in das umgebende
Medium gelangen, um lhre antimikrobiellen Eigenschaften zu entfalten. Daher sind die Eigenschaften der
polymeren Oberflachenbeschichtung von entscheidender Bedeutung, da Aufgrund der Komplexitat [242]

und der Peptid-Polymer Interaktionen [243] die Diffusion und somit auch die Abgabe des antimikrobiellen
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Peptids beeinflusst werden kann. Durch die Komposition der Elektrolytschichten ist es somit auch méglich
die zeitliche Abgabe des antimikrobiellen Peptids zu beeinflussen. Neben der Adsorption von
antimikrobiellen Peptiden mittels LBL-Verfahren existieren weitere Methoden, um eine kontinuierliche
Freisetzung zu gewahrleisten. So wurden z. B. Oberflachenbeschichtungen aus TiO, Nanoréhrchen in
Kombination mit einer Kalziumphosphat- und Phospholipidschicht verwendet [244]. Wahrend die TiO,
Nanorohrchen einerseits zur VergroBerung der Oberflache beitragen und andererseits die Anlagerung des
antimikrobiellen Peptids durch die adsorptiven Eigenschaften beglnstigen, dienen die beiden Schichten
als physikalische Barriere um die Abgabe des Peptids zu verlangsamen und somit eine sukzessive
Freisetzung Uber einen ausgedehnten Zeitraum zu gewahrleisten. Eine weitere Methode stellt die
Verwendung von Nanofasern dar, welche sich ebenfalls durch eine groBe Oberflache in Kombination mit
adsorptiven Eigenschaften auszeichnen [245]. Je nach verwendetem Material kdnnen diese Fasern die
extrazellulare Matrix des menschlichen Korpers imitieren und eignen sich somit besonders gut fir in vivo
Applikationen. Obwohl die adsorptive und elektrostatische Anlagerung eines antimikrobiellen Peptides, in
Kombination mit einer kontinuierlichen Freisetzung, eine &auBerst effiziente Methode darstellt um
maoglichst groBe Mengen auf der Oberflache zu deponieren, ist sie aktuell in ihrer Anwendung limitiert.
MaBgeblich hierflr ist, dass aufgrund der stetigen Diffusion des antimikrobiellen Peptids von der
Oberflache ein Konzentrationsgradient im angrenzenden Medium generiert wird. Dieser kdnnte zur Folge
haben, dass bakterielle Resistenzen entwickelt werden, welche durch die Exposition gegenUber
Dosierungen unterhalb der letalen Konzentration hervorgerufen werden. Ferner besteht das Problem, dass
durch eine kontinuierliche Wirkstofffreisetzung die antimikrobielle Funktionsweise dieser Oberflache
zeitlich limitiert ist. So zeigten Studien, das Nanofasern bereits nach 60 min mehr als 40 % der gesamten
Peptidmenge abgegeben hatten [245]. Ein ahnliches Verhalten wurde anhand von LBL-basierten
Oberflachenbeschichtungen verifiziert, bei welchen je nach Komposition der Schicht eine 90 %ige
Abgabe des antimikrobiellen Peptids nach einer Dauer von 3 bzw. 9 Tagen erfolgte [241]. Eine weitere
Einschrankung bei der Verwendung von nicht kovalenten Oberflachenbeschichtungen besteht darin, dass
die Stabilitaten und biologischen Interaktionen der verwendeten Materialien noch nicht ausreichend

untersucht sind und somit zusatzliche Effekte nicht vollstandig ausgeschlossen werden kénnen.
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3 Methoden

3.1 Antimikrobielle Peptide

3.1.1 Aufbau artifizieller Peptide und Peptidbibliotheken

Antimikrobielle  Peptide  besitzen  ausgepragte = Wirkmechanismen,  welche  auf  einer
Rezeptor-unabhangigen Interaktion mit den bakteriellen Membranen beruhen. In vielen Fallen wird der
antimikrobielle Wirkmechanismus mit charakteristischen dreidimensionalen Strukturmotiven assoziiert,
welche sich wahrend der Interaktion mit den bakteriellen Membranen ausbilden. Insbesondere sind
diesbezliglich amphipathische Eigenschaften der Peptide von besonderer Bedeutung, welche oftmals bei
Peptiden mit a-Helix- oder B-Faltblatt-Motiven beschrieben wurden und durch die Anordnung der
Aminosauren in der Peptidsequenz bestimmt werden. Basierend auf dieser Grundlage wurden
Peptidbibliotheken generiert, die keine der oben erwahnten Strukturmerkmale aufweisen, um im Zuge der
Untersuchung neuartige artifizielle Peptide zu entwickeln. Da antimikrobielle Peptide in vielen Fallen Gber
ein hohes MalB3 an kationischen und hydrophoben Aminosauren verfligen, wurden diese Charakteristiken
bei der Erstellung der Bibliotheken ebenfalls berlcksichtigt. Somit wurden fir die Konstruktion der
artifiziellen Peptide hydrophobe (Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin), kationische (Arginine, Lysin) und
neutrale (Glycin) Aminosduren verwendet. Die Anordnung der Aminosauren erfolgte dabei in drei
individuellen Bereichen. Der zentrale Bereich war durch eine hohe Anzahl hydrophober Aminosauren
charakterisiert, wohingegen die zwei flankierenden Bereiche ausschlieBlich kationische Aminosauren
enthielten. Die Notwendigkeit dieser drei Bereiche wurde durch eine Peptidbibliothek verifiziert, bei
welcher die Sequenzldange identisch blieb, jedoch einzelne Bereiche vollstandig substituiert wurden
(M1 bis M6). Die minimale notwendige Sequenzlange wurde identifiziert, indem Bibliotheken mit einer
sukzessiven Reduktion am C-Terminus (C1 bis C8, inklusive M1), N-Terminus (N1 bis N8, inklusive M1)
oder innerhalb des hydrophoben Bereichs (H1 bis H8 inklusive M1) angefertigt wurden. Darlber hinaus
wurde der Einfluss der Aminosaureanordnung auf die antimikrobiellen Eigenschaften analysiert. Hierfir
wurde eine Peptidbibliothek verwendet, bei welcher die Aminosdurekomposition unverandert blieb und
lediglich die zentralen hydrophoben Aminosauren schrittweise zu den Termini verschoben wurden
(A1 bis A5). Der Einfluss der negativen Ladung innerhalb der C-terminalen Region wurde mit Hilfe einer
Substitutionsbibliothek analysiert, bei welcher kationische gegen anionische Aminosduren ausgetauscht
wurden (D1 bis D8). Analog dazu wurde der Einfluss der Aminosaurekomposition auf die antimikrobiellen
Eigenschaften unter Verwendung einer Substitutionsbibliothek untersucht, deren Sequenzlédnge
11 Aminosauren umfasste und jeweils nur eine Art von kationischer und hydrophober Aminosaure
enthielt (S1 bis $8). Um sowohl die physikalischen, als auch die antimikrobiellen und zytotoxischen
Eigenschaften der artifiziellen Peptide zu klassifizieren wurden zusatzlich finf natlrlich vorkommende
Peptide (Melittin, BMAP-27, Protamin, Indolicidin, Buforin Il) und ein artifizielles antimikrobielles Peptid,

welches Uber eine optimierte amphipathische a-helikale Konformation (KL-Helix) verfligte als Referenzen
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verwendet. Weiterhin wurden zu Vergleichszwecken die beiden bereits gut analysierten Peptide Bac2a

und Tet127, sowie das als Negativkontrolle konzipierte Peptid P7 verwendet.

3.1.2 Peptideigenschaften und dreidimensionale Strukturmodellierung

Die Hydrophobizitat (H), das Hydrophobizitatsmoment (u) und die Helixrad-Projektion wurden fir jedes
antimikrobielle Peptid individuell berechnet, wobei jeweils eine idealisierte o-helikale Konformation
angenommen wurde. Die Berechnungen wurden mit dem ,HeliQuest web server” [246] durchgefhrt,
wobei den Berechnungen ein neutraler pH-Wert (7,4) und die Hydrophobizitatsskala von Eisenberg [190,
191] zugrunde lagen.

Die dreidimensionalen Strukturen der antimikrobiellen Peptide wurden unter Verwendung des ,,PEP-FOLD
web servers” berechnet [247-249], wobei den Berechnungen eine hydrophile Umgebung zu Grunde lag.
Dariber hinaus wurden die Strukturen ebenfalls mit dem ,, PEPstr Peptide Tertiary Structure Prediction web
server” berechnet [250], welcher einen anderen Algorithmus verwendet. Dieser wurde daflr verwendet,
um die prognostizierten Strukturen zu verifizieren. Neben der Berechnung in einem hydrophilen Milieu
wurden auch Berechnungen flr eine hydrophobe Umgebung vorgenommen. Die resultierenden
dreidimensionalen Strukturen wurden mit der Software Geneious 6.1.5 [251] verarbeitet und mit Hilfe der
Software UCSF Chimera [252, 253] visualisiert. Fir die Darstellungen wurde das Bandermodell verwendet.
Die physikalischen Eigenschaften, sowie die dreidimensionalen Strukturen wurden fiir Peptide mit einer
minimalen Lange von neun Aminosauren ermittelt, wohingegen Peptide mit klrzeren Sequenzen
aufgrund von mathematischen Ungenauigkeiten der Algorithmen von den Berechnungen ausgenommen

wurden.

3.2 Mikro- und Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Bakterienstamme und Kultivierung

Es wurden drei verschiedenen Bakterienstdmme verwendet um die antimikrobiellen Eigenschaften der
Peptide sowie der Peptid-basierten Oberflachenbeschichtungen zu analysieren.

Als gramnegativer Mikroorganismus wurde Escherichia coli Dh5a verwendet, wohingegen Staphylococcus
xylosus als grampositiver Bakterienstamm verwendet wurde. Beide Stamme wurden sowohl in MHB
Medium, als auch auf MHB-Agarplatten kultiviert. Fir die Kultivierung wurden fraktionierte Ausstriche
einer Stammkultur angefertigt, welche im Anschluss daran mindestens 16 h bei 37 °C inkubiert wurde.
Darauf folgend wurde eine einzelne Kolonie in flissiges Kulturmedium Uberflhrt und erneut fir
mindestens 16 h bei 37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. Fir jede Versuchsreihe wurden die
Bakterien frisch inokuliert und bis in den mittleren Bereich der logarithmischen Wachstumsphase kultiviert.
Das gramnegative Bakterium Escherichia coli ML-35p wurde dazu verwendet um die zeitabhangige

Permeabilisierung der auBeren und inneren Membran aufgrund der Interaktion mit antimikrobiellen
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Peptiden zu untersuchen. Die Bakterien wurden mittels LB-Medium kultiviert welches mit 100 pg/ml
Ampicillin versetzt war. Nach der Isolation einer einzelnen Kolonie mittels fraktionierten Ausstrichs,
wurden die Bakterien in einer Flussigkultur bis in die mittlere logarithmische Wachstumsphase kultiviert.
Im Anschluss daran wurden sie dreimal bei 4000 x g fir 1 min zentrifugiert, der flussige Uberstand
verworfen, in HEPES-Puffer resuspendiert und auf eine ODgyo=0,3 verdlinnt, welche in den Experimenten

bezliglich der Membranpermeabilisierung verwendet wurde (3.2.7).

3.2.2 Eukaryotische Zellkulturen und Kultivierung

FUr die Untersuchung der zytotoxischen Eigenschaften wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet.
Zum Einen die histiozytare Lymphom-Zelllinie U-937, bei welcher es sich um eine Suspensionszelllinie
handelte und zum Anderen L-929 Zellen, bei welchen es sich um adharente Mausfibroblasten handelte.
Die U-937 Zellen wurden fir die quantitative Ermittlung der zytotoxischen Eigenschaften von gel6sten
antimikrobiellen Peptiden verwendet. Darlber hinaus wurde sie ebenfalls flr den quantitativen und
qualitativen Nachweis von zytotoxischen Eigenschaften der antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen
eingesetzt. Die L-929 Zellen wurden fir die qualitative Auswertung der zytotoxischen Eigenschaften von
geldsten antimikrobiellen Peptiden verwendet.

FUr die Kultivierung wurden die U-937 Zellen inokuliert und mit einer Anfangskonzentration von
1 x 10° Zellen/ml in 15 ml RPMI 1640 Medium, welchem 2 mM Glutamin und 10 % FCS zugesetzt wurde,
far 3 Tage bei 37 °C in T75 Zellkulturflaschen bei 5 % CO; in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. Die
bakterielle Kontamination wurde durch die Zugabe von 10 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
verhindert. Flr jedes Experiment wurden, basierend auf dieser Stammkultur, neue Kulturen angelegt,
welche jedoch ohne die Zugabe von Antibiotika inkubiert wurden. AbschlieBend wurden die Zellen in
einer Thomakammer gezahlt und ihr Vitalitatszustand anhand einer Trypanblau-Farbung bestimmt. Fir die
Versuche wurden ausschlieBlich Kulturen verwendet, welche Uber eine ausreichende Vitalitat verfigten.
Fir die Kultivierung von L-929 Zellen wurden diese zunachst in DMEM-Medium mit einer
Anfangskonzentration von 1 x 10* Zellen/cm? inokuliert und in T75 Zellkulturflaschen bei 5 % CO, in einer
Feuchtigkeitskammer fir 3 Tage bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit
PBS-Puffer gespult und unter Verwendung einer 0,05 %igen Trypsin-Losung von der Oberflache abgel6st.
AbschlieBend wurden die Zellen mit einer Anfangskonzentration von 1 x 10 Zellen/cm? in eine Nunc
Kammer Uberflhrt und fir 2 weitere Tage bei 37 °C und 5 % CO; in einer Feuchtigkeitskammer

inkubiert.
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3.2.3 Durchflusszytometrie

Die  Membran-permeabilisierenden  Eigenschaften der antimikrobiellen Peptide wurden mittels
Durchflusszytometrie ermittelt (Anhang B.1). Hierbei wurde eine Lebend-Tot Farbung in Kombination mit
einem internen, Partikel-basierten Kalibrierungssystem verwendet. Dadurch konnten neben den Analysen
bezlglich der Permeabilisierung der Zellmembran auch die absoluten Konzentrationen der Organismen
ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden SYBR Green | als Farbstoff verwendet, welcher eine
Fluoreszenzmarkierung der zellinternen DNA gewahrleistet, die unabhangig von der Durchlassigkeit der
Zellmembran ist. Als Indikator fir die Permeabilisierung wurde der membranundurchlassige
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid verwendet, welcher lediglich aufgrund beschadigter Membranen in
das Zellinnere eindringen kann. Die interne Kalibrierung und die damit verbundene Quantifizierung der
Zellen wurde unter Zuhilfenahme von ,PeakFlow orange flow cytometry reference beads”
durchgefiihrt. Samtliche Analysen wurden an einem Durchflusszytometer durchgefihrt, welches mit
einem Argonlaser und den entsprechenden Fluoreszenzfiltern fir SYBR Green | (525 nm BP) und
Propidiumiodid (620 nm BP) ausgestattet war. Samtliche Detektoren wurden auf eine logarithmische
Skalierung eingestellt und die entsprechenden Messbereiche wurden im Vorfeld durch lebende und mit
Isopropanol permeabilisierte Bakterien bzw. eukaryotische Zellen ermittelt. Fir die Detektion wurde ein
Schwellenwert flr den Detektor des Vorwartsstreulichts eingestellt, wodurch elektronische und optische
Storsignale unterbunden wurden. Um eine verlassliche Detektion von einzelnen Organismen zu
gewahrleisten wurden Durchflussraten von ungefahr 300 Ereignissen pro Sekunde verwendet, wobei bei
jeder Messung eine Gesamtzahl von 20.000 Ereignissen erfasst wurde. Vor der eigentlichen Vermessung
der biologischen Proben wurden die beiden Fluoreszenzfarbstoffe, sowie die Kalibrierpartikel mit Hullfluid
gemischt, um eine Stammlésung zu erzeugen. Durch die Kombination von 450 pl Stammlésung mit 50
der jeweiligen Probe wurden finale Konzentrationen von 10 mM Propidiumiodid, 2 x SYBR Green | und
1,2 x 10° Partikel/ml realisiert. Im Anschluss daran wurden die Proben unter Lichtausschluss fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert und danach vermessen. Die entsprechende Anzahl der einzelnen Ereignisse in
jedem Messbereich wurde erfasst und unter Verwendung der cytometereigenen Software CXP Analysis
2.2 ausgewertet. AbschlieBend wurden, die absoluten Konzentration lebender und toter Organismen,
sowie deren Gesamtzahl errechnet, wobei die Kalibrierpartikel als interne Referenz verwendet wurden.
Samtliche Events, welche nicht eindeutig als lebende oder tote Organismen identifiziert werden konnten,

wurden als unbekannte Ereignisse zusammengefasst.
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3.2.4 Minimale inhibitorische Konzentration (MIC)

Die minimale inhibitiorische Konzentration (MIC) von ungebundenen, I6slichen antimikrobiellen Peptiden
wurde gegenlber E. coli DH5a und S. xylosus ermittelt. Hierbei wurde eine Verdlinnungsreihe des
jeweiligen antimikrobiellen Peptids in einem MikrolitermaBstab verwendet, wobei die Vorgaben des CLSI
[254] und der EUCAST [255] beachtet wurden. Es wurden lediglich kleine Anpassung hinsichtlich der
Verwendung von kleinen kationischen Peptiden vorgenommen [256]. Samtliche Arbeitsschritte wurden
unter sterilen Bedingungen durchgeflihrt. Von den antimikrobiellen Peptiden wurde eine logarithmische
Konzentrationsreihe mittels 1:2 Verdinnungen in MHB Medium hergestellt. Im Anschluss daran wurden
die Verdiinnungen mit zuvor kultivierten Bakterien (3.2.1) gemischt, wodurch finale Konzentrationen von
0,25 uM bis 64 pM Peptid in Kombination mit jeweils 5 x 10* Bakterien/ml entstanden. Jeweils 200
dieser Mischung wurden in Polypropylen Mikrotiterplatten Uberfihrt und fir 16 h bei 37 °C unter
leichtem Schitteln in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. Steriles MHB Medium wurde als
Negativkontrolle verwendet, wohingegen Bakterien ohne antimikrobielles Peptid als Positivkontrolle
verwendet wurden. Die geringste Konzentration, bei welcher kein bakterielles Wachstum nachweisbar

war, wurde als MIC bestimmt.

3.2.5 Membran-permeabilisierende Eigenschaften von antimikrobiellen

Peptiden

Die Membran-permeabilisierenden Eigenschaften von ungebundenen, 16slichen antimikrobiellen Peptiden
wurden gegenlber E. coli DH5a und S. xylosus ermittelt. Hierfir wurden die Bakterien kultiviert (3.2.1)
und mittels Durchflusszytometrie (3.2.3) quantifiziert sowie hinsichtlich der Permeabilitat charakterisiert.
Fir samtliche Versuche wurden ausschlieBlich Bakterien mit intakten Membranen verwendet. Die
antimikrobiellen Peptide wurden logarithmisch in MHB Medium verdinnt und im Anschluss daran mit
Bakterien gemischt, wodurch finale Konzentrationen von 0,25 uM bis 64 uM Peptid in Kombination mit
einer Bakterienkonzentration von 1 x 10® Bakterien/ml entstanden. Flr die Analyse der artifiziellen
antimikrobiellen Peptide wurden anstelle einer Peptidverdinnungsreihe die drei Konzentrationen 5, 25
und 50 pM verwendet. Daran anschlieBend wurden samtliche Proben fir 2 h bei Raumtemperatur und
unter leichtem Schtteln inkubiert. AbschlieBend wurden samtliche Proben mittels Durchflusszytometrie
(3.2.3) vermessen und die geringste gemessene Peptidkonzentration, bei welcher eine Reduktion von

mindestens 80 % der Bakterien mit intakten Membranen nachweisbar war, ermittelt.
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3.2.6 Zytotoxische Eigenschaften von gelosten antimikrobiellen Peptiden

Die zytotoxischen Eigenschaften der in Losung befindlichen antimikrobiellen Peptide wurden gegentber
der histiozytaren Lymphom-Zelllinie  U-937 untersucht. Die Messungen wurden mittels
Durchflusszytometrie und einem Zytotoxizitats-Assay durchgefihrt. Fir die durchflusszytometrischen
Messungen wurden U-937 Zellen kultiviert (3.2.2) und die zytotoxischen Eigenschaften in Analogie zu den
Membran-permeabilisierenden  Eigenschaften  gegenliber  Bakterien  analysiert  (3.2.5). Die
Membran-permeabilisierenden Eigenschaften der antimikrobiellen Peptide wurden darlber hinaus auch
mit einem Zytotoxizitats-Assay analysiert, wodurch neben den permeabilisierenden Eigenschaften auch die
Inhibierung des Wachstums Uber einen Inkubationszeitraum von 4 Tagen erfasst werden konnte. Hierflr
wurden die Zellen kultiviert (3.2.2) und im Anschluss daran durch dreimaliges Zentrifugieren bei 100 x g
fur jeweils 5 min und anschlieBender Resuspension in RPMI-Medium von eventuell verbliebenen
Antibiotikartckstanden gereinigt. AbschlieBend wurden 100 pl Zellen mit 100 pl antimikrobiellem Peptid
in einer Polypropylen Mikrotiterplatte gemischt, wodurch Konzentrationen von 5 x 10* Zellen/ml in
Kombination mit 0,25 pM bis 64 pM Peptid realisiert wurden. Proben ohne antimikrobielles Peptid
wurden als Negativkontrollen verwendet, wohingegen 5 % Triton X-100 als Positivkontrolle verwendet
wurde. Die Proben wurden im Anschluss daran fir 2 h bei 37 °C und 5 % CO; in einer
Feuchtigkeitskammer inkubiert. Daran anschlieBend wurden die Proben gleichermalBen auf zwei
verschiedene Kavitdten aufgeteilt. Eine der Proben diente dazu die direkte Beschadigung der
eukaryotischen Membran zu untersuchen, wohingegen die andere Probe dazu verwendet wurde, um die
wachstumsinhibierenden Eigenschaften Uber einen Zeitraum von 4 Tagen zu untersuchen. Die direkte
Membranschadigung wurde unter Zuhilfenahme des ,CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay”
untersucht. Hierflr wurden die Proben bei 100 x g fir 10 min und 4 °C zentrifugiert und anschlieBend
50 pl des daraus resultierenden Uberstands mit 50 ul Substratmischung kombiniert. Nach einer Inkubation
von 30 min unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur wurden 50 pl Stopp-Losung hinzugegeben und die
Absorption des entstandenen Formazans bei 490 nm gemessen. Die Messdaten wurden um den Wert der
Negativkontrolle verringert und gegen die Positivkontrolle normalisiert. Im Anschluss daran wurden die
resultierenden Daten gegen die Peptidkonzentration aufgetragen und mittels der Software
OriginPro 8.1 G eine sigmoidale Ausgleichskurve, aufgrund des minimalsten Fehlerkoffezienten,
errechnet. Es wurden lediglich approximierte Kurvenverlaufe fir die Auswertung herangezogen, welche
einen angepassten Fehlerkoeffizienten von mindestens 0,92 besaBen. AbschlieBend wurden anhand der
Ausgleichskurven die Peptidkonzentrationen errechnet, bei denen eine 50 %ige Signalintensitat
nachgewiesen wurde (LDso).

Die wachstumsinhibierenden Eigenschaften der antimikrobiellen Peptide wurden anhand der Proben,
welche einer weiteren viertagigen Inkubation unterzogen wurden, analysiert. Hierflir wurden jeweils 10 pl
des Lysierungsreagenz zu den Proben gegeben und diese fir weitere 60 min inkubiert. AnschlieBend
wurden die Uberstande wie oben beschrieben analysiert und die Konzentration, bei welcher das
Wachstum der eukaryotischen Zellen vollstandig inhibiert wurde, als minimale toxische Konzentration

(MTK) bestimmt. AbschlieBend wurde der Quotient aus der LDsy und der zuvor fir das antimikrobielle
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Peptid ermittelten MIC (3.2.4) gebildet und das Ergebnis daraus als therapeutische Kennzahl (%)
klassifiziert. Kennzahlen von Peptiden, welche eine LDsy > 64 pM und gleichzeitig eine MTK von weniger

als 64 uM besaBen, wurden in Klammer gesetzt.

_ LDso (1)
MIC

3.2.7 Kinetik der inneren und duBBeren Membranpermeabilisierung von
E. coli ML-35p

Die zeitliche Permeabilisierung der duBeren und inneren Bakterienmembran wurde unter Zuhilfenahme
des Modellbakteriums E. coli ML-35p ermittelt (Anhang B.2). Hierbei beruht die Analyse auf der
zeitabhangigen Permeabilisierung der auBeren und inneren Bakterienmembran auf der Interaktion mit
antimikrobiellen Peptiden, wodurch die Katalyse der zellexternen Substrate durch die zellinternen Enzyme
ermoglicht wird [257]. Fir die Analyse der duBeren Membranpermeabilisierung wurden Bakterien
kultiviert (3.2.1) und im Anschluss daran mit Nitrocefin und antimikrobiellem Peptid kombiniert, wodurch
finale Konzentrationen von 20 pg/ml Nitrocefin, 4 pM bis 32 uM antimikrobiellem Peptid, sowie
Bakterien mit einer ODgo = 0,1 realisiert wurden. Die Proben wurden darauf folgend in einer
Mikrotiterplatte bei 500 nm in kontinuierlichen Abstanden Uber einen Zeitraum von 90 min bei leichtem
Schitteln und 37 °C unter Zuhilfenahme eines Plattenlesegerats vermessen. Die Analyse der inneren
Membranpermeabilisierung erfolgte analog dazu, wobei jedoch anstelle von Nitrocefin die enzymtische
Umsetzung von ONPG bei 420 nm und einer finalen Konzentration von 100 pg/ml detektiert wurde.
Proben ohne antimikrobielles Peptid wurden als Negativkontrollen verwendet, wohingegen Polymyxin B
bei einer finalen Konzentration von 5 pM als Positivkontrolle verwendet wurde. Der zeitliche Datenverlauf
der Proben wurde um die Werte der Negativkontrolle verringert und im Anschluss daran gegen die Werte
der Positivkontrolle normalisiert. Fir die resultierenden Datenpunkte wurde unter Verwendung der
Software OriginPro 8.1 G eine Ausgleichskurve mittels sigmoidaler Approximation errechnet, da hierbei
der minimalste Fehlerkoeffizient erzielt wurde. Fir die finale Auswertung wurden lediglich approximierte
Kurvenverlaufe verwendet, welche mindestens ein angepasstes BestimmtheitsmafB von 0,92 besaBen. Fur
eine vergleichende quantitative Analyse der zeitabhangigen Membranpermeabilisierung wurde fur alle
antimikrobiellen Peptide der Zeitpunkt berechnet, bei welchem eine 50 %ige Signalintensitat erreicht

wurde.
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3.2.8 Behandlung von bakteriell kontaminierten Zellkulturen

Experimente mit bakteriell kontaminierten Zellkulturen wurden durchgefiihrt um die Anwendbarkeit
einzelner antimikrobieller Peptide als therapeutisch wirksame Substanzen zu analysieren. Hierflr wurden
die selektiven, Membran-permeabilisierenden Eigenschaften gegenlber S. xylosus, U-937 Zellen und
L-929 Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden Proben angefertigt, in welchen sowohl pro- als auch
eukaryotische Zellen vorlagen. S. xylosus (3.2.1), als auch die U-937 Zellen (3.2.2) wurden kultiviert, im
Anschluss daran in RPMI 1640 Medium verdinnt und mit antimikrobiellem Peptid gemischt. Es wurden
finale Konzentrationen von jeweils 1 x 10® Organismen/ml, sowie 25 UM oder 50 pM antimikrobielles
Peptid verwendet. Die Mischungen wurden im Anschluss daran fir 2 h bei 37 °C und 5% CO, inkubiert
und in Analogie zu den Membran-permeabilisierenden Eigenschaften der Bakterien mittels
Durchflusszytometrie (3.2.3) vermessen.

Alternativ dazu wurden die qualitativen Membran-permeabilisierenden Eigenschaften der antimikrobiellen
Peptide gegenlber den adharenten L-929 Zellen und gelésten U-937 analysiert. Hierflr wurden diese
zunachst kultiviert (3.2.1, 3.2.2) und anschlieBend mit S. xylosus in DMEM-Medium gemischt, welchem
Propidiumiodid in einer Konzentration von 10 mM zugegeben wurde. Nach einer Inkubation von 60 min
wurde den Kulturen antimikrobielles Peptid zugesetzt, wodurch finale Konzentrationen von 25 bzw.
50 uM realisiert wurden. AnschlieBend wurden die Kulturen fir 6 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert,
wobei in kontinuierlichen Abstanden die Membranpermeabilitaten der Bakterien, sowie der L-929 Zellen

mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen untersucht wurden.

3.3 Antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen

3.3.1 Kovalente Peptidimmobilisierung

Verschiedene kovalente Immobilisierungsstrategien wurden verwendet um Peptid-basierte Oberflachen
mit antimikrobiellen Eigenschaften zu generieren. Hierbei wurden ausschlieBlich ungerichtete
Immobilisierungen  durchgefihrt, bei welchen die in den Peptiden natlrlich vorkommenden
Aminogruppen der Lysinseitenketten oder des N-Terminus verwendet wurden. Fir die Immobilisierungen
wurden plane Glasoberflichen verwendet, welche mittels Silanisierung aktiviert wurden und deren
funktionelle Gruppen durch weiterfiihrende Derivatisierungen generiert wurden. Verwendet wurden
Epoxy-, NHS-, PDITC- und Aldehyd-Modifikationen, welche sich alle durch ihre Reaktivitat gegendber

Aminen auszeichnen [258].
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3.3.1.1 Silanisierung, Derivatisierung und Aktivierung von Glasobjekttragern

Die Silanisierung stellt eine Kondensationsreaktion zwischen den funktionellen Hydroxylgruppen auf der
Glasoberflache und den hydrolysierbaren Alkoxygruppen der verwendeten Organosilane dar. Als
Organosilane wurden APTES, welches Uber eine terminale Aminogruppe verfigt, und GOPTS, dessen
terminale funktionelle Gruppe einen Epoxid-Ring darstellt, verwendet.

FUr die Silanisierung der Glasobjekttrager mit GOPTS, wurden diese fir 1 h in einer 10 M NaOH-Lésung
inkubiert und im Anschluss daran mit deion. Wasser und wasserfreiem Toluol gesdubert. Darauf folgend
wurden die Glasobjekttrager fir 4 h in einer 10 mM GOPTS-Lésung in wasserfreiem Toluol bei 70 °C und
leichtem Schutteln inkubiert. AbschlieBend wurden die Oberflachen jeweils 20 min in Toluol, Ethanol und
Wasser  gewaschen, um verbliebene und unreagierte Silanrickstiande zu entfernen. Verbliebene
FlUssigkeitsreste wurden mittels Zentrifugation und einem Stickstoffstrom entfernt und die Oberflachen
unter Sauerstoff- und Wasserausschluss gelagert. Die Oberflachen wurden ohne weitere Modifikationen
flr die Immobilisierung von Peptiden mittels nukleophiler Addition an das auf der Oberflache befindliche
Epoxid eingesetzt (3.3.1.2).

Die Silanisierung der Oberflachen mit APTES wurde in einem wassrigen Milieu durchgeflihrt. Hierfr
wurden die Oberflachen zunachst fir 1 h in einer 10 M NaOH-Losung inkubiert und im Anschluss daran
mit Wasser gesaubert. Darauf folgend wurden die Oberflachen fir 1 h in einer 10 %igen APTES-LOosung
pH 3,1 unter stetigem Schitteln bei 80 °C inkubiert. AbschlieBend wurden verbliebene Silanreste durch
kurzes Waschen mit Wasser entfernt und die Oberflachen in einem Trockenschrank bei 115 °C fir 1 h
getrocknet. Im Anschluss daran wurden die entstandenen Amin-modifizierten Oberflachen mit
Bersteinsdureanhydrid derivatisiert, um terminale Carboxygruppen zu generieren. Hierfir wurden die
Oberflachen durch zweimaliges Waschen mit Bicarbonat-Puffer aquilibriert. Darauf folgend wurde festes
Bernsteinsaureanhydrid hinzugegeben, bis eine annahernd gesattigte Losung entstand, welche fir 30 min
bei Raumtemperatur auf den Oberflachen inkubiert wurde. Um eine mdglichst vollstdndige Derivatisierung
zu gewahrleisten, wurde dieser Vorgang finfmal wiederholt und im Anschluss daran die Oberflachen
grindlich mit deion. Wasser gewaschen. AbschlieBend wurden verbliebene Flissigkeitsriickstande mittels
Zentrifugation und einem Stickstoffstrom entfernt und die Oberflichen unter Sauerstoff und Wasser
Ausschluss gelagert. Fur die Aktivierung wurden die Oberflachen in einem MES-Puffer dquilibriert und im
Anschluss daran in einer EDC/NHS-Losung (jeweils 50 mg/ml in MES-Puffer) fir 60 min bei
Raumtemperatur und leichtem Schitteln inkubiert.  AnschlieBend wurden die Oberflachen mittels
zweimaligem Waschen mit MES-Puffer von verbliebenen Reaktionskomponenten gesaubert und samtliche
FlUssigkeiten entfernt. Darauffolgend wurden die mit EDC/NHS aktivierten Oberflachen fir die kovalente

Immobilisierung von Peptiden, unter Ausbildung einer Amidbindung eingesetzt (3.3.1.2).
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3.3.1.2 Immobilisierung von Peptiden an reaktiven Oberflachen

Fur die kovalente Immobilisierung von antimikrobiellen Peptiden wurden die zuvor aktivierten
Glasobjekttrager (3.3.1.1) verwendet. Ferner wurden kommerziell verfligbare reaktive Oberflachen
verwendet, welche Uber identische chemische Eigenschaften verfligten. Die Oberflachen wurden mit
einem Aufbau versehen, welcher die Separation in 16 individuelle Kammern gewahrleistete und somit die
Handhabung verschiedener flissiger Proben auf einer Oberflache ermdglichte. AnschlieBend wurden die
Peptide in PBS-Puffer auf eine Ausgangskonzentration von 140 uM verdlnnt und jeweils 70 pl zu den
aktivierten Oberflachen gegeben. Bei einigen Experimenten wurden zuvor Peptidverdinnungen in
PBS-Puffer angefertigt und von diesen verringerten Konzentrationen ebenfalls 70 ul zu den aktivierten
Oberflachen gegeben. Als Positivkontrolle wurden die beiden Antibiotika Polymyxin B und Ampicillin
verwendet. Als Negativkontrollen wurden verschiedene Oberflachen verwendet, welche identisch zu den
mit Peptid modifizierten Oberflaichen behandelt wurden. Zum Einen wurden Oberflachen verwendet,
welche nicht mittels Silanisierung chemisch aktiviert wurden und somit lediglich die auf der Oberflache
befindlichen Hydroxylgruppen besaBen. Darlber hinaus wurden als Negativkontrollen Oberflachen
verwendet, auf welchen kein antimikrobielles Peptid immobilisiert wurde, und diese somit ihre
chemischen Funktionalisierungen behielten. Ferner wurden chemisch inaktivierte Oberflachen als
Negativkontrollen verwendet. Hierfir wurden diese entweder mit einem 1 mM TRIS-Puffer oder eines
BSA/TRIS-Puffers inaktiviert. Samtliche Oberflachen wurden in einer Feuchtigkeitskammer bei 4 °C fir
16 h inkubiert und im Anschluss daran nicht immobilisierte Peptide durch achtmaliges Waschen mit
jeweils 200 pl PBS-Puffer entfernt.

3.3.1.3 Antimikrobielle Oberflacheneigenschaften

Die antimikrobiellen Eigenschaften der generierten Peptid-basierten Oberflachenbeschichtungen wurden
durch den direkten Kontakt mit E. coli Dh5a verifiziert. Sdmtliche Arbeitsschritte wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt. Die Bakterien wurden Uber Nacht kultiviert (3.2.1) und im Anschluss daran
mittels  Durchflusszytometrie  (3.2.3) analysiert und nachfolgend eine Konzentration von
2 x 108 Bakterien/ml in MHB-Medium hergestellt. Um wahrend der Experimente ein Abldsen von
antimikrobiellen Peptiden aufgrund unstabiler chemischer Bindungen oder einer adhasiven Anlagerung
des Peptids ausschlieBen zu koénnen, wurde ein Kontrollexperiment durchgefihrt. Hierfir wurden die
zuvor mit antimikrobiellem Peptid modifizierten Oberflachen (3.3.1.2, 3.3.2.4) verwendet, wobei ebenfalls
unbehandelte oder inaktivierte Oberflachenbeschichtungen als Negativkontrollen verwendet wurden.
Durch zweimaliges Waschen mit jeweils 200 pl MHB-Medium bei Raumtemperatur und leichtem
Schitteln fur 30 min wurden die Oberflachen zunachst aquilibriert. Im Anschluss daran wurden die
Flissigkeitstberstande entfernt, jede Oberflache mit 70 pyl MHB Uberschichtet und diese daraufhin fir 2 h
bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. Darauf folgend
wurden die Uberstande entfernt und zu gleichen Mengen mit Bakterien in einem separaten

ReaktionsgefaB gemischt, wodurch eine finale Bakterienkonzentration von 1 x 108 Bakterien/ml entstand.
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Antimikrobielle Eigenschaften, welche in diesen Proben nachweisbar waren, wurden auf Peptide
zurlckgefihrt, welche sich im Laufe der zweistiindigen Inkubation von der Oberflache geldst hatten. Fir
die Ermittlung der antimikrobiellen Eigenschaften der kovalenten Oberflachenbeschichtung, wurden die
zuvor aquilibrierten Oberflachen mit 70 pl einer frischen Bakterienkultur Gberschichtet, welche ebenfalls
eine Konzentration von 1 x 10° Bakterien/ml besal3. Samtliche Proben wurden daraufhin fir 2 h bei
Raumtemperatur unter leichtem Schatteln in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die antimikrobiellen  Eigenschaften evaluiert, indem samtliche Bakterien mittels
Durchflusszytometrie (3.2.3) auf lhre Membranschadigung untersucht wurden. Obendrein wurden die
Bakterienproben logarithmisch verdiinnt und die Verdinnungsfaktoren von 10? bis 10° als Dreifachansatz
auf MHB-Agarplatten ausplattiert und nach einer Inkubation von wenigstens 16 h bei 37 °C die Kolonie
bildenden Einheiten ermittelt. Proben, welche bei der geringsten Verdiinnung zu wenig Kolonien fir eine

aussagekraftige Auswertung aufwiesen, wurden mit < 1 x 10% Bakterien/ml klassifiziert.

3.3.1.4 Zytotoxische Oberflacheneigenschaften

Die zytotoxischen Eigenschaften der Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen
wurden durch den direkten Kontakt mit der histiozytare Lymphom-Zelllinie U-937 untersucht. Samtliche
Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die eukaryotischen Zellen wurden
kultiviert (3.2.2) und die zytotoxischen Eigenschaften in Analogie zu den antimikrobiellen Eigenschaften
ermittelt (3.3.1.3). Zusatzlich wurden Experimente mit gemischten Kulturen von E. coli und U-937 Zellen
durchgeflhrt. Hierflr wurden beide Organismen miteinander gemischt, wodurch jeweils Konzentrationen
von 1 x 108 Organismen/ml entstanden, welche daraufhin analog zu den antimikrobiellen Eigenschaften

analysiert wurden (3.3.1.3).

3.3.2 Polymernetzwerke und kontinuierliche Wirkstofffreisetzung

Oberflachenbeschichtungen, bei welchen die antimikrobiell wirksame Substanz kontinuierlich von der
Oberflache in das umgebende Medium abgegeben wird, sind eine aussichtsreiche Methode, um
bakterielle Kontaminationen bereits in oberflachennaher Umgebung zu inhibieren. Des Weiteren
ermoglichen sie den Einsatz von biologisch kompatiblen antimikrobiellen Peptiden, welche im kovalent
immobilisierten Zustand keine Aktivitaten besitzen. Zu diesem Zweck wurden Polymeroberflachen
generiert, welche die elektrostatische Anlagerung von kationischen antimikrobiellen Peptiden
ermoglichen. Weiterhin wurden diese Polymernetzwerke ebenso entwickelt, um eine vielseitig einsetzbare

Oberflachenbeschichtung fir die kovalente Immobilisierung von antimikrobiellen Peptiden zu realisieren.
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3.3.2.1 Sukzessive Modifikation von Poly-a-L-Lysin

Poly-a-L-Lysin (PLL) ist ein Homopolymer, welches aus der proteinogenen Aminosaure Lysin aufgebaut ist,
und demzufolge eine sehr hohe Dichte an positiven Ladungen besitzt. Bei der Polymerisation entstehen
Amidverbindungen zwischen den a-Carboxygruppen und den o-Aminen der einzelnen Lysine. Somit
kénnen Polymere entstehen, welche Molekulargewichte von wenigen Dalton bis hin zu mehreren
Kilodalton besitzen. PLL-Molekdle sind wasserloslich und biologisch abbaubar und zeichnen sich Gberdies
durch ihre biologisch kompatiblen Eigenschaften aus [259]. Sie werden haufig in der Zellbiologie dazu
verwendet um Oberflachen von ZellkulturgefdBen zu beschichten, um somit die Adhasion von
eukaryotischen Zellen zu ermoglichen.

Fir die Konstruktion von polymeren Oberflachenbeschichtungen, welche fir die elektrostatische
Adsorption von kationischen antimikrobiellen Peptiden in Kombination mit einer sukzessiven Freisetzung
in das umgebende Medium geeignet sind, wurden unterschiedliche Konstrukte auf der Oberflache
generiert. Hierflr wurde Poly-a-L-Lysin verwendet, dessen Komplexitat und elektrostatische Eigenschaften
durch sukzessive chemische Modifikationen variiert wurden. Um maoglichst stabile Oberflachen mit einer
hohen Ladungsdichte zu erreichen wurden lediglich hoch molekulare Substanzen mit Molekulargewichten
>300 kDa verwendet. Als feste Oberflache wurden Glasobjekttrager verwendet. Die Oberflachen wurden
mit einem Aufbau versehen, welcher die Separation in 16 individuelle Kammern gewahrleistete und somit
die Handhabung verschiedener flissiger Proben auf einer Oberflache ermdglichte. Im Anschluss daran
wurden die Oberflachen mehrmals mit PBS-Puffer aquilibriert und darauf folgend mit 100 pl einer
0,5 %igen PLL-Losung in PBS-Puffer fir 2 h bei Raumtemperatur und ohne Schitteln inkubiert. Danach
wurde Uberschissiges PLL durch flanfmaliges Waschen mit jeweils 200 pl PBS-Puffer entfernt.
Nachfolgend wurden die Aminogruppen des adsorptiv. gebundenen PLLs mittels chemischer
Derivatisierung in Carboxygruppen Gberfihrt. Hierflr wurden die mit PLL beschichteten Oberflachen mit
200 pl Bicarbonat-Puffer inkubiert, um die Amine der Seitenketten zu deprotonieren. AnschlieBend wurde
jede Oberflache mit 200 pl einer gesattigten Bernsteinsaureanhydrid-Lésung in Bicarbonat-Puffer fur
20 min  bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln inkubiert. Darauf folgend wurde der
Flissigkeitsiberstand entfernt und der Prozess dreimal wiederholt. AnschlieBend wurden verbliebene
Chemikalienrlickstande durch viermaliges Waschen mit jeweils 200 pl Bicarbonat-Puffer entfernt und
abschlieBend die Oberflachen durch dreimaliges inkubieren mit jeweils 200 ul MES-Puffer fir 5 min bei
Raumtemperatur aquilibriert. AnschlieBend wurden die auf der Oberflache befindlichen Carboxygruppen
chemisch aktiviert, wozu die Oberflachen mit 100 pl einer frischen EDC/NHS-L6sung (jeweils 50 mg/ml in
MES-Puffer) fir 45 min bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln inkubiert wurden. Nachfolgend
wurden die Inkubationsiberstande entfernt, die Oberflachen zlgig mit 200 pl PBS-Puffer dquilibriert und
abschlieBend erneut zweimal mit jeweils 100 pl einer 0,5 %igen PLL-Losung in PBS-Puffer fur jeweils
45 min bei Raumtemperatur und kontinuierlichem Schitteln inkubiert. AbschlieBend wurden die
Oberflachen durch viermaliges Waschen mit 200 pl PBS-Puffer von verbliebenen Reaktionsriickstanden
gesaubert und eventuell verbliebene chemisch aktivierte Carboxygruppen durch die viermalige Inkubation

in jeweils 200 pl Bicarbonat-Puffer deaktiviert. Diese gesamten chemischen Derivatisierungen wurden je
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nach Anzahl der kovalent aneinander gebundenen PLL-Molekile wiederholt und somit wurden polymere
Oberflachennetzwerke generiert, welche Uber 1 bis 4 kovalent aneinander gebundene PLL-Schichten
verflgten. Darlber hinaus wurden Oberflachen erzeugt, bei welchen die finale Schicht entweder aus PLL

bestand oder aber deren Lysinseitenketten mittels Bernsteinsaureanhydrid carboxyliert wurden.

3.3.2.2 Kollagen-Modifikation

Kollagen ist ein naturlich vorkommendes Strukturprotein welches ein hauptsachlicher Bestandteil des
Bindegewebes von vielzelligen Organismen ist. Kollagen setzt sich aus drei individuellen Peptidketten
zusammen, welche jeweils eine Lange von bis zu 3000 Aminosauren besitzen konnen und als
linksgangige Helices vorliegen. Kollagenfasern besitzen ein weites Anwendungsgebiet, welches neben
lebensmitteltechnische auch pharmazeutische Applikationen beinhaltet. Neben seinen strukturellen
Eigenschaften zeichnet es sich insbesondere durch seine biologische Kompatibilitat aus, weshalb es bei
vielen medizinischen Prozessen und Produkten von entscheidender Bedeutung ist und unter anderem
auch als extrazellulare Matrix in der Wundversorgung eingesetzt wird. Aufgrund der Tatsache, dass offene
Wunden ein betrachtliches Infektionsrisiko darstellen, sind antimikrobielle MaBnahmen speziell bei der
Wundversorgung essenziell. Aus diesem Grund wurden antimikrobielle Peptide dazu verwendet, um
Kollagen-basierte Wundauflagen mit desinfizierenden Eigenschaften zu generieren. Da die direkte
Interaktion der Wundauflage mit dem umgebenden Gewebe, aufgrund von rdumlichen Trennungen nicht
immer gegeben ist, wurden Kollagen-Modifikationen durchgefiihrt, welche eine kontinuierliche
Freisetzung des antimikrobiellen Peptids ermdéglichen. Hierfir wurde in Analogie zu der Modifikation von
planen Glasoberflachen (3.3.2.1) carboxylierte PLL-Netzwerke verwendet, um das antimikrobielle Peptid
mittels elektrostatischer Interaktion innerhalb der Kollagenmatrix zu deponieren. Diese wurden kovalent
an den in Kollagen natirlich vorkommenden kationischen und anionischen Aminosauren immobilisiert.
Zunachst wurden die Kollagen-basierten sterilen Wundauflagen zerteilt und Stiicke identischer GroBe und
Gewichts in Polypropylen Mikrotiterplatten Uberfiihrt und anschlieBend in Bicarbonat-Puffer aquilibriert.
Darauf folgend wurden die in Kollagen enthaltenen Lysine mittels Zugabe einer gesattigten
Bernsteinsaureanhydrid-Losung fir 20 min bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln carboxyliert. Die
verbliebenen Reaktionskomponenten wurden entfernt und das PLL Netzwerk an der Kollagenoberflache

mittels sukzessiver Modifikation aufgebaut (3.3.2.1).
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3.3.2.3 Antimikrobielle Eigenschaften und Wirkstofffreisetzung

Die zuvor generierten Polymernetzwerke (3.3.2.1, 3.3.2.2) wurden dazu verwendet, um antimikrobielle
Peptide mittels elektrostatischer Interkation auf den Oberflachen zu deponieren. Zu diesem Zweck wurde
das antimikrobielle Peptid Protamin in einer Konzentration von 120 uM in PBS-Puffer verdinnt und
anschlieBend jeweils 200 pl fir 24 h auf den PLL-modifizierten Oberflachen inkubiert. Als Negativkontrolle
wurden Oberflachen verwendet, welche Uber identische Modifikationen verflugten, aber nicht mit
antimikrobiellem Peptid inkubiert wurden. An die Beladung mit Protamin anschlieBend, wurde das
Elutionsverhalten des antimikrobiellen Peptids von den Oberflachen analysiert. Daflr wurden die
Oberflachen zunachst durch dreimaliges Waschen mit jeweils 300 pl PBS-Puffer von Protaminriickstanden
gesaubert und anschlieBend mit 200 pyl MHB-Medium Uberschichtet. Die Oberflachen wurden fir 10 min
unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 190 pl des Uberstands entfernt,
welcher in sterile Kavitaten einer Mikrotiterplatte (PP) transferiert wurde. Die verbliebenen 10 pl wurden
qualitativ entfernt und die Oberflachen erneut mit 200 pyl MHB-Medium Uberschichtet. Insgesamt wurden
14 Wiederholungen dieses Vorgangs durchgefihrt.

Zur qualitativen Evaluierung der in den Uberstdanden enthaltenen Protaminkonzentrationen, wurden diese
auf ihre antimikrobiellen Eigenschaften gegendber S. xylosus untersucht. Zu diesem Zweck wurde das
Bakterium kultiviert (3.2.1) und anschlieBend die Inkubationsiberstande mit jeweils 10 pl einer
Bakteriensuspension inokuliert, wodurch finale Konzentrationen von 5 x 10* Bakterien/ml entstanden. Als
Sterilitatskontrolle wurde frisches MHB-Medium verwendet, wohingegen frisches MHB-Medium mit
Bakterien aber ohne antimikrobielles Peptid als Wachstumskontrolle verwendet wurde. Als antimikrobielle
Wirkstoffkontrolle wurde eine logarithmische Konzentrationsreihe von Protamin in Analogie zu den MIC
Tests verwendet (3.2.4). Samtliche Proben wurden anschlieBend fir 16 h bei 37 °C unter leichtem
Schitteln in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert und danach das bakterielle Wachstum qualitativ mittels
photometrischer Messungen evaluiert. Fir die vergleichende Auswertung wurde der Median der letzten
Waschfraktionen errechnet, bei welchen das bakterielle Wachstum vollstandig inhibiert wurde.

Fir die Regeneration der verwendeten Oberflachen wurden diese mehrmals mit deion. Wasser und
PBS-Puffer Uiber mehrere Tage inkubiert, um samtliche Riickstande von antimikrobiellen Peptiden aus den
Polymernetzwerken zu entfernen. Dies wurde wie oben beschrieben qualitativ anhand der
antimikrobiellen Eigenschaften der Inkubationstberstande verifiziert. Nachdem samtliches antimikrobielles
Peptid von den Oberflachen entfernt wurde, wurden diese erneut mit Protamin beladen und der gesamte
Vorgang wiederholt, um die Moglichkeit einer Wiederverwendung zu untersuchen.

Alternativ dazu wurde der Einfluss des direkten Kontakts zwischen Bakterien und den Polymernetzwerken
untersucht. Die modifizierten und mit Peptid beladenen Oberflaichen wurden ebenfalls mehrmals mit
MHB-Medium inkubiert. Nach jeweils unterschiedlichen Waschfraktionen wurden die Oberflachen mit
200 pl einer Bakteriensuspension, welche eine Konzentration von 5 x 10* Bakterien/ml besal,

Uberschichtet und identisch zu den anderen Proben inkubiert und analysiert.
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3.3.2.4 Antimikrobielle = und  zytotoxische Eigenschaften  von in

Polymernetzwerken kovalent immobilisierten Peptiden

Neben der kontinuierlichen Wirkstofffreisetzung, wurden die zuvor generierten Polymernetzwerke
(3.3.2.1) dazu verwendet, um als Tragermolekdle firr kovalent immobilisierte antimikrobielle Peptide zu
fungieren. Zu diesem Zweck wurden die carboxylierten PLL-Netzwerke durch viermaliges Waschen in
200 pl MES-Puffer bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln aquilibriert. Im Anschluss daran wurden
die in dem Netzwerk enthaltenen Carboxygruppen durch die Zugabe einer EDC/NHS-Losung (jeweils
50 mg/ml in MES-Puffer) fir 60 min bei Raumtemperatur und leichtem Schitteln aktiviert. AnschlieBend
wurden die Oberflachen mittels zweimaligen Waschens mit MES-Puffer von verbliebenen
Reaktionskomponenten gesaubert und verbliebene Flissigkeiten entfernt. Darauffolgend wurden die mit
EDC/NHS aktivierten Oberflachen fir die kovalente Immobilisierung von Peptiden unter Ausbildung einer
Amidbindung eingesetzt (3.3.1.2). AbschlieBend wurden die antimikrobiellen (3.3.1.3) und zytotoxischen

(3.3.1.4) Eigenschaften der antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen analysiert.

3.3.3 Relative Quantifizierung von Aminen an der Oberfliche mittels

Epicocconone

Die relative Quantifizierung von an der Oberflache befindlichen Aminen wurde dazu verwendet, um
indirekt die Menge von kovalent immobilisierten kationischen antimikrobiellen Peptide zu ermitteln
(3.3.1.2, 3.3.2.4). Darlber hinaus wurde diese Methode auch dazu verwendete um die sukzessive
Modifikation der PLL-Netzwerke (3.3.2.1) zu analysieren. Die relative Quantifizierung beruht auf der
selektiven Reaktion des Fluoreszenzfarbstoffs Epicocconone mit freien Aminen. Hierbei entsteht eine
kovalente Verbindung zwischen Epicocconone und den freien Aminen, wodurch sich der
Konjugationszustand des Elektronensystems andert und als Folge dessen eine Fluoreszenz induziert wird
(Anhang B.3). In Abwesenheit von freien Aminen besitzt der Farbstoff keine natlrlich auftretende
Fluoreszenz, wodurch unspezifische Hintergrundsignale signifikant minimiert werden kénnen [260]. Fir
die relative Quantifizierung von an der Oberflache vorhandenen Aminen wurden diese Oberflachen in
einer Hybridisierungsstation unter kontinuierlichem Volumenstrom mit PBS-Puffer bei Raumtemperatur
aquilibriert. AnschlieBend wurde Epicocconone entsprechend den Herstellerangaben verdlinnt und unter
Verwendung eines kontinuierlichen, periodisch wechselnden Volumenstroms auf den modifizierten
Oberflachen fir 1 h bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss inkubiert. AbschlieBend wurden die
Oberflachen fir 15 min mit deion. Wasser gesdubert und verbliebene Flissigkeitsreste mittels
Zentrifugation und einem Stickstoffstrom entfernt. Die relativen Fluoreszenzen wurden mittels
Mikroarray-Scanner analysiert. Hierflr wurde eine Anregungswellenldnge von 488 nm und ein zu dem
Fluorophor passender Bandpassfilter bei 575 nm verwendet. Die Oberflichen wurden mit 50%
Laserintensitat und einer PMT Verstarkung von 500 bei einer Auflésung von 10 uM vermessen und die

mittlere Fluoreszenzintensitdt unter Verwendung der Software GenePix Pro 6.1 ermittelt. Die
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Fluoreszenzen wurden anschlieBend gegen eine Referenzprobe normalisiert. Darauf folgend wurden die
resultierenden Daten gegen die Peptidkonzentration bei der Immobilisierung aufgetragen und unter

Verwendung der Software OriginPro 8.1 G eine asymptotische Ausgleichskurve errechnet.

3.3.4 Quantifizierung von immobilisiertem und fluoreszenzmarkiertem
BMAP-27

Zur Kontrolle der Immobilisierungseffizienz und der relativen Menge an immobilisiertem BMAP-27 auf
festen Oberflachen, aufgrund kovalenter Immobilisierung, wurde ein fluoreszenzmarkiertes Peptidderivat
verwendet. Dieses besaB ein zusatzliches C-terminales Cystein, dessen Seitenkette mit dem Fluorophor
Alexa 647 modifiziert wurde. Der quantitative Nachweis der immobilisierten Peptide, wurden in Analogie
zu der Quantifizierung von Aminen (3.3.3) durchgeflhrt, wobei jedoch kein zusatzlicher
Fluoreszenzfarbstoff verwendet wurde und die zu dem verwendeten Fluorophor Alexa 647
korrespondierende Anregungswellenlange von 635 nm und der dazu korrespondierende Bandpassfilter

bei 675 nm verwendet wurde.

3.3.5 Relative Quantifizierung von Argininen an der Oberflache mittels

9,10-Phenanthrenequinone

Unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs 9,10-Phenanthrenequinone (PHQ) wurden die auf der
Oberflache vorhandenen Arginine quantifiziert und somit indirekt die Menge der immobilisierten
antimikrobiellen Peptide ermittelt, welche diese Aminosaure in ihrer Peptidsequenz enthielten. Die
chemische Reaktion beruht auf einer Kondensationsreaktion zwischen PHQ und der in Arginin
enthaltenen Guanidingruppe, wodurch in einer alkalischen Ethanol-Losung das fluoreszierende
Reaktionsprodukt 2-amino-1H-phenanthro-(9,10-d)-imidazol entsteht (Anhang B.4), welches in die
umgebende Lésung abgegeben wird und somit im Inkubationsiberstand detektiert werden kann [261,
262]. Fir den quantitativen Nachweis der immobilisierten Peptide, wurden die zuvor modifizierten
Oberflachen (3.3.1.2, 3.3.2.4) mit 75 pl einer 68 pM PHQ-Lésung in 70 % Ethanol, welche mit
0,2 M NaOH versetzt war, fir 2 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Im Anschluss daran
wurden die Proben mit einem identischen Volumen einer 1,2 M HCL-Losung versetzt und nach einer
kurzen Inkubation die Reaktionstberstdnde von den Oberflachen entfernt und in eine schwarze
Mikrotiterplatte transferiert. Die Fluoreszenz wurde mit einem Mikrotiterplattenlesegerdt bei einer
Anregungswellenlange von 280 nm und einer Emissionswellenlange von 405 nm analysiert. Die
Messdaten wurden um den Wert der Negativkontrolle verringert und mit den Werten einer in Lésung

befindlichen Peptidverdiinnungsreihe verglichen.
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3.3.6 Bakterielle Adhasion

Elektrostatische Interaktionen zwischen den kationischen antimikrobiellen Peptiden und den anionischen
bakteriellen Zellmembranen stellen eine zentrale Komponente bei dem Wirkmechanismus vieler
antimikrobieller Peptide dar. Um bakterielle Adhasionen, welche aufgrund elektrostatischer Interkationen
wahrend den Untersuchungen hinsichtlich der antimikrobiellen Eigenschaften sowohl von Peptid-basierten
kovalenten Oberflachenmodifikationen, als auch von PLL-basierten polymeren Netzwerken auftreten
konnten, erfassen zu kdnnen, wurden samtliche Oberflachen nach einer direkten Interaktion mit Bakterien
mikroskopisch analysiert. Hierfir wurden die Oberflachen mit jeweils 40 pl einer 2-fach konzentrierten
SYBR Green | Lésung in Kombination mit 10 mM Propidiumiodid in PBS-Puffer Uberschichtet und in einer
feuchten Kammer bei leichtem Schiitteln unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur fir 20 min inkubiert.
AbschlieBend wurden die verbliebenen Inkubationsiberstande entfernt und die Oberflachen unter
Verwendung eines Deckglases fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Es wurde eine Anregungswellenlange
von 480 nm und eine Emissionswellenldnge von 525 bzw. 620 nm verwendet, um die jeweiligen

Fluoreszenzfarbstoffe zu detektieren.
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4 Ergebnisse

4.1 Geloste antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide reprasentieren eine heterogene Klasse von Biomolekllen, welche sich durch lhre
inhdrente Fahigkeit auszeichnen antimikrobielle Eigenschaften gegendber einer Vielzahl von Bakterien
auszulben. Insbesondere ist diesbezlglich  ihr  charakteristischer ~ Wirkmechanismus  von
ausschlaggebender Bedeutung, welcher in vielen Fallen mit der dreidimensionalen Peptidstruktur in
Verbindung gebracht wird. Wahrend die bakterizide Wirkung auf einer direkten Permeabilisierung der
bakteriellen Membran, aufgrund einer Interaktion zwischen antimikrobiellen Peptiden und den
amphiphilen Regionen der Lipiddoppleschicht beruht, wird die bakteriostatische antimikrobielle Wirkung
auf die Inhibierung von essenziellen zellularen Prozessen zurlickgefihrt. Aufgrund der Tatsache, dass
antimikrobielle Peptide aufgrund ihrer Wirkweise potentielle Anwendung in der Therapie von bakteriellen
Infektionen besitzen sind auch ihre zytotoxischen Eigenschaften von Bedeutung.

Aus diesem Grund wurden verschiedene Charakterisierungen der antimikrobiellen und zytotoxischen
Eigenschaften der antimikrobiellen Peptide durchgefihrt um Rickschlisse auf deren Wirkmechanismus
und potentielle Verwendung als therapeutisches Agens zu folgern. Ferner wurden ihre biophysikalischen
Eigenschaften, sowie berechneten dreidimensionalen Konformationen mit den charakteristischen

Wirkmechanismen verglichen, um generelle Korrelationen zu identifizieren.

4.1.1 Referenz-Peptide mit antimikrobiellen Eigenschaften

Im Zuge der Charakterisierung der generierten artifiziellen Peptidbibliotheken wurden zu
Vergleichszwecken naturlich vorkommende antimikrobielle Peptide hinsichtlich ihrer antimikrobiellen und
zytotoxischen Eigenschaften, sowie ihrer permeabilisierenden Charakteristiken gegeniiber der duBeren
und inneren Membran von E. coli ML-35p analysiert. Ferner wurden bereits bekannte artifizielle Peptide
mit antimikrobiellen Eigenschaften analysiert, um deren antimikrobielle und zytotoxische Wirkung mit den
hier analysierten Peptiden zu vergleichen. Als naturlich vorkommende antimikrobielle Peptide wurden
BMAP-27, Indolicidin, Melittin und Protamin verwendet. DarUber hinaus wurden die Peptide BMAP-27
und Melittin jeweils in zwei separate Peptidsequenzen unterteilt, welche jeweils den N-terminalen, bzw.
den C-terminalen Bereich der Peptidsequenz abdeckten. Bei der Analyse der Aktivitaten konnte
beobachtet werden, dass samtliche naturlich vorkommenden Peptide eine generelle antimikrobielle
Aktivitdt gegenlber E. coli und S. xylosus aufwiesen (Tabelle 4.1). Dies resultierte in minimalen
inhibitorischen Konzentrationen zwischen 1 und 8 yM gegenuber E. coli sowie 0,5 und 32 uM gegenuber
S. xylosus. Hinsichtlich dessen zeigte das antimikrobielle Peptid BMAP-27 mit 1 und 2 uM zwei der
niedrigste MICs. Lediglich Protamin war mit 0,5 uM durch eine geringere MIC gegenuber S. xylosus
gekennzeichnet, besaB jedoch mit 8 uM eine deutlich schwachere Inhibierung des bakteriellen

Wachstums von E. coli. Neben den antimikrobiellen Eigenschaften konnten bei diesen Peptiden jedoch
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auch zytotoxische Eigenschaften ermittelt werden, welche zu einer Permeabilisierung der eukaryotischen
Zellmembran von U-937 Zellen fihrte. Bei der quantitativen Analyse der Membran-permeabilisierenden
Eigenschaften resultierten die natlrlich vorkommenden Peptide in einer 50 %ige Permeabilisierung der
Membran bei Konzentrationen von 1,4 bis >64 uM. Zu beobachten war, dass die Peptide BMAP-27 und
Melittin mit 1,4 und 1,8 pM Aktivitdten bei relativ geringen Peptidkonzentrationen besalen, wohingegen
Protamin selbst bei einer Konzentration von >64 uM keine Permeabilisierung der eukaryotischen
Membran induzierte (Abbildung 4.1 A). Alternativ zu der direkten Permeabilisierung, welche innerhalb
einer Inkubationszeit von 2 h hervorgerufen wurde, wurden auch die wachstumsinhibierenden
Eigenschaften der Peptide gegeniber den eukaryotischen Zellen Uber einen Zeitraum von 4 Tagen
untersucht. Dabei wurde erkenntlich, dass die Peptide BMAP-27 und Melittin mit 4 und 2 yM MTCs in
vergleichbaren GréBenordnungen zu ihren jeweiligen LDse-Werten aufwiesen. Das antimikrobielle Peptid
Protamin, welches innerhalb der ersten 2 h keine direkte Schadigung der Membran verursachte, fihrte
jedoch bei einer Konzentration von 16 uM zu einer vollstandigen Inhibierung des eukaryotischen
Wachstums (Abbildung 4.1 B). Im Vergleich dazu waren die zytotoxischen Eigenschaften des Peptids
Indolicidin bis zu einer Konzentration von 64 pM nicht nachweisbar, was in einem LDso-Wert und einer
MTC von >64 pM resultierte. Als Konsequenz dieser zytotoxischen Eigenschaften der natlrlich
vorkommenden antimikrobiellen Peptide ergaben die korrespondierenden, berechneten therapeutischen
Kennzahlen (3) Werte von 0,2 bis >16 fir £. coli und 0,7 bis >128 fir S. xylosus. Da bis zu einer
Konzentration von 64 pM keine zytotoxischen oder zytostatischen Eigenschaften des antimikrobiellen
Peptids Indolicidin erkennbar waren, ergaben sich daraus mit >16 und >2 die beiden hochsten
therapeutischen Kennzahlen innerhalb der Testreihe. Lediglich das antimikrobielle Peptid Protamin
verflgte mit Kennzahlen von 8 und >128 (ber gréBere Werte, welche jedoch aufgrund der ausgepragten
zytostatischen Aktivitaten separat evaluiert werden mussten.

Neben den Peptiden BMAP-27 und Melittin wurden darlber hinaus auch deren N-terminale und
C-terminale Regionen auf ihre antimikrobiellen Eigenschaften hin untersucht. In diesem Kontext wurde
erkennbar, dass der N-terminale Bereich von BMAP-27 mit 2 und 1 uM ahnliche MICs im Vergleich zu
dem Ausgangspeptid besal3, jedoch mit einem LDs,-Wert von 20 M und einer MTC von 32 puM deutlich
reduzierte zytotoxische Eigenschaften erkennen lieB, was in therapeutischen Kennzahlen von 10 und 32
resultierte. Dies stellte eine deutliche Steigerung im Vergleich zu dem Ausgangspeptid dar. Im Vergleich
dazu zeigte der C-terminale Bereich von BMAP-27 weder antimikrobielle noch zytotoxische Eigenschaften.
Analog dazu besaBen weder der N-terminale, noch der C-terminale Bereich von Melittin antimikrobielle

oder zytotoxische Eigenschaften.
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Tabelle 4.1: Biophysikalische, antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften von natiirlich vorkommenden
Referenz-Peptiden. Die Daten sind eine reprasentative Zusammenfassung aus konzentrationsabhangigen Testreihen (n=4).

peptid sequenz Eigenschaften MIC [pM] zziytt.a.otto[xulm'] TE:;:E::{I?;';E}
H [ z E. coli S. xylosus LDse MTK E. coli S. xylosus
BMAP-27 GRFKRFRKKFKKLFKKLSPVIPLLHLG 0,380 0,456 10 1 2 1,8 4,0 1,8 0,9
BMAP-27/1 GRFKRFRKKFKKLF 0,063 0,707 8 2 1 20 32 10 32
BMAP-27/2 KKLSPVIPLLHLG 0,721 0,217 2 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
Protamin MPRRRRSSSRPVRRRRRPRVSRRRRRRGGRRR -0,454 0,086 20 8 0,5 >64 16 (>8) (>128)
Indolicidin ILPWKWPWWPWRR 1,069 0,190 3 4 32 >64 >64 >16 >2
Melittin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 0,511 0,394 5 8 2 1,4 2,0 0,2 0,7
Melittin/1 GIGAVLKVLTTGL 0,706 0,517 1 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
Melittin/2 PALISWIKRKRQQ 0,315 0,278 4 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
KL-Helix LKLLKKLLKKLLKLL 0,624 0,836 6 4 2 7,0 8,0 1,8 3,5
Bac2a RLARIVVIRVAR 0,462 0,255 4 8 16 >64 >64 >8 >4
P7 RLARIVPIRVAR 0,420 0,251 4 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
Tetl127 KRWWKWWRR 0,443 0,949 5 4 4 21 32 5,3 5,3

Neben den naturlich vorkommenden antimikrobiellen Peptiden und ihren N- und C-terminalen Bereichen
wurden bereits bekannte artifizielle Peptide hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitdten untersucht. Das
Peptid KL-Helix reprasentierte hierbei ein Peptid, welches Uber eine optimierte amphipathische a-helikale
Sekundarstruktur verflgte, was anhand eines erhéhten Hydrophobizitatsmoments ersichtlich wurde.
Dieses Peptid besal3 antimikrobielle Eigenschaften bei 4 und 2 uM, sowie zytotoxische Eigenschaften mit
einem LDso-Wert von 7 uM und einer MTC von 8 pM. Basierend auf diesen Werten ergab die Berechnung
der therapeutischen Kennzahlen die Werte 1,8 und 3,5. Als weitere, bereits bekannte und untersuchte,
artifizielle Peptide wurden die Peptide Bac2a, P7 und Tet127 hinsichtlich ihres Aktivitatsspektrums
analysiert. In diesem Zusammenhang konnten bei dem Peptid P7 weder antimikrobielle noch zytotoxische
Eigenschaften nachgewiesen werden, wohingegen Bac2a und Tet127 das bakterielle Wachstum von
E. coli bei Konzentrationen von 8 bzw. 4 uM und von S. xylosus bei Konzentrationen von 16 bzw. 4 pM
vollstandig inhibierten. Wahrend bei der Analyse von Bac2a keine zytotoxischen Eigenschaften detektiert
werden konnten, resultierte eine Konzentration von 21 pM des Peptids Tet127 in einer 50 %igen
Permeabilisierung der eukaryotischen Zellmembran. Darlber hinaus wurde das Wachstum der
eukaryotischen Zellen bei einer Peptidkonzentration von 32 uM vollstandig inhibiert. Dies flihrte zu
therapeutischen Kennzahlen von >8 und >4 fir Bac2a, bzw. von 5,3 flr Tet127 gegenlber beiden

Mikroorganismen.
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Abbildung 4.1: Detaillierte Darstellung der direkten zytotoxischen und zytostatischen Aktivitdt von Referenz-Peptiden
gegeniiber U-937 Zellen. (A) Dargestellt sind die konzentrationsabhédngigen, direkten zytotoxischen Eigenschaften von drei
ausgewahlten Referenz-Peptiden gegentiber U-937 Zellen, deren Zellmembran aufgrund der Aktivitat permeabilisiert wurde (n=4).
Fir den Vergleich verschiedener antimikrobieller Peptide wurden jeweils die Peptidkonzentrationen errechnet, bei welchen eine
halbmaximale Signalintensitat erreicht wurde, was in der Grafik anhand der gestrichelten Linie dargestellt ist. Wahrend Melittin und
BMAP-27 eine 50 %ige Permeabilisierung bei Konzentrationen von 1,4 bzw. 1,8 uM aufwiesen, lieBen sich keine Membran-
permeabilisierenden Eigenschaften durch die Interaktion von U-937 Zellen und dem antimikrobiellen Peptid Protamin feststellen.
(B) Dargestellt sind die konzentrationsabhangigen Inhibierungen des Wachstums von U-937 Zellen nach einer Inkubation von 96 h
mit drei ausgewahlten Referenz-Peptiden (n=4). Fir den Vergleich verschiedener antimikrobieller Peptide wurde jeweils die geringste
Peptidkonzentration ermittelt, bei welcher das Wachstum der U-937 Zellen vollstandig inhibiert wurde. Die hier exemplarisch
dargestellten antimikrobiellen Peptide besaBen unterschiedliche minimale toxische Konzentrationen. Wahrend Melittin das
Wachstum bei einer Konzentration von 2 uM vollstandig inhibierte, konnte dieser Effekt erst bei einer BMAP-27-Konzentration von
4 uM und einer Protamin-Konzentration von 16 uM beobachtet werden.

Zur besseren Charakterisierung der antimikrobiellen Eigenschaften der analysierten Peptide wurden ihre
Membran-permeabilisierenden Eigenschaften genauer untersucht, um Rickschlisse auf die verschiedenen
Interaktionsmechanismen der antimikrobiellen Peptide mit den bakteriellen Membranen zu erhalten. Die
generellen  Membran-permeabilisierenden  Eigenschaften ~ wurden  unter  Verwendung von
durchflusszytometrischen Messungen in Kombination mit einer Lebend-Tot Farbung evaluiert und unter
Zuhilfenahme eines internen Partikel-basierten Kalibrierungssystems quantifiziert. Die Ergebnisse zeigten
diesbezliglich, dass einige Peptide ausgepragte permeabilisierende Eigenschaften bei geringen
Peptidkonzentrationen aufwiesen (Tabelle 4.2). Zu diesen Peptiden gehdrten BMAP-27, Melittin und
KL-Helix, bei welchen bereits bei einer Konzentration von 5 uM eine signifikante Permeabilisierung der
bakteriellen Membran bei mindestens 80% der analysierten Bakterien zu verzeichnen war. Dieses
Verhalten war gegentber beiden Mikroorganismen identisch, wobei jedoch eine Melittin-Konzentration
von 25 pM nétig war, um mindestens 80 % der E. coli Bakterien zu permeabilisieren. In Analogie zu den
MICs verfligte der N-terminale Bereich von BMAP-27 Uber eine leicht reduzierte Aktivitat im Vergleich zu
dem Ausgangspeptid, was in einer effektiven permeabilisierenden Konzentration von 25 uM fir beide
Mikroorganismen resultiert, wohingegen durch die Interaktion mit dem C-terminale Bereich von BMAP-27
keine Permeabilisierung hervorgerufen werden konnte. Ahnliche Ergebnisse konnten auch bei der Analyse
der N- und C-terminalen Fragmente von Melittin, welche ebenfalls Gber keine permeabilisierenden
Eigenschaften verflgten, identifiziert werden. Wahrend das antimikrobielle Peptid Indolicidin die
bakterielle Membran von S. xylosus bei einer Konzentration von 50 pyM permeabilisierte, konnte
gegenulber E. coli keine Aktivitat ermittelt werden. Diese Beobachtung konnte ebenfalls fir das
antimikrobielle Peptid Protamin und P7 festgestellt werden, deren antimikrobielle Aktivitdt unter den

gegebenen Bedingungen nicht nachweisbar war. Im Gegensatz dazu waren das artifizielle Peptid Bac2a
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durch permeabilisierende Eigenschaften bei einer Konzentration von 50 uM und das Peptid Tet127 bei
einer Konzentration von 25 uM gegenuber beiden Mikroorganismen gekennzeichnet.

Neben den generellen permeabilisierenden Eigenschaften der untersuchten antimikrobiellen Peptide
gegenlber dem grampositiven und gramnegativen Testbakterium, wurden die kinetischen Parameter fir
die Permeabilisierung der duBeren und inneren Zellmembran des gramnegativen Bakteriums E. coli
genauer analysiert. Zu diesem Zweck wurde das Bakterium E. coli ML-35p verwendet, welches konstitutiv
eine zytoplasmatische B-Galactosidase und eine Plasmid-kodierte, periplasmatische B-Lactamase
exprimiert. Aufgrund der Tatsache, dass in diesem Bakterium darlber hinaus ein Gendefekt vorliegt,
welcher in einer fehlenden Lactose-Permease resultiert und das Bakterium somit nicht in der Lage ist
Lactose oder entsprechende Derivate ins Zellinnere zu transportieren, kénnen die enzymatischen
Aktivitdten beider Enzyme indirekt dazu verwendet werden um die zeitlich abhangige Permeabilisierung
der individuellen Membranen zu detektieren. Zu diesem Zweck wurden zwei chromogene Substanzen
verwendet. Wahrend Nitrocefin, welches ein Substrat der B-Lactamase ist, die duBere, intakte Membran
nicht durchdringen kann, resultiert das Fehlen der Lactose-Permease in einem Ausschluss von ONPG,
welches ein Substrat der B-Galactosidase ist. Aufgrund einer Permeabilisierung der jeweiligen Membran
kdnnen die zuvor vom Zellinneren ausgeschlossenen Substrate und die entsprechenden Enzyme
interagieren, wodurch eine enzymatische Katalyse initilert wird, welche die Veranderung der
spektroskopischen Eigenschaften zur Folge hat. Zu Vergleichszwecken wurden die zeitlich abhangigen
Daten gegen eine Polymyxin B Probe normalisiert und die Zeitpunkte errechnet, bei welchen eine
halbmaximale Signalintensitat detektiert werden konnte.

Der detaillierte Verlauf der dauBeren und inneren Membranpermeabilisierung durch die Interaktion mit
Melittin offenbarte eine sigmoidale Signalentwicklung Uber die Zeit, welche eine starke Abhangigkeit von
der verwendeten Konzentration erkennen lieB3 (Abbildung 4.2). Wahrend eine 50 %ige Permeabilisierung
der duBeren Membran bei einer Peptidkonzentration von 32 yM in weniger als einer Minute stattfand,
verlangert sich die Zeit bei einer Konzentration von 4 uM auf 14 Minuten. Bei der Permeabilisierung der
inneren Membran wurde ein ahnliches Verhalten erkennbar, welches jedoch im Vergleich zur dauBeren
Membran zwischen 3 und 7 Minuten verzégert war (Tabelle 4.2). So ergab eine Konzentration von 32 uM
eine 50 %ige Permeabilisierung nach 6 Minuten, wohingegen 18 Minuten nétigen waren, um eine

aquivalente Permeabilisierung durch eine 4 pM Melittin-Konzentration zu erreichen.
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Abbildung 4.2: Detaillierte Darstellung der zeitlichen Permeabilisierung der duBeren und inneren Zellmembran von
E. coli ML-35p durch verschiedene Konzentrationen des antimikrobiellen Peptids Melittin. (A) Dargestellt ist der zeitliche
Verlauf der duBeren Membranpermeabilisierung von E. coli ML-35p durch verschiedene Konzentrationen des antimikrobiellen
Peptids Melittin, welcher unter Verwendung der periplasmatischen B-Lactamase und dem dazu korrespondierenden Substrat
Nitrocefin ermittelt wurde (n=4). Fir den Vergleich verschiedener antimikrobieller Peptide wurden jeweils die Zeitpunkte errechnet,
bei welchen eine halbmaximale Signalintensitdt detektiert werden konnte, was in der Grafik anhand der gestrichelten Linie
dargestellt ist. Melittin verflgte bei allen untersuchten Konzentrationen Uber eine halbmaximale Permeabilisierung der duBeren
Zellmembran in unter 15 min. Wahrend bei einer 32 uM Peptidkonzentration die Permeabilisierung in weniger als einer Minute
stattfand, fuhrte eine 4 uM Konzentration erst nach 14 min zu einer 50 %igen Permeabilisierung. (B) Dargestellt ist der zeitliche
Verlauf der inneren Membranpermeabilisierung von E. coli ML-35p durch verschiedene Konzentrationen des antimikrobiellen Peptids
Melittin, welcher unter Verwendung der zytoplasmatischen B-Galactosidase und dem dazu korrespondierenden Substrat ONPG
ermittelt wurde (n=4). Fir den Vergleich von einzelnen Peptiden wurden ebenfalls die Zeitpunkte errechnet, bei welchen eine
halbmaximale Signalintensitat festgestellt werden konnte. Die Permeabilisierung der inneren Membran war im Vergleich zu der
duBeren Membran zeitlich verzogert, wodurch z. B. bei einer Peptidkonzentration von 32 puM erst nach 6 min eine 50 %ige
Permeabilisierung erreicht wurde.

Bei den verwendeten Referenz-Peptiden BMAP-27, KL-Helix und Tet127 konnten &hnliche Ergebnisse
dokumentiert werden. Hierbei fand eine Permeabilisierung der duBere und inneren Bakterienmembran
ebenfalls in weniger als 20 min statt (Tabelle 4.2). Ebenso zeigte die N-terminale Region von BMAP-27
permeabilisierende Eigenschaften, welche jedoch im Vergleich zum Ausgangspeptid mit einer leichten
Verzégerung auftraten. Das Peptid Bac2a wies im Vergleich zu den anderen Referenz-Peptiden eine
deutlich reduzierte Kinetik auf, welche lediglich bei einer Konzentration von 32 pM nachweisbar war. In
Analogie zu den generellen Membran-permeabilisierenden  Eigenschaften, welche  mittels
Durchflusszytometrie analysiert wurden, besalBen die Peptide P7, Indolicidin, die C-terminale Region von
BMAP-27 sowie die N- und C-terminale Region von Melittin keine permeabilisierenden Eigenschaften
gegenuber der duBeren oder inneren Bakterienmembran von E. coli ML-35p. Lediglich das antimikrobielle
Peptid Protamin wich von dieser Tendenz ab. Obwohl wahrend der durchflusszytometrischen Analysen
keine Aktivitat gegentber E. coli festgestellt werden konnte, besaB es starke Aktivitdten gegenlber der
auBeren Bakterienmembran von E. coli ML-35p, was zu einer signifikanten Reduktion der
Membranintegritat in unter einer Minute, bei samtlichen getesteten Konzentrationen fihrte. Jedoch
konnte auch bei langerer Inkubationszeit keine Beeintrachtigung der Permeabilitat der inneren
Bakterienmembran festgestellt werden, was einen maBgeblichen Unterschied zu den anderen

untersuchten Peptiden darstellte.
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Tabelle 4.2: Membran-permeabilisierende Eigenschaften von antimikrobiellen Referenz-Peptiden. Die Daten sind eine
Zusammenfassung von konzentrations- und zeitabhangigen Testreihen (n=4). Dargestellt sind die generellen permeabilisierenden
Eigenschaften gegentiber E. coli und S. xylosus, welche mittels Durchflusszytometrie ermittelt wurden. Angegeben ist die geringste
Konzentration (50 uM / 25 yM / 5 puM) bei welcher eine Permeabilisierung von mehr als 80% der Bakterien zu beobachten war.
Darlber hinaus ist die zeitabhdngige Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von E. coli ML-35p angegeben. Hierbei
reprasentieren die angegebenen Zeitpunkte eine 50 %ige Permeabilisierung.

eptis Permeabilisierung [pM] Permeabvzalnl?e?:lgi dMeLr_ 3asupﬁe[rmeinn ]Membran Permeabvzalnl?e?:lgi d;Lr- 3J.snpne[rmeinn ]Membran
E. coli S. xylosus 4 pM 8 puM 16 pM 32 pM 4 pM 8 puM 16 pM 32 pM
BMAP-27 5 5 <1 <1 <1 <1 16 9 7 5
BMAP-27/1 25 25 5 <1 <1 <1 23 12 11 10
BMAP-27/2 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
Protamin >50 >50 <1 <1 <1 <1 >90 >90 >90 >90
Indolicidin >50 50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
Melittin 25 5 14 9 2 <1 18 12 9 6
Melittin/1 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
Melittin/2 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
KL-Helix 5 5 2 <1 <1 <1 14 11 9 6
Bac2a 50 50 >90 >90 >90 19 >90 >90 >90 59
P7 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
Tet127 25 25 11 9 3 <1 19 12 7 5

In diesem Zusammenhang wurden die Membran-permeabilisierenden Eigenschaften des antimikrobiellen
Peptids Protamin mittels durchflusszytometrischer Messungen und Fluoreszenzmikrokopie genauer
analysiert und mit denen von Melittin verglichen. Es zeigte sich, dass eine Interaktion der E. coli Bakterien
mit  dem  antimikrobiellen  Peptid  Melittin ~ zu  einer  signifikanten  Verschiebung  der
Fluoreszenzeigenschaften der Lebend-Tot Farbung flhrte, welche bereits bei einer Konzentration von
8 uM fast vollstandig war (Abbildung 4.3 A). Darliber hinaus konnte festgestellt werden, dass die
Gesamtzahl der Bakterien in den einzelnen Proben bei Konzentrationen oberhalb der effektiven
Membran-permeabilisierenden  Konzentration von 8 pM im Vergleich zu der eingesetzten
Startkonzentration leicht reduziert war. Bei geringeren Peptidkonzentrationen war hingegen zu
beobachten, dass die gemessene Bakterienkonzentration oberhalb der Startkonzentration lag. Des
Weiteren lieBen samtliche analysierten Proben keinen signifikanten Anteil an Ereignissen erkennen,
welche weder der lebenden noch der toten Bakterienpopulation zugeordnet werden konnten. Im
Vergleich dazu resultierte die Interaktion des antimikrobiellen Peptids Protamin mit E. coli in einem
deutlich anderen Verhalten. Ab einer Peptidkonzentration von 3 pM konnte, im Vergleich zur
Negativkontrolle, bereits eine signifikante Reduktion der Bakterienkonzentration mit intakten Membranen
sowie der Gesamtkonzentration ermittelt werden (Abbildung 4.3 B). Jedoch wiesen samtliche Proben
keine Erhéhung der Bakterienkonzentration mit beschadigten Membranen auf, wie es bei den mit Melittin
behandelten Bakterien zu beobachten war. Stattdessen resultierte die Erhohung der Protamin-
Konzentration in einer stetig sinkenden Konzentration von Bakterien mit intakten Membranen sowie der
Gesamtkonzentration. Abweichend von den Ergebnissen beztglich Melittin ergab jedoch eine Erhohung
der Peptidkonzentration eine Erhchung der Ereignisse, welche weder als Bakterien mit intakten noch
beschadigten Membranen identifiziert werden konnten, was ab einer Konzentration von 60 puM darin
resultierte, dass die Menge der unbekannten Ereignisse der Menge der Gesamtereignisse entsprach.

Insgesamt wurde somit bei einer Protamin Konzentration von 120 pM eine Reduktion der messbaren
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Ereignisse auf 0,3 x 10%8ml ersichtlich. Im Vergleich dazu konnte in der Negativkontrolle eine
Konzentration von 1,4 x 108 Ereignisse/ml detektiert werden, was annahernd der Ausgangskonzentration

entsprach.
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Abbildung 4.3: Detaillierte Darstellung der konzentrationsabhingigen Permeabilisierung von E. coli durch die
antimikrobiellen Peptide Melittin und Protamin. Dargestellt ist die konzentrationsabhangige Differenzierung unterschiedlicher
Populationen von E. coli anhand von Fluoreszenzeigenschaften, welche mittels einer Lebend-Tot Farbung und
durchflusszytometrischen Messungen ermittelt wurden (n=4). Ferner sind die Gesamtkonzentrationen angegeben, welche unter
Verwendung eines  Partikel-basierten internen  Kalibrierungssystems errechnet wurden. (A) Dargestellt ist die
konzentrationsabhdngige Permeabilisierung der bakteriellen Membran von E. coli aufgrund der Interaktion mit Melittin. Ab einer
Konzentration von 8 uM wurde eine nahezu vollstandige Permeabilisierung der bakteriellen Membran ersichtlich. Hierbei wurden in
den einzelnen Proben lediglich bakterielle Konzentrationen unterhalb der Ausgangskonzentration detektiert, wohingegen bei
geringeren Peptidkonzentrationen die Bakterienmengen oberhalb der Ausgangskonzentration lagen. Die Menge der gemessenen
Ereignisse, welche weder der Bakterienpopulation mit intakten noch defekten Membranen zugeordnet werden konnte war in
samtlichen Proben nahezu identisch und somit unabhangig von der eingesetzten Peptidkonzentration. (B) Dargestellt ist die
konzentrationsabhdngige Permeabilisierung der bakteriellen Membran von E. coli aufgrund der Interaktion mit dem antimikrobiellen
Peptid Protamin. Bereits ab einer Peptidkonzentration von 3 uM war eine Reduktion der Ereignisse feststellbar, welche aufgrund der
Fluoreszenzeigenschaften als Bakterien mit intakten Membranen identifiziert wurde. Diese Konzentration nahm, &hnlich der
Gesamtkonzentration, mit steigenden Peptidkonzentrationen ab, wohingegen die Konzentration der Ereignisse, welche weder als
Bakterien mit intakten noch beschadigten Membranen identifiziert wurden, zunahm. Ab einer Peptidkonzentration von 60 puM
entsprach die Konzentration der unbekannten Ereignisse der Konzentration der Gesamtereignisse, welche deutlich unterhalb der
Ausgangskonzentration lag.

Bei genauerer Betrachtung der durchflusszytometrischen Messergebnisse konnten auch verdnderte
morphologische Eigenschaften und eine starkere Varianz der Fluoreszenzeigenschaften bei den mit
Protamin behandelten Proben im Vergleich zu den mit Melittin behandelten Proben festgestellt werden
(Abbildung 4.4). Diesbezuglich wurde ersichtlich, dass die mit Melittin behandelten Bakterien tber relativ
einheitliche morphologische Eigenschaften verflgten, welche unabhangig von der Membranintegritat
waren (Abbildung 4.4 A). Obendrein waren sowohl die bakteriellen Populationen mit signifikanten
Membranschadigungen, als auch die Populationen mit intakten Membranen durch definierte
Fluoreszenzeigenschaften in einem engen Messbereich gekennzeichnet, welcher durch Vorversuche
definiert wurde (Abbildung 4.4 C). Fluoreszenzmikroskopische Analysen verifizierten zudem die mittels
Durchflusszytometrie ermittelten Verhaltnisse zwischen Bakterien mit intakten und beschadigten
Membranen, sowie deren Konzentration anhand von Zellzahlungen im Vergleich zu den internen
Kalibrierpartikeln (Abbildung 4.4 E). Im Vergleich dazu konnten bei den mit Protamin inkubierten
Bakterien deutliche Unterschiede identifiziert werden. Die morphologischen Eigenschaften, welche mittels
Vorwarts- und Seitwartsstreulicht ermittelt wurden, lieBen eine sehr inhomogene Verteilung der

Messergebnisse erkennen, die im Vergleich zu den mit Melittin behandelten Proben auch Messergebnisse
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umfassten, die deutlich groBer und komplexer waren. Dies lieB sich anhand der internen Kalibrierpartikel
verifizieren (Abbildung 4.4 B). Diese Tendenz setzte sich auch bei den Fluoreszenzeigenschaften fort, bei
welchen keine eindeutige Differenzierung zwischen den Spektren der beiden verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe maoglich war (Abbildung 4.4 D). AuBerdem konnte hierbei auch beobachtete
werden, dass die gemessene Population deutlich inhomogener war als die Bakterien mit intakten und
beschadigten Membranen in  den mit Melittin  behandelten  Proben.  Aufgrund  von
fluoreszenzmikroskopischen Analysen konnten die gemessenen Ereignisse als Bakterien identifiziert
werden, welche nicht mehr als Individuen sondern vielmehr als komplexe Aggregate vorlagen. Deren
Fluoreszenzeigenschaften entsprachen eher dem Spektrum von SYBR Green |, was aber aufgrund der
raumlichen Anordnung der Bakterien nicht eindeutig verifiziert werden konnte (Abbildung 4.4 F).
Ebenfalls war eine eindeutige Bestimmung der bakteriellen Konzentration aufgrund der
Bakterienaggregation nicht moglich. Wahrend der gesamten Versuche war diese Peptid-induzierte
Aggregation lediglich bei dem antimikrobiellen Peptid Protamin zu beobachten, wohingegen die
antimikrobiellen Eigenschaften und bakteriellen Interaktionen von sdmtlichen anderen analysierten

Peptiden prinzipiell denen von Melittin entsprachen.
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Abbildung 4.4: Detaillierte Darstellung der durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen Analyse von
Bakterien (E. coli), welche mit Melittin oder Protamin inkubiert wurden. Dargestellt sind die exemplarischen Ergebnisse einer
mit 6 pM Melittin (A, C, E), sowie einer mit 30 uM Protamin inkubierten Bakterienkultur (B, D, F). Bakterielle Populationen, welche
Uber eine Intakte Membran verfligen sind griin gefarbt, wohingegen Bakterien mit beschadigten Membranen in rot dargestellt sind.
In den durchflusszytometrischen Analysen ist die Population der internen Kalibrierpartikel blau dargestellt. Ereignisse, welche nicht
eindeutig als Bakterien mit intakten oder beschadigten Membranen identifiziert werden konnten sind grau dargestellt.
(A, B) Dargestellt sind die morphologischen Eigenschaften der gemessenen Populationen, welche unter Verwendung des Vorwarts-
und Seitwartsstreulichts detektiert wurden. Die Z-Achse des Dotplots reprasentiert die Anzahl der gemessenen Ereignisse. Wahrend
die mit Melittin behandelten Bakterien (A) Uber einheitliche morphologische Merkmale verfligten, welche unabhangig von der
Permeabilitat der Membran waren, wiesen die mit Protamin behandelten Bakterien (B) eine deutlich inhomogener Verteilung auf.
(C, D) Dargestellt sind die Fluoreszenzeigenschaften der einzelnen Populationen, welche unter Verwendung verschiedener
FluoreszenZfilter in der durchflusszytometrischen Analyse ermittelt wurden. Die Z-Achse des Dotplots reprasentiert die Anzahl der
gemessenen Ereignisse. Bei den mit Melittin inkubierten Bakterien (C) war eine deutliche Trennung zwischen den bakteriellen
Populationen mit intakten (griin) und beschadigten (rot) Membranen zu erkennen. Ferner waren diese durch eine homogene
Verteilung gekennzeichnet und konnten von den internen Kalibrierpartikeln (blau) differenziert werden. Die mit Protamin inkubierten
Bakterien (D) besaBBen hingegen eine deutlich inhomogenere Verteilung als die mit Melittin behandelten Bakterien. Zudem konnten
die Fluoreszenzspektren unter Zuhilfenahme der verwendeten Fluoreszenzfilter nicht eindeutig differenziert und somit die Integritat
der Bakterienmembran ermittelt werden. (E, F) Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit Melittin (E) und
Protamin (F) inkubierten Bakterien, wie sie bei den durchflusszytometrischen Untersuchungen verwendet wurden. Die Bakterien sind
auf den Bildern entsprechend der verwendeten Fluoreszenzfilter als Bakterien mit intakten (griin) oder beschadigten (rot)
Membranen dargestellt. Da die abgebildeten Kalibrierpartikel ebenfalls bei einer Emissionswellenldnge von 525 nm detektiert
wurden sind sie ebenfalls griin dargestellt. Die mit Melittin inkubierte Bakterienkultur umfasste neben den internen Kalibrierpartikeln
sowohl Bakterien mit intakten als auch Bakterien mit beschadigten Membranen, welche als Individuen mit definierten
morphologischen Eigenschaften, wie sie Ublicherweise einem E. coli Bakterium entsprechen, vorlagen. Im Gegensatz dazu zeigte die
mit Protamin inkubierte Bakterienkultur (F) keine Differenzierung zwischen Bakterien mit intakten oder beschadigten Membranen.
Dartber hinaus lagen die Bakterien auch nicht als Individuen vor, sondern vielmehr als Aggregate, in welchen man einzelnen
Bakterien erkennen, aber nicht quantitativ voneinander differenzieren konnte.
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Neben der Analyse der antimikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften der Peptide, wurden darlber
hinaus auch deren biophysikalischne und strukturelle Eigenschaften berechnet, um potentielle
Strukturmotive zu identifizieren, welche im Allgemeinen mafBgebliche Beteiligung bei der Auspragung der
charakteristischen Aktivitaten besitzen. Zu diesem Zweck wurden die Gesamthydrophobizitaten der
Peptide, deren Hydrophobizitdtsmomente, welche eine quantitative Erfassung der amphipathischen
Eigenschaften von idealisierten o-helikalen Strukturen darstellen sowie deren dreidimensionale Struktur
berechnet.

Bei den Ergebnissen der Referenz-Peptide ergaben sich deutliche Unterschiede hinsichtlich dieser
Parameter. Die Peptide BMAP-27, Melittin und KL-Helix lieBen anhand ihrer berechneten
dreidimensionalen Strukturen einen hohen a-helikalen Anteil erkennen, welcher nahezu die gesamte
Peptidsequenz abdeckte und nur kurze Unterbrechungen des Sequenzmotivs aufwies (Abbildung 4.5).
Analog dazu umfasste sowohl der N-terminale Bereich von BMAP-27, als auch der C-terminale Bereich
von Melittin einen hohen Anteil an a-helikaler Struktur. Ebenso wurde errechnet, dass Protamin Uber
einen hohen Anteil von o-helikalen Strukturen verflgte, welche jedoch lediglich kurze Sequenzabschnitte
umfassten und mehrmals durch unstrukturierte Sequenzmotive unterbrochen wurden. Daraus resultierte
im Vergleich zu den anderen a-helikalen Peptiden, deren Motiv nahezu die gesamte Peptidsequenz
abdeckten, drei voneinander individuelle, kurze helikale Fragmente, welche sich in der Nahe des N- und
C-Terminus, sowie im zentralen Bereich der Sequenz befanden. Im Vergleich dazu verfligte der
N-terminale Bereich von Melittin lediglich Uber einen kleinen Bereich mit einer a-helikalen Struktur. Bei
den Peptiden Indolicidin, P7, Bac2a sowie dem C-terminale Bereich von BMAP-27 konnten hingegen keine
ausgepragten Sekundarstrukturmotive identifiziert werden. Ebenso wurde bei der Analyse von Tet127
ersichtlich, dass die ausgebildete Sekundarstruktur zwar zu einem gewissen MaB einen helikalen
Charakter besaB, deren Ganghohe und Ausrichtung der Aminosaureseitenketten jedoch nicht denen einer
klassischen a-Helix entsprach und deshalb als unstrukturierter Bereich klassifiziert wurde.

Die berechneten Hydrophobizitaten samtlicher Peptide ergaben Werte zwischen 0,3 und 0,75 (Tabelle
4.1). Lediglich Protamin, Indolicidin und der N-terminale Bereich von BMAP-27 wichen von diesem
Wertebereich ab. Wahrend Indolocidin mit 1,069 den hochsten Hydrophobizitatswert aufwies, besal3
Protamin mit -0,454 den niedrigsten errechneten Hydrophobizitatswert. Der N-terminale Bereich von
BMAP-27 lieB hingegen mit 0,063 ebenfalls einen deutlich geringeren Wert als die anderen Peptide
erkennen. Ahnlich starke Varianzen konnten bei der Berechnung der Hydrophobizitdtsmomente ermittelt
werden. Hierbei ergaben sich Werte zwischen 0,086 und 0,949, wobei insbesondere die Peptide Tet127,
KL-Helix und der N-terminale Bereich von BMAP-27 mit Werten oberhalb von 0,7 Uber deutlich
ausgepragtere Hydrophobizitdtsmomente verflgten als andere Peptide. Im Vergleich dazu ergaben sich
bei Protamin, Indolicidin, dem C-terminale Bereich von BMAP-27, Bac2a und P7 deutlich geringere
Hydrophobizitdtsmomente, welche sich unterhalb von 0,26 befanden. Ebenso konnten signifikante
Unterschiede bei den Nettoladungen der einzelnen Peptide identifiziert werden. Wahrend samtliche
Peptide prinzipiell Gber eine positive Nettoladung verfligten, variierte jedoch deren Betrag, wodurch Werte
zwischen +1 und +20 errechnet wurden. Die meisten Peptide besaBen Nettoladungen zwischen +4 und

+10, wobei jedoch die Peptide Protamin, Indolicidin, der C-terminale Bereich von BMAP-27 und der

-63 -



4 Ergebnisse 4.1 Gelbste antimikrobielle Peptide

N-terminale Bereich von Melittin mit Nettoladung von +20, +3, +2 und +71 stark von den

durchschnittlichen Werten abwichen.

BMAP-27 BMAP-27/1 BMAP-27/2 Melittin Melittin/1 Melittin/2
W/ﬂ g W
Indolicidin KL-Helix

D) Y 5] Y2 L e

Abbildung 4.5: Darstellung der dreidimensionalen Peptidstruktur von Referenz-Peptiden. Dargestellt sind die berechneten
dreidimensionalen Strukturen der antimikrobiellen Referenz-Peptide. Die Berechnung erfolgte unter Verwendung des ,PEP-FOLD
web servers”, wobei den Berechnungen eine hydrophile Umgebung zugrunde gelegt wurde. Die Sekundarstrukturmotive sind unter
Verwendung von Bandermodellen dargestellt, wobei die rot markierten Bereiche a-helikale Sequenzmotive reprasentieren und
Bereiche ohne definierte Sekundarstruktur grau markiert sind. Die in den Sekundarstrukturmotiven integrierten Pfeilspitzen zeigen in
die Richtung des C-Terminus. BMAP-27, Melittin, BMAP-27/1, Melittin/2 und KL-Helix umfassten bei den Berechnungen einen hohen
Anteil von a-helikalen Strukturen, welche nahezu den gesamten Peptidbereich abdeckten. Es konnten hierbei lediglich wenige
unstrukturierte Bereiche identifiziert werden. Ebenso enthielt Protamin ein hohes MaB von a-helikalen Bereichen, welche jedoch
durch kurze unstrukturierte Regionen unterbrochen waren, wodurch drei individuelle helikale Bereiche entstanden. Im Vergleich
dazu wurde bei Melittin/1 ein deutlich geringerer Anteil von helikalen Strukturen errechnet. Bei den Peptiden BMAP27/2, Indolicidin,
P7 und Bac2a konnten keine a-helikalen Bereiche identifiziert werden, wohingegen Tet127 zwar helikalen Charakter aufwies, dieser
aufgrund der Ganghohe und der Ausrichtungen der Aminosaureseitenketten nicht als a-helikal Struktur klassifiziert werden konnte.

4.1.2 Artifizielles Peptiddesign

In vielen Fallen besitzen antimikrobielle Peptide eine hohe Anzahl kationischer und hydrophober
Aminosauren, welche neben den biophysikalischen Eigenschaften auch an der Auspragung
charakteristischer ~ Sekundarstrukturmotive  beteiligt sind und oftmals mit den Wirk- und
Interaktionsmechanismen dieser Peptide einhergehen. Im Zuge der Entwicklung neuartiger, artifizieller,
therapeutisch wirksamer Peptide, welche neben antimikrobiellen auch Uber biologisch kompatible
Eigenschaften verfligen und dartber hinaus lediglich eine kurze Minimalsequenz aufweisen, wurden die
zehn Modellpeptide M1-M9 generiert, um die prinzipielle Aktivitat dieser Peptidklasse zu kategorisieren.
Hierbei wurden fir das Design dieser Peptide vorrangig Aminosauren mit kationischen lbzw. hydrophoben
Seitenketten verwendet, welche in drei definierten Bereichen angeordnet wurden. Wahrend der zentrale
Bereich eine Sequenzlange von finf Aminosauren mit hydrophoben Seitenketten umfasste, bestanden die
C- und N-terminalen Bereiche aus jeweils drei kationischen Aminosauren. Es wurden jeweils
Kombinationen verschiedener Aminosauren der gleichen Kategorie verwendet. Die Notwendigkeit dieser
drei individuellen Bereiche und ihrer biophysikalischen Eigenschaften wurde anhand einer
Substitutionsbibliothek verifiziert, bei welcher komplette Sequenzbereiche ausgetauscht wurden. Die
daraus resultierenden Peptidvarianten wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer antimikrobiellen, zytotoxischen
und strukturellen Eigenschaften analysiert, um somit den Einfluss einzelner Substitution zu untersuchen.

Die Peptide M1a und M1b umfassten sowohl die hydrophobe zentrale Region, als auch die kationischen

flankierenden Regionen, unterschieden sich jedoch hinsichtlich ihrer Zusammensetzung der hydrophoben
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Aminosauren. Bei den Ergebnissen konnte festgestellt werden, dass die beiden Peptide Uber ausgepragte
antimikrobielle Eigenschaften verflgten, was zu MICs von 8 uM gegeniber E. coli und 2 bzw. 4 pM
gegenlber S. xylosus fuhrte (Tabelle 4.3). Zudem konnten wahrend der Experimente weder direkte
zytotoxische noch zytostatische Eigenschaften beobachtet werden, wodurch sich ihre antimikrobiellen
Eigenschaften maBgeblich in den errechneten therapeutischen Kennzahlen (8) widerspiegelten, deren

Berechnung Werte von >8 flr E. coli und >32 bzw. >16 flr S. xylosus ergab.

Tabelle 4.3: Biophysikalische, antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften von artifiziellen Peptiden mit generellem
Sequenzmotiv und deren korrespondierender Substitutionsbibliothek. Die Daten sind eine reprasentative Zusammenfassung
aus konzentrationsabhangigen Testreihen (n=4).

. Eigenschaften MIC [pM] Zytot[o:ni.]zitét T;:::g:::iigl)\e
Peptid Sequenz
H B z E. coli S. xylosus LDsp MTK E. coli S. xylosus

Mla KRKILILIKRK 0,256 0,290 6 8 2 >64 >64 >8 >32
M1b KRKFIFIFKRK 0,272 0,293 6 8 4 >64 >64 >8 >16
M2 KRKILILILIL 1,001 0,194 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
M3 ILILILILKRK 1,001 0,194 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
M4 KRKILILIGSG 0,525 0,249 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
M5 GSGILILIKRK 0,525 0,249 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
M6 KRKSGSGSKRK -0,555 0,090 6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
M7 KRKKRKILILI 0,256 0,301 6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
M8 KRKILILIEDE 0,342 0,282 0 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
M9 EDEILILIEDE 0,427 0,274 -6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.

Anhand  durchflusszytometrischer Messungen konnten signifikante Membran-permeabilisierende
Eigenschaften der Peptide M1a und M1b bei Konzentrationen von 25 pM gegentiber E. coli und S. xylosus
identifiziert werden (Tabelle 4.4). Diese Tendenz wurde ebenfalls durch die Ergebnisse der auBeren und
inneren Membranpermeabilisierung von E. coli ML-35p verifiziert, bei welchen eine 50 %ige
Permeabilisierung der auBeren Membran, je nach verwendeter Konzentration, in einem Zeitbereich
zwischen 15 und 41 min nachweisbar war. Wahrend die auBere Membran bei samtlichen getesteten
Peptidkonzentrationen permeabilisiert wurde, konnten Membranschadigungen der inneren Membran
lediglich bei den beiden hdéchsten Konzentrationen von 32 und 16 uM festgestellt werden. Deren
Permeabilisierungszeit war im Vergleich zur auBeren Membran um etwa 30 min verzégert, wodurch sich
Zeiten zwischen 38 und 59 min ergaben. Im Vergleich dazu wiesen die Peptide M2 und M3, deren N-
bzw. C-terminaler kationischer Bereich durch hydrophobe Aminosduren substituiert wurde, lediglich
permeabilisierende Eigenschaften gegendber der duBeren Membran auf, welche auch nur bei 32 und
16 uM detektierbar und dartber hinaus, im Vergleich zu M1a und M1b, deutlich verzogert waren.
Jedoch konnten keine permeabilisierenden Eigenschaften gegeniber der inneren bakteriellen Membran
dokumentiert werden, was ebenfalls mit den nicht nachweisbaren antimikrobiellen und zytotoxischen
Eigenschaften korrelierte (Tabelle 4.3). Weitere Substitutionen der kationischen und hydrophoben Region
mittels neutraler oder anionischer Aminosauren in den Peptiden M3 bis M9 resultierten ebenfalls in dem
vollstandigen Verlust der antimikrobiellen Eigenschaften, wodurch weder MIC-Werte noch
permeabilisierende Eigenschaften innerhalb des analysierten Konzentrationsbereichs ermittelt werden

konnten.
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Tabelle 4.4: Membran-permeabilisierende Eigenschaften von artifiziellen Peptiden mit generellem Sequenzmotiv und
deren korrespondierender Substitutionsbibliothek. Die Daten sind eine Zusammenfassung von konzentrations- und
zeitabhangigen Testreihen (n=4). Dargestellt sind die generellen permeabilisierenden Eigenschaften gegentber E. coli und S. xylosus,
welche mittels Durchflusszytometrie ermittelt wurden. Angegeben ist die geringste Konzentration (50 uM / 25 uyM / 5 uM) bei
welcher eine Permeabilisierung von mehr als 80% der Bakterien zu beobachten war. Darlber hinaus ist die zeitabhangige
Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von E. coli ML-35p angegeben. Hierbei reprasentieren die angegebenen
Zeitpunkte eine 50 %ige Permeabilisierung.

reptid Permeabilisierung [pM] PermeabviolnisEi.er:onlgi dMeLr_ 355upr$e[r;"e;|n]Membran Permeabvig.nisEi.ercuonlgi dMeLr_3i5npne[|;ne;|n]Membran
E. coli S. xylosus 4 pM 8 pM 16 pM 32 uM 4 pM 8 pM 16 pM 32 pM
Mla 25 25 39 17 16 16 >90 >90 59 42
M1lb 25 25 41 16 15 15 >90 >90 57 38
M2 >50 >50 >90 >90 23 26 >90 >90 >90 >90
M3 >50 >50 >90 >90 42 33 >90 >90 >90 >90
M4 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
M5 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
M6 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
M7 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
M8 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
M9 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90

Bei den berechneten biophysikalischen Eigenschaften der artifiziellen Peptide wurden deutliche
Unterschiede erkennbar, welche mit den entsprechenden Substitutionen einhergingen (Tabelle 4.4). Das
errechnete Hydrophobizitatsmoment besaB lediglich eine geringe Abhangigkeit von der Substitution
einzelner Peptidbereiche, wodurch Werte zwischen 0,194 und 0,301 errechnet wurden. Lediglich das
Peptid M6, dessen hydrophobe Region durch neutrale Aminosauren ersetzt wurde, wies mit 0,090 ein
reduziertes Hydrophobizitatsmoment, im Vergleich zu den CUbrigen Peptiden, auf. Eine deutlich
abweichende Tendenz wurde bei den errechneten Gesamthydrophobizitaten ersichtlich. Hierbei wurden
Werte zwischen -0,555 und 1,001 errechnet, wobei die Substitution der kationischen mit hydrophoben
Aminosauren in den Peptiden M2 und M3 zu den hdchsten Werten und die Substitution der zentralen
hydrophoben mit neutralen Aminosduren in Peptid M6 zu den niedrigsten Werten fuhrte. Samtliche
anderen Peptide besaBen Werte zwischen 0,256 und 0,525. Je nach angewendeter Substitution wurden
fur die Peptide ebenfalls unterschiedliche Nettoladungen zwischen +6 und +3 errechnet, wobei lediglich
die Peptide M8 und M9 geringere Nettoladungen besaBen. Wahrend M8, dessen C-terminale kationische
Aminosauren durch anionische Aminosauren substituiert wurden, eine neutrale Nettoladung besaB,
resultierte die Substitution beider kationischer Regionen durch anionische Aminosauren in Peptid M9 in
einer negativen Nettoladung von -6.

Ahnlich starke Variationen offenbarten sich auch bei den berechneten dreidimensionalen Strukturen, bei
welchen sowohl B-Strange als auch vollig unstrukturierte Konformationen ermittelt wurden (Abbildung
4.6). Prinzipiell umfasste keines der analysierten artifiziellen Peptide o-helikale Strukturen. Bei den
Peptiden M1a und M1b wurde ein hoher B-Strang-Anteil in ihrer Sequenz errechnet. Wahrend dieses
Motiv in Peptid M1a fast die gesamte Peptidsequenz abdeckte, wurde es in Peptid M1b durch einen
kurzen unstrukturierten Bereich in der zentralen Region unterbrochen. Bei beiden Peptiden wurde
erkennbar, dass der C-terminale Bereich (ber eine kurze unstrukturierte Region verfligte. Ahnliche

Konformationen konnten bei den Peptiden M5, M7 und M9 beobachtete werden. Diese Strukturen waren
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im Vergleich zu denen in den Peptiden M1a und M1b vorliegenden Motiven jedoch deutlich verkdrzt und
befanden sich lediglich innerhalb der zentralen Peptidregion. Die Substitution der kationischen
flankierenden Regionen in M2 und M3 flhrte zu deutlich veranderten Strukturmotiven. Wahrend in M2
lediglich ein kurzer B-Strang-Anteil im N-terminalen Bereich detektierbar war, konnte dem Peptid M3 kein
charakteristisches Sekundarstrukturmotiv zugeordnet werden. Eine zu M2 analoge Struktur zeigte sich
auch in Peptid M4, bei welchem ebenfalls der C-terminale kationische Bereich substituiert wurde. Die
Peptide M6 und M8, bei welchen der hydrophobe Bereich mittels neutraler, bzw. der C-terminale
kationische Bereich mittels anionischer Aminosauren substituiert wurde, besaBen lediglich unstrukturierte

T/Q\/W L M%S : )ﬁ\\
e

Abbildung 4.6: Darstellung der dreidimensionalen Peptidstruktur von artifiziellen Peptiden mit generellem
Sequenzmotiv und deren korrespondierender Substitutionsbibliothek. Die Berechnung erfolgte unter Verwendung des
. PEP-FOLD web servers”, wobei den Berechnungen eine hydrophile Umgebung zugrunde gelegt wurde. Die Sekundarstrukturmotive
sind unter Verwendung von Bandermodellen dargestellt, wobei die blau markiertan Sekundarstrukturen B-Strang-Anordnungen
reprasentieren und Bereiche ohne definierte Sekundarstruktur grau markiert sind. Die in den Sekundarstrukturmotiven integrierten
Pfeilspitzen zeigen in die Richtung des C-Terminus. Die Peptide M1a und M1b besaBBen B-Strang-Motive, welche nahezu die gesamte
Peptidsequenz umfassten. In Peptid M1b wurde dieses Strukturmotiv lediglich durch einen kurzen unstrukturierten Bereich in der
zentralen Region unterbrochen. Ahnliche, wenn jedoch deutlich kiirzere Strukturmotive besaBen die Peptide M2 und M4, bei
welchen lediglich der N-terminale Bereich im Motiv enthalten war, wohingegen der zentrale und C-terminale Bereich Uber keine
charakteristischen Strukturen verfligte. Ebenso konnten in den Peptiden M5, M7 und M9 lediglich deutlich reduzierte Motive
detektiert werden, welche diesmal jedoch im zentralen Peptidbereich lokalisiert waren. Im Gegensatz dazu wiesen die Peptide M3,
M6 und M8 ausschlieBlich unstrukturierte Peptidbereiche auf.

4.1.3 Reduktion des N- und C-Terminus

Fur die Identifikation der minimalen, notwendigen Sequenzlange, welche sowohl Uber antimikrobielle als
auch biologisch kompatible Charakteristiken verfligt, wurden Truncation-Bibliotheken generiert und
hinsichtlich ihrer biophysikalischen, antimikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften charakterisiert. Da
wahrend der vorangegangenen Charakterisierung der artifiziellen Modellpeptide das Peptid M1a sowohl
die ausgepragtesten antimikrobiellen Eigenschaften, als auch nicht nachweisbare zytotoxische
Eigenschaften besaB, wurde es als Vorlage fir die artifiziellen Peptidbibliotheken verwendet. Die
Grundstruktur des Peptids, welche aus 5 hydrophoben Aminosdauren in Kombination mit jeweils drei
flankierenden kationischen Aminosauren bestand, wurde durch weitere kationische Aminosauren am
N-Terminus erweitert. Dadurch entstand das Peptid N1, welches abweichend von der Sequenz des Peptids
M1a Uber 5 kationische Aminosauren am N-Terminus verfligte. Analog dazu wurde das Peptid C1
generiert, dessen C-Terminus durch 5 kationische Aminosauren charakterisiert war, jedoch ebenfalls tGber

die gleiche Grundstruktur wie das Peptid M1a verfligte. Die in der Bibliothek enthaltenen Peptide wurden
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so gewahlt, dass eine sukzessive Reduktion der kationischen Aminosauren, entweder vom N- oder
C-Terminus  realisiert wurde. Bei den antimikrobiellen  Eigenschaften der  N-terminalen
Truncation-Bibliothek konnte erkannt werden, dass mit abnehmender Sequenzlange ebenfalls die
antimikrobiellen Eigenschaften reduziert wurden (Tabelle 4.5, Abbildung 4.7 A). Bei dem Vollldngenpeptid
N1 waren Konzentrationen von 8 und 0,5 pM nétig, um das bakterielle Wachstum von E. coli bzw.
S. xylosus vollstandig zu inhibieren. Aufgrund der Reduktion auf eine kationische Aminosdure am
N-Terminus in Peptid N4, erhohten sich diese Werte auf 32 und 16 pM. Fir die vollstandige Inhibierung
des bakteriellen Wachstums durch die Zugabe von Peptid N5, welches keine kationischen Aminosauren
am N-Terminus besal3, waren hingegen stark gesteigerte Konzentrationen von 64 uM notwendig. Eine
weitere Sequenzverklrzung resultierte darlber hinaus in Peptiden mit weiterhin verringerten
antimikrobiellen Eigenschaften, wodurch ab einer Verklrzung der Peptidsequenz auf 7 Aminosduren
keine antimikrobiellen Eigenschaften in dem analysierten Konzentrationsbereich mehr identifiziert werden
konnten. Eine ahnliche Tendenz lieB sich auch bei der Reduktion der C-terminalen kationischen
Aminosauren in den Peptiden C1-C8 feststellen (Tabelle 4.5, Abbildung 4.7 A). Diesbezlglich zeigte das
Peptid C1, welches analog zu N1 5 kationische Aminosauren in der C-terminalen Region besaB,
antimikrobielle Eigenschaften, welche zu MICs von 16 und 1 uM flhrten. Durch die sukzessive Reduktion
der C-terminalen kationischen Aminosauren, verringerten sich die antimikrobiellen Eigenschaften,
wodurch eine Steigerung der MICs detektiert werden konnte. So besal3 das Peptid C4, welches Uber ein
C-terminales Lysin verfigte, MIC-Werte von 32 und 8 pM. Als Folge einer zunehmenden Reduktion der
Aminosauren vom C-Terminus wurden diese MICs weiter erhéht, was dazu fihrte das keine
antimikrobiellen Eigenschaften innerhalb des analysierten Konzentrationsbereichs durch die Interkation

mit Peptid C5 mehr dokumentiert werden konnten.
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Tabelle 4.5: Biophysikalische, antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften der N- und C-terminalen
Truncation-Bibliothek. Die Daten sind eine reprasentative Zusammenfassung aus konzentrationsabhangigen Testreihen (n=4).

paptid Sequen Eigenschaften MIC [uM] Zytot[oli(MJ.]zz.tat T;:;:g::{:.?;;le
H p z E. coli S. xylosus LDsg MTK E. coli S. xylosus

N1 KRKRKILILIKRK 0,063 0,294 8 8 0,5 36 32 4,5 72
N2 RKRKILILIKRK 0,151 0,236 7 8 2 >64 >64 >8 >32
Mla KRKILILIKRK 0,256 0,290 6 8 2 >64 >64 >8 >32
N3 RKILILIKRK 0,381 0,400 5 16 4 >64 >64 >4 >16
N4 KILILIKRK 0,536 0,381 4 32 16 58 >64 1,8 3,6
N5 ILILIKRK n. a. n. a. 3 64 64 >64 >64 >1 >1
N6 LILIKRK n. a. n. a. 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
N7 ILIKRK n. a. n. a. 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
N8 LIKRK n. a. n. a. 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
C1l KRKILILIKRKRK 0,063 0,294 8 16 1 61 >64 3,8 61
Cc2 KRKILILIKRKR 0,151 0,236 7 16 2 >64 >64 >4 >32
M1 KRKILILIKRK 0,256 0,290 6 8 2 >64 >64 >8 >32
c3 KRKILILIKR 0,381 0,400 5 16 8 >64 >64 >4 >8
c4 KRKILILIK 0,536 0,381 4 32 8 >64 >64 >2 >8
c5 KRKILILI n. a. n. a. 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
C6 KRKILIL n. a. n.a. 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
Cc7 KRKILI n. a. n. a. 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
c8 KRKIL n. a. n. a. 3 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.

Bei der grafischen Analyse der sequenzabhangigen Variation der MIC-Werte konnte beobachtet werden,
dass die Tendenzen hinsichtlich der N- und C-terminalen Verklrzung Ahnlichkeiten aufwiesen (Abbildung
4.7 A). Es wurde erkennbar, dass eine signifikante Erhdhung der MIC-Werte und der dazu
korrespondierenden verringerten antimikrobiellen Aktivitdten, bei einer Reduktion von 2 auf 1
Aminosaure stattfand. Diese Tendenz war sowohl flir den N-terminalen als auch den C-terminalen Bereich
identisch. Ferner wurde ersichtlich, dass das bakterielle Wachstum von S. xylosus im Vergleich zu E. coli
bei deutlich geringeren Peptidkonzentrationen vollstandig inhibiert wurde, die jeweiligen Tendenzen in

Abhangigkeit der Peptidverkirzung jedoch identisch waren.
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Abbildung 4.7: Grafische Darstellung der MIC-Werte in Abhdngigkeit der Peptidsequenz. (A) Dargestellt sind die
MIC-Werte der N- und C-terminalen Truncation-Bibliothek fir die beiden Organismen E. coli und S. xylosus (n=4). Der schraffierte
Bereich kennzeichnet den Konzentrationsbereich, welcher sich auBerhalb des analysierten Messbereichs befand. Die antimikrobiellen
Eigenschaften, welche durch die MIC-Werte reprdsentiert werden, stiegen aufgrund der Reduktion der N- oder C-terminalen
kationischen Aminosduren an. Wahrend die Vollldngenpeptide N1 und C1 ausgeprdgte antimikrobielle Eigenschaften mit
MIC-Werten von 8 bzw. 16 puM flr E. coli und 0,5 bzw. 1 pM fir S. xylosus besaBen, wurden diese Aktivitaten mit abnehmender
Peptidlange verringert. Ein drastischer Anstieg der MIC-Werte lieB sich bei den Peptiden N4 und C4 beobachten, welche lediglich
durch 1 kationische Aminosdure am terminalen Bereich charakterisiert waren. Peptide mit kiirzen Sequenzlangen wiese zudem
deutlich reduziertere, bzw. nicht mehr nachweisbare Aktivitdten auf. Bei der Analyse wurde dariber hinaus ersichtlich, dass die
Tendenzen fir die antimikrobiellen Aktivitdten gegenlber E. coli und S. xylosus einhergingen, wobei jedoch die MIC-Werte flr
S. xylosus deutlich geringer waren als fir E. coli. (B) Dargestellt ist die Helixrad-Projektion des artifiziellen Peptids M1a. Bei der
Analyse wurde ersichtlich, dass bei einer hypothetischen Auspragung einer a-helikalen Struktur die hydrophoben und kationischen
Aminosauren gleichmaBig tber die Helixoberflachen verteilt waren, was in einer nicht amphipathische Struktur resultiert hatte.
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Hinsichtlich der zytotoxischen Eigenschaften war ein vergleichbarer Trend jedoch nicht ersichtlich.
Lediglich die beiden Volllangenpeptide N1 und C1 sowie N4, welches lediglich ein Lysin am N-Terminus
besaB, lieBen zytotoxische Eigenschaften erkennen (Tabelle 4.5). Hierbei verfligte N1 mit einem LDso-Wert
von 36 UM Uber die starksten zytotoxischen Charakteristiken, wohingegen C1 und N4 mit 61 und 58 uM
deutlich geringere  Aktivitaten erkennen lieBen. Diese Tendenz konnte auch bei den
wachstumsinhibierenden Eigenschaften gegenlber den Eukaryoten beobachtet werden. Lediglich die
Applikation des Peptids N1 fuhrte zu einer vollstandigen Wachstumsinhibierung. Samtliche anderen
Peptide demonstrierten keine zytotoxischen oder zytostatischen Aktivitdten innerhalb des analysierten
Konzentrationsbereichs und wurden somit als biologisch kompatibel eingestuft. Basierend darauf
spiegelte sich die Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften, aufgrund der Verkirzung der
Peptidsequenz in den therapeutischen Kennzahlen wider, wodurch Werte zwischen >8 und >1 flr E. coli
bzw. Werte zwischen 72 und >1 flr S. xylosus errechnet wurden.

Analog zu den ermittelten MIC-Werten zeigten die artifiziellen Peptide unterschiedliche
permeabilisierende Eigenschaften gegenlber den bakteriellen Membranen von E. coli und S. xylosus
(Tabelle 4.6, Abbildung 4.8). Wahrend das Volllangenpeptid N1 permeabilisierende Eigenschaften bei
einer Konzentration von 25 bzw. 5 uM offenbarte, verringerten sich diese Eigenschaften mit der
Reduktion der Peptidlange. Dadurch waren Konzentrationen von 50 bzw. 25 puM nétig um einen
vergleichbaren Effekt durch die Applikation des Peptids N4 zu erreichen. Die weitere Reduktion
kationischer Aminosauren flihrte zu Peptiden, die innerhalb des analysierten Konzentrationsbereichs keine
permeabilisierenden Eigenschaften besaBen. Diese Ergebnisse wurden durch die Analyse der

permeabilisierenden Eigenschaften gegentber der duBeren und inneren Bakterienmembran von E. coli
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ML-35p verifiziert. Es wurde ersichtlich, dass samtliche Peptide, welche wenigstens eine kationische
Aminosaure am N-Terminus besaBen, die aulBere Bakterienmembran bei jeder untersuchten Konzentration
permeabilisierten. AuBerdem wurde ersichtlich, dass die jeweiligen Permeabilisierungszeiten mit
abnehmender Peptidldange zunahmen (Abbildung 4.8). Bei einer Konzentration von 32 pyM wurden
Permeabilisierungszeiten zwischen 11 und 17 min durch die Interaktion mit den Peptiden N1 bis N4
detektiert. Bei geringeren Konzentrationen konnte eine starkere Abhangigkeit der Permeabilisierungszeit
von der Peptidldange festgestellt werden, wodurch bei einer Konzentration von 4 pM
Permeabilisierungszeiten zwischen 21 und 54 min detektiert wurden. Das Peptid N5, welches Uber keine
kationischen Aminosduren am N-Terminus verflgte, flhrte lediglich zu einer Permeabilisierung der
auBeren Bakterienmembran bei den beiden hochsten analysierten Konzentrationen, welche mit 37 und
48 min, im Vergleich zu den Peptiden mit einer hoheren Anzahl an kationischen Aminosauren, deutlich
verzogert war. Wahrend die Peptide starke permeabilisierende Eigenschaften gegenliber der auBeren
Membran, selbst in geringen Konzentrationen besaBen, konnten Beschadigungen der inneren Membran
lediglich bei den beiden héchsten Konzentrationen von 32 und 16 uM festgestellt werden. Zudem waren
fur die Permeabilisierung wenigstens 2 kationische Aminosauren am N-Terminus in Peptid N3 notwendig,
wohingegen Peptide mit klrzeren Peptidsequenzen zu keiner Beschadigung der inneren bakteriellen
Membran flhrten. In Analogie dazu resultierte die sukzessive Reduktion der C-terminalen kationischen
Aminosauren ebenfalls in einer Reduktion der Membran-permeabilisierenden Eigenschaften. Hierbei
zeichnete sich ab, dass die Tendenz mit den Analysen der N-terminalen Truncation-Bibliothek einherging,
wobei jedoch leichte Unterschiede hinsichtlich der Permeabilisierungszeiten detektiert wurden. AuBerdem
konnte eine Beschadigung der inneren Membran auch durch das Peptid C4 festgestellt werden, welches

lediglich eine kationische Aminosaure am C-Terminus besalB.
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Tabelle 4.6: Membran-permeabilisierende Eigenschaften der N- und C-terminalen Truncation-Bibliothek. Die Daten sind
eine  Zusammenfassung von konzentrations- und zeitabhdngigen Testreihen (n=4). Dargestellt sind die generellen
permeabilisierenden Eigenschaften gegenliber E. coli und S. xylosus, welche mittels Durchflusszytometrie ermittelt wurden.
Angegeben ist die geringste Konzentration (50 pM / 25 uyM / 5 pM) bei welcher eine Permeabilisierung von mehr als 80% der
Bakterien zu beobachten war. Darliber hinaus ist die zeitabhangige Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von E. coli
ML-35p angegeben. Hierbei reprasentieren die angegebenen Zeitpunkte eine 50 %ige Permeabilisierung.

reptid Permeabilisierung [pM] Permeabvig.nisEi.ercuonlgi dMeLr_Bésuplse[l;ne;ln]Membran Permeabvi;)lnisEi.ercl:)nlgi d;Lr_3isn;e[r“::;n]Membran
E. coli S. xylosus 4 uM 8 pM 16 pM 32 pM 4 pM 8 pM 16 pM 32 pM
N1 25 5 21 14 12 11 >90 >90 38 32
N2 25 5 20 13 12 12 >90 >90 40 32
Mla 25 25 39 16 17 17 >90 >90 59 42
N3 25 25 41 40 21 13 >90 >90 >90 56
N4 50 25 54 49 31 17 >90 >90 >90 >90
N5 >50 >50 >90 >90 48 37 >90 >90 >90 >90
N6 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
N7 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
N8 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
C1 25 25 38 30 23 13 >90 >90 62 45
C2 25 25 40 27 22 16 >90 >90 64 47
Mla 25 25 39 16 17 17 >90 >90 59 42
c3 50 25 42 30 21 19 >90 >90 50 45
C4 50 25 41 37 25 12 >90 >90 53 42
c5 >50 >50 >90 >90 26 23 >90 >90 >90 >90
C6 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
Cc7 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
c8 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90

Die Analyse der berechneten dreidimensionalen Strukturmotive ergab, dass bei samtlichen Peptiden ein
B-Strang als dominantes Motiv vorlag (Abbildung 4.9). In Peptid C1 war dieser nahezu Uber die gesamte
Peptidstruktur vertreten. Lediglich der finale C-terminale Bereich verfligte Uber ein kleines unstrukturiertes
Motiv. Durch die sukzessive Reduktion der N-terminalen kationischen Aminosauren auf 3 in Peptid M1a
blieb dieses B-Strang-Motiv nahezu unverandert. Bei einer weiteren Reduktion der kationischen
Aminosauren in Peptid N3 verkirzte sich dieses Motiv und war darlber hinaus lediglich in der zentralen
Peptidregion vertreten, wohingegen die N- und C-terminalen Bereiche unstrukturierte Konformationen
umfassten. Die weitere Verklrzung der Peptidsequenz auf 1 kationische Aminosaure resultierte in dem
Peptid N4, welches lediglich Uber einen geringen B-Strang-Anteil im zentralen Bereich verfligte. Vielmehr
zeigte sich, dass mit zunehmender Reduktion der Aminosduren der Anteil der unstrukturierten Bereiche
sowohl am N- als auch am C-Terminus anstieg. Im Vergleich dazu ergaben die errechneten
dreidimensionalen Strukturen der C-terminalen Truncation-Bibliothek eine nahezu identische Tendenz.
Analog zu N1 und N2 besaBen die Peptide C1 und C2 ein ausgedehntes B-Strang-Motiv, welches nahezu
die gesamte Sequenz umfasste. Ebenfalls pragten samtliche Peptide eine kleine unstrukturierte Region am
C-Terminus der jeweiligen Peptide aus. Analog zu N3 lieB das Peptid C3 ein verklrztes Motiv in der
mittleren Region erkennen, welches von zwei flexiblen Bereichen flankiert wurde. In Peptid N4 war dieses

Motiv weiter reduziert und vollstandig am N-terminalen Ende des Peptids lokalisiert.
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Abbildung 4.8: Grafische Darstellung der zeitabhangigen Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von
E. coli ML-35p in Abhangigkeit der Peptidsequenz der N- und C-terminalen Truncation-Bibliothek. Dargestellt sind die
Permeabilisierungszeiten der N- und C-terminalen Truncation-Bibliothek gegentber der duBeren und inneren Bakterienmembran
(n=4). Der schraffierte Bereich kennzeichnet den Zeitbereich welcher sich auBerhalb des analysierten Messzeitraums befand.
(A) Dargestellt ist die konzentrations- und zeitabhdngige Permeabilisierung der auBBeren Bakterienmembran. Die duBere Membran
wurde bei samtlichen analysierten Konzentrationen durch die Volllangenpeptide N1 und C1 in weniger als 40 min permeabilisiert.
Mit zunehmender Reduktion der kationischen Aminosduren an den C- bzw. N-terminalen Bereichen der Peptide erhéhten sich die
Permeabilisierungszeiten. Diese Zeiten waren bei den Peptiden N5 und C5, welche Uber keine kationischen Aminosauren an den
jeweiligen Termini verfligten, drastisch erhoht, was darin resultierte, dass innerhalb des analysierten Zeitbereichs lediglich
permeabilisierende Eigenschaften bei den beiden héchsten Konzentrationen festgestellt werden konnten. Eine weitere Reduktion der
Aminosauren flihrte zu Peptiden ohne nachweisbare permeabilisierende Eigenschaften. (B) Dargestellt ist die konzentrations- und
zeitabhangige Permeabilisierung der inneren Bakterienmembran. Im Vergleich zur auBeren Membran wurde die innere Membran
lediglich bei den beiden héchsten Konzentrationen von 16 und 32 pM permeabilisiert. Mit zunehmender Reduktion der kationischen
Aminosauren nahmen die Permeabilisierungszeiten ab, wodurch bei den Peptiden N5 und C5 keine antimikrobiellen Aktivitaten
mehr identifiziert werden konnten.

Bei der Betrachtung der biophysikalischen Eigenschaften der Peptide wurde ersichtlich, dass mit einer
Reduktion der kationischen Aminosauren eine entsprechende Reduktion der Nettoladung, sowie eine
entsprechende Erhdhung der  Gesamthydrophobizitdit  einhergingen. Hinsichtlich des
Hydrophobizitdtsmoments konnte beobachtet werden, dass dieses, basierend auf der Verkirzung der
Peptidsequenz, lediglich leicht variierte. Somit wurden Werte zwischen 0,236 und 0,400 ermittelt. Die
genauere Betrachtung der entsprechenden Helixrad-Projektion von Peptid M1a ergab, dass bei der
Auspragung einer hypothetischen a-Helix die kationischen und hydrophoben Aminosauren gleichmaBig
Uber die Helixoberflache verteilt waren und somit dieses Peptid keine amphipathische Struktur ausgebildet
hatte (Abbildung 4.7 B). Diese Tendenz konnte auch fir die anderen untersuchten artifiziellen Peptide

festgestellt werden.
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Abbildung 4.9: Dreidimensionale Peptidstruktur der N- und C-terminalen Truncation-Bibliothek. Die Berechnung erfolgte
unter Verwendung des ,PEP-FOLD web servers”, wobei den Berechnungen eine hydrophile Umgebung zugrunde gelegt wurde. Die
Sekundarstrukturmotive sind unter Verwendung von Bandermodellen dargestellt, wobei die blau markierten Sekundarstrukturen
B-Strang-Anordnungen reprasentieren und Bereiche ohne definierte Sekundarstruktur grau markiert sind. Die in den Motiven
integrierten Pfeilspitzen zeigen in die Richtung des C-Terminus. Samtliche Peptide wiesen ein B-Strang-Motiv auf. Wahrend dieses
bei den Volllangenpeptiden N1 und C1 nahezu die gesamte Peptidsequenz umfasste, konnte bei einer Reduktion der kationischen
Aminosauren eine Verklrzung festgestellt werden. Dadurch wurde bei den Peptiden N3 und C3, welche jeweils nur eine kationische
Aminosaure an ihren Termini besaBen ein deutlich reduziertes Motiv erkenntlich, welches sich im zentralen Bereich der
Peptidsequenz befand. Die Peptide N4 und C4 wiesen darlber hinaus ein weiter verklrztes Motiv auf.

4.1.4 Hydrophobe Region und Anordnung der Aminosauren

In Analogien zu den N- und C-terminalen Truncation-Bibliotheken wurde der Einfluss des zentralen
hydrophoben Bereichs auf die antimikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften der artifiziellen Peptide
untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine Peptidbibliothek angelegt, bei welcher der hydrophobe Bereich
mittels sukzessiver Reduktion der Aminosauren schrittweise verkirzt wurde. Als Vorlage fur die Bibliothek
wurde ebenfalls das zuvor charakterisierte Modellpeptid M1a verwendet, welches einen zentralen Bereich
von 5 hydrophoben Aminosauren besaB, welcher von jeweils 3 kationischen Aminosauren an den Termini
flankiert wurde. Bei den Ergebnissen wurde erkenntlich, dass das analysierte Vollldngenpeptid HT,
welches Uber 7 hydrophobe Aminosduren im zentralen Peptidbereich verfligte ausgepragte
antimikrobielle Eigenschaften aufwies, welche zu MIC-Werten von 8 und 1 uM flhrten (Tabelle 4.7,
Abbildung 4.10 A).
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Tabelle 4.7: Biophysikalische, antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften von Peptidbibliotheken fiir die Analyse
des hydrophoben Bereichs, sowie der Anordnung von kationischen und hydrophoben Aminosauren. Die Daten sind eine
reprasentative Zusammenfassung aus konzentrationsabhangigen Testreihen (n=4).

paptid Sequenz Eigenschaften MIC [uM] Zytot[oli(MJ.]zz.tat T;:;:g::{:.?;;le
H p z E. coli S. xylosus LDso MTK E. coli S. xylosus

H1 KRKILILILIKRK 0,486 0,054 6 8 1 >64 >64 >8 >64
Mla KRK ILILIKRK 0,256 0,290 6 8 2 >64 >64 >8 >32
H2 KRK LILIKRK 0,102 0,209 6 >64 16 >64 >64 n. a. >4
H3 KRK ILIKRK -0,008 0,045 6 >64 64 >64 >64 n. a. >1
H4 KRK LIKRK n. a. n.a. 6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
H5 KRK IKRK n. a. n. a. 6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
H6 KRK KRK n. a. n. a. 6 >64 16 >64 >64 n. a. >4
H7 KRK GKRK n. a. n. a. 6 >64 64 >64 >64 n. a. >1
H8 KRK GSGKRK -0,669 0,078 6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
Al RKRKLILILIKRKR 0,179 0,191 8 8 0,5 >64 >64 >8 >128
A2 KRKLILKRILIKRK 0,179 0,054 8 16 8 >64 >64 >4 >8
A3 RKLILKRKRILIKR 0,179 0,283 8 16 8 >64 >64 >4 >8
A4 KLILKRKRKRILIK 0,179 0,034 8 32 16 >64 >64 >2 >4
A5 LILKRKRKRKRILI 0,179 0,221 8 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.

Durch eine Reduktion der hydrophoben Aminosduren auf 4 in Peptid H2 wurden diese Aktivitdten
drastisch reduziert, woraus MIC-Werte von >64 und 16 M resultierten. Eine weitere Verklrzung der
hydrophoben Aminosauren flhrte zu einer weiteren Reduktion der antimikrobiellen Aktivitat. Wahrend
das Peptid H3 mit 3 hydrophoben Aminosauren noch eine geringe Aktivitat gegendber S. xylosus zeigte,
konnten bei der Analyse der Peptide H4 und H5 keine messbaren Aktivitaten mehr festgestellt werden.

Ebenfalls flhrte die Applikation der Peptide H6 und H7 nicht zu einer Inhibierung des bakteriellen
Wachstums von E. coli. Bei diesen Peptiden war jedoch eine Abweichung von der zuvor beobachteten
Tendenz festzustellen, welche sowohl bei den Modellpeptiden, als auch bei der N- und C-terminalen
Truncation-Bibliothek einheitlich war. Die artifiziellen Peptide H6 und H7, welche lediglich 6 kationische
Aminosauren, bzw. ein zentrales Glycin besaBen, lieBen eine Aktivitat gegenlber S. xylosus erkennen.
Wahrend das Peptid H5, welches eine zentrale hydrophobe Aminosaure besaB, keine antimikrobielle
Aktivitat gegentber S. xylosus auspragte, konnte das bakterielle Wachstum durch die Zugabe des Peptids
H6 bei einer Konzentration von 16 pM vollstandig inhibiert werden. Ebenso ergab sich, dass eine neutrale
Aminosaure im zentralen Bereich des Peptids H7 ebenfalls in einem Peptid mit antimikrobiellen
Eigenschaften gegeniber S. xylosus resultiert. Bei der Analyse der zytotoxischen Eigenschaften konnten
durch samtliche Peptide keine direkten Aktivitaten nach einer Einwirkzeit von 2 h ermittelt werden,
woraus sich LDse-Werte von >64 ergaben. Zudem fand keine Inhibierung oder Reduktion des Wachstums
der eukaryotischen Zellen statt, wodurch die Tendenz der errechneten therapeutischen Kennzahlen direkt
mit den antimikrobiellen Eigenschaften der Peptide korreliert. Demzufolge wurde fur E. coli der Wert >8

fur die Peptide H1 und M1a und Werte zwischen >64 und >1 flr S. xylosus berechnet.
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Abbildung 4.10: Grafische Darstellung der MIC-Werte in Abhédngigkeit des hydrophoben Bereichs und der
Sequenzanordnung. (A) Dargestellt sind die MIC-Werte der Peptidbibliotheken fir die Analyse des hydrophoben Bereichs, sowie
der Anordnung von kationischen und hydrophoben Aminosduren (n=4). Der schraffierte Bereich kennzeichnet den
Konzentrationsbereich welcher sich auBerhalb des analysierten Messbereichs befand. Wahrend das Volllangenpeptid H1 ausgepragte
antimikrobielle Eigenschaften mit MIC-Werten von 8 bzw. 0,5 uM fir E. coli und S. xylosus aufwies, wurden diese Aktivitaten mit
abnehmender Peptidlange stark verringert. Ein drastischer Anstieg der MIC-Werte lieB3 sich bei dem Peptid H2 fir E. coli beobachten,
wohingegen eine drastische Steigerung des MIC-Werts gegentiber S. xylosus bei Peptid H3 zu beobachten war. Peptide mit kirzen
Sequenzlangen besaBen keine nachweisbaren Aktivitaten gegentber E. coli. Lediglich die Peptide H6 und H7, welche Uber keine
hydrophoben, bzw. eine neutrale zentrale Aminosaure verflgten, lieBen MIC-Werte von 16 bzw. 64 puM gegenlber S. xylosus
erkennen. Bei der Analyse der Aminosaureanordnung konnte beobachtete werden, dass mit zunehmender Variation der Sequenz die
MIC-Werte anstiegen, was nach einer vollstandigen Invertierung der Peptidsequenz in Peptid A5 zu keinen nachweisbaren
antimikrobiellen Eigenschaften fihrte. (B) Dargestellt ist die Helixrad-Projektion des artifiziellen Peptids A2. Bei der Analyse wurde
ersichtlich, dass bei einer hypothetischen Auspragung einer a-helikalen Struktur die hydrophoben und kationischen Aminosauren
gleichmaBig Uber die Helixoberflache verteilt waren, was in einer nicht amphipathische Struktur resultiert hatte.

In Analogie zu der Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften aufgrund der Reduktion der
hydrophoben zentralen Aminosduren, konnte ebenso eine signifikante Veranderung der
permeabilisierenden Eigenschaften identifiziert werden (Tabelle 4.8). Hierbei wurde erkennbar, dass die
Peptide H1 und M1a die Membran von E. coli und S. xylosus permeabilisierten, wobei die effektiven
Konzentrationen flr eine 80 %ige Permeabilisierung der gesamten Bakterienpopulation bei S. xylosus
niedriger ausfielen als bei E. coli. Wahrend die Peptide H2 und H3, welche 4 bzw. 3 hydrophobe
Aminosauren im zentralen Bereich aufwiesen, keine Aktivitdten gegenlber E. coli besaBen, flhrten sie
dennoch zu einer Permeabilisierung der bakteriellen Membran von S. xylosus bei Konzentrationen von 25
bzw. 50 uM. Bezuglich E. coli wurde diese Tendenz bei den Versuchen hinsichtlich der Permeabilisierung
der duBeren und inneren Membran verifiziert (Tabelle 4.8, Abbildung 4.11). Es konnte festgestellt werden,
dass die Permeabilisierungszeiten gegenlber der auBeren Membran mit der Verklrzung der

Peptidsequenz zunahmen, was besonders gut bei niedrigen Konzentrationen zu beobachten war.
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Tabelle 4.8: Membran-permeabilisierende Eigenschaften von Peptidbibliotheken fiir die Analyse des hydrophoben
Bereichs, sowie der Anordnung von kationischen und hydrophoben Aminosauren. Die Daten sind eine Zusammenfassung
von konzentrations- und zeitabhdngigen Testreihen (n=4). Dargestellt sind die generellen permeabilisierenden Eigenschaften
gegenlber E. coli und S. xylosus, welche mittels Durchflusszytometrie ermittelt wurden. Angegeben ist die geringste Konzentration
(50 uM /25 uM / 5 uM) bei welcher eine Permeabilisierung von mehr als 80% der Bakterien zu beobachten war. Darliber hinaus ist
die zeitabhangige Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von E. coli ML-35p angegeben. Hierbei reprasentieren die
angegebenen Zeitpunkte eine 50 %ige Permeabilisierung.

reptid Permeabilisierung [pM] Permeabvi;)lnisEi.ercl:)nlgi d;Lr_3ésupBe[|;1e;n]Membran Permeabvi;)lnisEi.ercl:)nlgi d;Lr_3isn;e[r“::;n]Membran
E. coli S. xylosus 4 pM 8 pM 16 pM 32 pM 4 pM 8 pM 16 pM 32 pM
H1 50 5 26 20 19 17 >90 37 35 33
Mla 25 25 39 16 17 17 >90 >90 59 42
H2 >50 25 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
H3 >50 50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
H4 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
H5 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
H6 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
H7 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
H8 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
Al 25 5 26 21 17 16 >90 42 40 35
A2 >50 25 >90 >90 21 16 >90 >90 80 60
A3 >50 50 >90 >90 >90 17 >90 >90 >90 72
Ad >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
A5 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90

Das Peptid H1 flihrte bei einer Konzentration von 4 uM nach 26 min zu einer 50 %igen
Permeabilisierung, wohingegen durch das Peptid M1a, welches lediglich eine hydrophobe Aminosaure
weniger besaB, erst nach 39 min eine aquivalente Membranschadigung detektiert werden konnte. Diese
Tendenz konnte bei der Analyse der inneren Membranpermeabilisierung verifiziert werden, bei welcher
eine Konzentration von 16 uM nach 35 min zu einer Beschadigung der Bakterienmembran durch das
Peptid H1 flhrte, wohingegen durch die Applikation von M1a unter identischen Bedingungen erst nach
59 min eine 50 %ige Beschadigung erkennbar wurde. Darlber hinaus lieB H1 auch bei einer
Konzentration von 8 uM eine Permeabilisierung der inneren Bakterienmembran erkennen, wohingegen

die anderen Peptide diese innerhalb der untersuchten Messdauer von 90 min nicht aufwiesen.
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Abbildung 4.11: Grafische Darstellung der zeitabhangigen Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von
E. coli ML-35p in Abhingigkeit der Deletion der hydrophoben Aminosduren des zentralen Bereichs, sowie der
Verschiebung der kationischen und hydrophoben Aminosauren. Dargestellt sind die Permeabilisierungszeiten gegeniiber der
duBeren und inneren Bakterienmembran (n=4). Der schraffierte Bereich kennzeichnet den Zeitbereich welcher sich auBerhalb des
analysierten Messzeitraums befand. (A) Dargestellt ist die konzentrations- und zeitabhdngige Permeabilisierung der duBeren
Bakterienmembran. Die Membran wurde bei samtlichen analysierten Konzentrationen durch das Volllangenpeptid H1 in weniger als
27 min permeabilisiert. Mit zunehmender Reduktion der hydrophoben Aminosduren erhdhten sich die Permeabilisierungszeiten,
wodurch ab dem Peptid H2 mit 4 hydrophoben Aminosduren keine Beschadigungen der Membran mehr ersichtlich wurden. Eine
dhnliche Tendenz zeichnete sich bei der Verschiebung der hydrophoben Aminosduren ab. Hierbei stiegen die
Permeabilisierungszeiten ebenfalls mit der Variation der Peptidsequenz an, wodurch ab Peptid A4 keine Membranschadigung mehr
nachweisbar war. (B) Dargestellt ist die konzentrations- und zeitabhdngige Permeabilisierung der inneren Bakterienmembran. Im
Vergleich zu der auBeren Bakterienmembran wurde die innere Bakterienmembran lediglich durch die drei hchsten Konzentrationen
von 8, 16 und 32 uM des Peptids H1 permeabilisiert. In Analogie zu der &duBeren Bakterienmembran, stiegen die
Permeabilisierungszeiten mit der Reduktion der hydrophoben Aminosauren an, wodurch ab dem Peptid H2 mit 4 hydrophoben
Aminosauren keine permeabilisierenden Eigenschaften mehr erkennbar waren. Bei der Verschiebung der hydrophoben Aminosauren
konnte ein dhnliches Verhalten detektiert werden, was dazu flihrte, dass die Permeabilisierungszeiten mit zunehmender Variation
anstiegen, wodurch ab dem Peptid A4 keine Permeabilisierung mehr stattfand.

Entsprechend den zuvor berechneten dreidimensionalen Strukturen der anderen Peptidbibliotheken,
zeigte sich bei der Reduktion der hydrophoben Region eine dhnliche Tendenz. So konnte beobachtet
werden, dass die Peptide ebenfalls ein ausgepragtes B-Strang-Motiv umfassten, welches in Peptid H1
durch eine kleine flexible Region innerhalb des hydrophoben Peptidbereichs unterbrochen war (Abbildung
4.12). Das Peptid H2, mit lediglich 4 hydrophoben Aminosauren, besal3 in Analogie zu M1a ein
B-Strang-Motiv, welches nahezu die gesamte Peptidsequenz umfasste. Lediglich ein kleines Fragment
wurde am C-Terminus als flexible Region berechnet. Aufgrund der sukzessiven Reduktion der
hydrophoben Aminosauren auf 3 in Peptid H3 nahm der Anteil der flexiblen Regionen an den Termini zu
und das B-Strang-Motiv konnte lediglich im zentralen Peptidbereich festgestellt werden. Eine weitere
Reduktion der hydrophoben Aminosauren fihrte zu Peptiden mit vollig flexiblen Strukturen, wie es bei
dem Peptid H4 zu beobachten war. Hinsichtlich der biophysikalischen Eigenschaften ergab sich, dass mit
einer Reduktion der hydrophoben Aminosauren sowohl die Hydrophobizitat als auch das
Hydrophobizitatsmoment abnahmen, wohingegen die Nettoladung innerhalb der Bibliothek konstant
blieb (Tabelle 4.7).

Da sich sowohl bei der N- und C-terminalen, als auch der hydrophoben Truncation-Bibliothek die
biophysikalischen Eigenschaften, sowie die Sequenzlangen veranderten, wurde darlber hinaus eine
Bibliothek verwendet, bei welcher diese Parameter konstant blieben, jedoch die Anordnung der
Aminosauren variiert wurde. Als Vorlage wurde demzufolge das Peptid A1 verwendet, welches einen
zentralen Bereich von 6 hydrophoben Aminosduren sowie zwei flankierenden Regionen mit jeweils 4

kationischen Aminosauren umfasste. Im Zuge der Variation der Peptidbibliothek wurden diese
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hydrophoben Aminosauren schrittweise aus dem zentralen Bereich zu den Termini verlagert, wodurch
eine vollstandige Invertierung der hydrophoben und kationischen Aminosauren in Peptid A5 stattfand.
Hinsichtlich der antimikrobiellen Eigenschaften konnte festgestellt werden, dass mit zunehmender
Verschiebung der Aminosauren die MIC-Werte anstiegen (Tabelle 4.7, Abbildung 4.10 A). Wahrend das
Peptid A1 MIC-Werte von 8 und 0,5 uM aufwies, wurde das bakterielle Wachstum durch die Applikation
von Peptid A4 lediglich bei Konzentrationen von 32 und 16 pM vollstandig inhibiert. Die vollstandige
Invertierung der hydrophoben und kationischen Aminosauren in Peptid A5 resultiert in einem weiteren
Anstieg der MIC-Werte, wodurch keine antimikrobiellen Aktivitaten innerhalb des analysierten
Konzentrationsbereichs mehr identifiziert werden konnten. Analog zu den Peptiden H1 bis H8 konnten
bei der Analyse der Peptide A1 bis A5 keine zytotoxischen Eigenschaften detektiert werden, wodurch die
errechneten therapeutischen Kennzahlen ebenfalls direkt mit den MIC-Werten korrelierten. In Analogie zu
der Erhéhung der MIC-Werte, aufgrund der Verschiebung der hydrophoben und kationischen
Aminosauren, wurde eine Verringerung der permeabilisierenden Eigenschaften erkennbar, welche
ebenfalls mit der Sequenzvariation einherging (Tabelle 4.8, Abbildung 4.11). Wahrend A1 sowohl durch
permeabilisierende Eigenschaften gegeniiber der &duBeren und inneren Membran bei samtlichen
getesteten Konzentrationen gekennzeichnet war, konnte dies bei Peptid A3 lediglich bei 32 uM detektiert
werden. Eine weitere Verschiebung der Aminosauren flhrte dazu, dass keine Beschadigung der
bakteriellen Membran mehr festgestellt werden konnte. Im Vergleich zu den zuvor analysierten
Peptidbibliotheken resultierte die Variation der Aminosaureanordnung in einer deutlich starkeren
Verdanderung der errechneten dreidimensionalen Strukturen (Abbildung 4.12). So ergaben die
Berechnungen, dass das Peptid A1, dhnlich dem Peptid H1, Uber zwei separate B-Strang-Motive verfligte,
welche durch eine kleine flexible Region unterbrochen waren. Als Folge der schrittweisen Verschiebung
der Aminosauren wurde eine signifikante Veranderung der dreidimensionalen Struktur von Peptid H2
beobachtet, bei welcher ein a-helikales Motiv in Kombination mit zwei flexiblen flankierenden Regionen
erkennbar wurde. Die genauere Analyse ergab, dass sowohl die hydrophoben als auch die kationischen
Aminosauren in diesem Motiv auf unterschiedlichen Helixoberflachen lokalisiert waren, was anhand der
Helixrad-Projektion sichtbar wurde (Abbildung 4.10 B). Dementsprechend entstand keine Separation der
hydrophoben und kationischen Aminosauren, woraus sich demzufolge keine amphipathische Struktur
ergab. Dies spiegelte sich ebenfalls in einer signifikanten Reduktion des Hydrophobizitatsmoments wider
(Tabelle 4.7). Eine weitere Verschiebung der Aminosauren in den Peptiden A3 und A4 flhrte zu jeweils
zwei separaten antiparallelen B-Strang-Motiven. Die vollstandige Invertierung der Primarsequenz in Peptid
A5 ging mit einer flexiblen dreidimensionalen Struktur einher, bei welcher keine charakteristischen

Strukturmotive mehr vorhanden waren.
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Abbildung 4.12: Darstellung der dreidimensionalen Peptidstruktur der Peptidbibliotheken flir die Analyse des
hydrophoben Bereichs, sowie der Anordnung von kationischen und hydrophoben Aminosauren. Die Berechnung erfolgte
unter Verwendung des ,PEP-FOLD web servers”, wobei den Berechnungen eine hydrophile Umgebung zugrunde gelegt wurde. Die
Sekundarstrukturmotive sind unter Verwendung von Bandermodellen dargestellt. Die blau markierten Bereiche reprasentieren
B-Strang-Motive, die rot markierten Bereiche a-Helices und Bereiche ohne definierte Sekundérstruktur sind grau markiert. Die in den
Sekundarstrukturmotiven integrierten Pfeilspitzen zeigen in die Richtung des C-Terminus. Des Volllangenpeptid H1 war durch zwei
separate B-Strang-Motive charakterisiert, welche durch einen kurzen flexiblen Bereich separiert waren. Durch die Reduktion der
hydrophoben Aminosauren im zentralen Peptidbereich veranderte sich die Struktur zu einem kontinuierlichen B-Strang in den
Peptiden M1a und H2, welcher nahezu die gesamte Sequenz umfasste. Durch eine weitere Reduktion der Aminosauren in Peptid H3
konnte eine Reduktion des Motivs festgestellt werden, welches ab einer Anzahl von 2 hydrophoben Aminosauren in Peptid H4 nicht
mehr nachweisbar war. Die Variation der Anordnung der hydrophoben und kationischen Aminosauren lie3 eine deutlich andere
Tendenz erkennen. Wahrend das Volllangenpeptid A1 zwei B-Strang-Motive aufwies, fihrte die sukzessive Verschiebung der
Aminosauren zunachst zu der Auspragung einer a-helikalen Struktur in Peptid A2 und anschlieBend zu einem antiparallelen, aus
zwei separaten B-Strangen bestehenden Motiv, welches in Peptid A4 besonders ausgepragt war. Die vollstéandige Invertierung der
Aminosauresequenz in Peptid A5 resultierte in einer vollstandig flexiblen Konformation, bei welcher keine charakteristischen
Sekundarstrukturmotive nachweisbar waren.

—

4.1.5 Partielle Nettoladung am C-Terminus

Aufgrund der Tatsache, dass die vorangegangenen Analysen der Peptidbibliotheken gezeigt haben, dass
die antimikrobiellen Eigenschaften sowohl von der Anzahl der hydrophoben bzw. kationischen
Aminosauren, als auch von deren Positionierung innerhalb der Peptidsequenz abhangig waren, wurden
darlber hinaus auch die Auswirkungen der Nettoladung am C-Terminus untersucht. Zu diesem Zweck
wurde eine Substitutionsbibliothek generiert, bei welcher die C-terminzlen kationischen Aminosauren
sukzessiv durch anionische Aminosduren substituiert wurden. Hierbei wurde das artifizielle Peptid D5,
welches einen zentralen hydrophoben Bereich bestehend aus 5 Isoleucinen, sowie zwei flankierende
Bereiche mit jeweils 5 Lysinen besaB, als Vorlage verwendet. Die Substitution der kationischen
Aminosauren wurde auf zweierlei Arten durchgefihrt, zum Einen erfolgte sie direkt am C-Terminus und
zum Anderen direkt an den hydrophoben Bereich angrenzend. Bei den Ergebnissen lie sich beobachten,
dass das Peptid D5, welches als Bibliotheksvorlage diente und lediglich kationische und hydrophobe
Aminosauren besaB, durch antimikrobielle Eigenschaften gekennzeichnet war, welche das bakterielle
Wachstum von E. coli und S. xylosus bei Konzentrationen von 16 und 2 pM vollstandig inhibierten (Tabelle
4.9). Aufgrund der Substitution des C-terminalen Lysins durch Asparaginsaure in Peptid D4 verringerten
sich diese Werte auf 32 und 16 pM. Eine weitere Substitution flhrte in den Peptiden D3 bis D1 zu einer
stetigen Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften. Lediglich das Peptid D3 besaR bei 32 uM noch
inhibierende Eigenschaften gegenlber S. xylosus, wohingegen das bakterielle Wachstum durch die
Applikation der Peptide D2 und D1 bis zu einer Konzentration von 64 pM nicht beeintrachtigt wurde. In
Analogie dazu resultierte die Substitution der an den hydrophoben Bereich angrenzenden kationischen

Aminosauren ebenfalls in der Reduktion der antimikrobiellen Aktivitaten. So fihrte die Substitution eines
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Lysins in Peptid D6 mit Asparaginsaure zu einer Erhohung der MIC-Werte von 16 und 2 uM auf 32 und 16
uM. Ahnlich den Peptiden D3 bis D1 ergab eine weitere Substitution die stetige Erhdhung der MIC-Werte,
wodurch ab einer Substitution von 3 Lysinen in dem Peptid D7 keine antimikrobiellen Eigenschaften mehr
detektiert werden konnten. Aufgrund der Tatsache, dass samtliche analysierten Peptide keine
nachweisbaren zytotoxischen oder zytostatischen Eigenschaften besaBen, korrelierten, wie in einigen
Fallen zuvor, die errechneten therapeutischen Kennzahlen direkt mit den antimikrobiellen Eigenschaften.
Dementsprechend wurden Werte zwischen >2 und >4 flr E. coli und Werte zwischen >4 und >32 fir

S. xylosus errechnet.

Tabelle 4.9: Biophysikalische, antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften der C-terminalen Asparaginsaure
Substitutions-Bibliothek. Die Daten sind eine reprasentative Zusammenfassung aus konzentrationsabhangigen Testreihen (n=4).

paptid Sequen Eigenschaften MIC [uM] Zytot[o:MJ.]znat T;:;:g::{:.?;;le
H n z E. coli S. xylosus LDsgo MTK E. coli S. xylosus
D1 KKKKKIIIIIDDDDD 0,013 0,258 0 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
D2 KKKKKIIIIIKDDDD -0,001 0,265 2 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
D3 KKKKKIIIIIKKKDD -0,031 0,265 6 >64 32 >64 >64 n. a. >2
D4 KKKKKIIIIIKKKKD -0,045 0,258 8 32 16 >64 >64 >2 >4
D5 KKKKKIIIIIKKKKK -0,060 0,271 10 16 2 >64 >64 >4 >32
D6 KKKKKIIIIIDKKKK -0,045 0,264 8 32 16 >64 >64 >2 >4
D7 KKKKKIIIIIDDDKK -0,016 0,264 4 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
D8 KKKKKIIIIIDDDDK -0,001 0,271 2 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.

Hinsichtlich der generellen Membran-permeabilisierenden Eigenschaften wurde erkennbar, dass das
Peptid D5 sowohl die gramnegative als auch die grampositive Bakterienmembran permeabilisierte, wobei
eine Konzentration von 25 uM fir eine Beschadigung der Membran bei 80 % der bakteriellen Population
von E. coliund 5 uM bei S. xylosus notwendig war (Tabelle 4.10). Diese Tendenz konnte ebenfalls anhand
der detaillierten Analyse der auBeren und inneren Membranpermeabilisierung beobachtet werden. Hierbei
ergab sich, dass die duBere Membran selbst bei einer Konzentration von 4 uM permeabilisiert wurde,
wohingegen die Beschadigung der inneren Membran lediglich bei Konzentrationen von =8 pM
beobachtet werden konnte. Als Folge der Substitution der C-terminalen kationischen Aminosauren
konnte eine Reduktion der permeabilisierenden Eigenschaften der Peptide D4 und D6 festgestellt werden,
welche lediglich bei den durchflusszytometrischen Experimenten beobachtet werden konnte. Weitere
Substitutionen resultierten in Analogie zu der Erhéhung der MIC-Werte in Peptiden ohne nachweisbare

membranschadigende Wirkung.
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Tabelle 4.10: Membran-permeabilisierende Eigenschaften der C-terminalen Asparaginsdure Substitutions-Bibliothek. Die
Daten sind eine Zusammenfassung von konzentrations- und zeitabhdngigen Testreihen (n=4). Dargestellt sind die generellen
permeabilisierenden Eigenschaften gegenliber E. coli und S. xylosus, welche mittels Durchflusszytometrie ermittelt wurden.
Angegeben ist die geringste Konzentration (50 pM / 25 uyM / 5 pM) bei welcher eine Permeabilisierung von mehr als 80% der
Bakterien zu beobachten war. Darliber hinaus ist die zeitabhangige Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von E. coli
ML-35p angegeben. Hierbei reprasentieren die angegebenen Zeitpunkte eine 50 %ige Permeabilisierung.

peptid Permeabilisierung [pM] Permeabvi;)lnisEi.ercl:)nlgi dMeLr_355upBe[rme;1n]Membran Permeabvialnis}i.e?:lgi d;Lr-3i5npne[rmeinn]Membran
E. coli S. xylosus 4 pM 8 pM 16 pM 32 M 4 pM 8 puM 16 pM 32 M
D1 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
D2 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
D3 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
D4 50 25 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
D5 25 5 32 29 28 26 >90 68 66 59
D6 50 25 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
D7 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
D8 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90

Ahnlich der Variation bei den antimikrobiellen Eigenschaften zeichneten sich bei der Analyse der
errechneten dreidimensionalen Peptidstrukturen eine ahnlich starke Abhangigkeit von der Anzahl der
Aminosauresubstitutionen ab (Abbildung 4.13). Wahrend das Peptid D5 ein zentrales B-Strang-Motiv
aufwies, welches von zwei flexiblen Regionen flankiert wurde, fihrten die Substitutionen der
C-terminalen kationischen Aminosauren zu Strukturen mit groBtenteils antiparallelen Ausrichtungen. So
umfassten insbesondere die Peptide D1, D2, D3, D7 und D8 Motive, bei welchen die C-terminalen
anionischen Aminosauren mit den N-terminalen kationischen Aminosauren interagierten, wodurch stabile
antiparallele Strukturmotive entstanden. Im Gegensatz dazu lieB sich anhand der Analyse der Peptide D6
und D4, welche lediglich eine anionische Aminosaure im C-terminalen kationischen Bereich der
Peptidsequenz besaBen, feststellen, dass deren Strukturmotive durch weniger antiparallelen Charakter
und mehr flexible Regionen gepragt waren. Neben diesen starken Variationen hinsichtlich der
strukturellen Eigenschaften resultierten die sukzessiven Substitutionen der kationischen Aminosauren
lediglich in der Reduktion der effektiven Nettoladung der Peptide, wohingegen deren Hydrophobizitaten
und Hydrophobizitdtsmomente keine Korrelation zu den durchgefiihrten Substitutionen zeigten und

innerhalb der Peptidbibliothek nahezu konstant blieben.
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Abbildung 4.13: Darstellung der dreidimensionalen Peptidstruktur der C-terminalen Asparaginsdure Substitutions-
Bibliothek. Die Berechnung erfolgte unter Verwendung des ,PEP-FOLD web servers”, wobei den Berechnungen eine hydrophile
Umgebung zugrunde gelegt wurde. Die Sekundarstrukturmotive sind unter Verwendung von Bandermodellen dargestellt. Die blau
markierten Bereiche reprasentieren B-Strang-Motive, die rot markierten Bereiche o-Helices und Bereiche ohne definierte
Sekundarstruktur sind grau markiert. Die in den Sekundarstrukturmotiven integrierten Pfeilspitzen zeigen in die Richtung des
C-Terminus. Das Peptid D5, welches lediglich kationische und hydrophobe Aminosduren umfasste, wies ein zentrales B-Strang-Motiv
auf, welches von zwei flexiblen Regionen flankiert wurde. Die Peptide D6 und D4, bei welchen eine anionische Aminosdure im
C-terminalen kationischen Bereich substituiert wurde, lieBen schwach ausgepragte antiparallele Strukturen erkennen, welche
hauptsachlich durch flexible Regionen charakterisiert waren. Im Gegensatz dazu verfigten die Peptide D1, D2, D3, D7 und D8 (ber

deutlich stabilere antiparallele Strukturmotive, welche auf der Interaktion der N-terminalen kationischen Aminosauren und der
substituierten C-terminalen anionischen Aminosauren beruhten.

D3

4.1.6 Peptid-Komposition

Aufgrund der Tatsache, dass die biophysikalischen Eigenschaften unterschiedlicher hydrophober oder
kationischer Seitenketten untereinander stark variieren, wurde eine Substitutionsbibliothek verwendet, um
den Einfluss einzelnen Aminosauren auf die antimikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften zu
untersuchen. Hierbei wurden Peptide generiert, welche Uber einen aus finf hydrophoben Aminosauren
bestehenden zentralen Bereich verfligten, welcher von jeweils drei kationischen Aminosauren flankiert
wurde. Bei der Komposition der einzelnen Bereiche wurden in dieser Peptidbibliothek stets identische
Aminosauren verwendet und entsprechende kombinatorische Substitutionen durchgefihrt, welche die
zwei kationischen Aminosauren Lysin und Arginin, sowie die vier hydrophoben Aminosauren Isoleucin,
Leucin, Valin und Phenylalanin umfassten. Bei den Ergebnissen wurde ersichtlich, dass die beiden Peptide
S9 und S10, deren zentraler hydrophober Bereich durch neutrale Glycine substituiert wurde, keine
wachstumsinhibierenden Eigenschaften bis einschlieBlich zu einer Konzentration von 64 uM erkennen
lieBen (Tabelle 4.11). Im Gegensatz dazu resultierte die Applikation sémtlicher anderer Peptide, die sowohl
Uber eine zentrale hydrophobe Region als auch zwei flankierende kationische Regionen verfligten, in der
vollstandigen Inhibierung des Wachstums beider analysierter Bakterien. Es konnte beobachtet werden,
dass die ermittelten MIC-Werte stark variierten und durch die jeweiligen Aminosauresubstitutionen
beeinflusst wurden. So wurden wachstumsinhibierende Eigenschaften gegenitber E. coli in einem
Konzentrationsbereich zwischen 4 und 64 uM festgestellt, wohingegen fir die Inhibierung des
Wachstums von S. xylosus Konzentrationen zwischen 0,5 und 8 pM ausreichend waren. Bei der
detaillierteren Betrachtung der einzelnen Substitutionen und deren Einfluss auf die antimikrobiellen
Eigenschaften wurde ersichtlich, dass die aus Arginin bestehenden Peptide S1, S3, S5 und S7 geringere

oder identische MIC-Werte im Vergleich zu den entsprechenden Lysin beinhaltenden Peptiden
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offenbarten. Die einzige Ausnahme reprasentierte das Peptid S2 mit einem MIC-Werte von 0,5 gegenlber
S. xylosus, welcher im Vergleich zu dem dazu korrespondierenden Peptid S1 um das 4-fache verringert

war.

Tabelle 4.11: Biophysikalische, antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften der Substitutionsbibliothek fiir die
Analyse der Peptidkomposition. Die Daten sind eine reprasentative Zusammenfassung aus konzentrationsabhangigen Testreihen
(n=4).

peptid sequenz Eigenschaften MIC [pM] Zytot[oli;ql]z:.tat Tzzg:ggztlig?e
H B z E. coli S. xylosus LDsg MTK E. coli S. xylosus

S1 RRRIIIIIRRR 0,267 0,293 6 8 2 >64 64 (>8) (>32)
S2 KKKIIIIIKKK 0,278 0,291 6 8 0,5 >64 >64 >8 >128
S3 RRRLLLLLRRR 0,222 0,281 6 8 1 >64 64 (>8) (>64)
S4 KKKLLLLLKKK 0,233 0,280 6 16 8 >64 >64 >2 >4
S5 RRRVVVVVRRR 0,004 0,228 6 32 2 >64 >64 >2 >32
S6 KKKVVVVVKKK 0,015 0,226 6 64 8 >64 >64 >1 >8
S7 RRRFFFFFRRR 0,263 0,291 6 4 0,5 >64 32 (>16) (>128)
S8 KKKFFFFFKKK 0,274 0,290 6 16 4 >64 >64 >4 >16
S9 KKKGGGGGKKK -0,540 0,090 6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.
S10 RRRGGGGGRRR -0,551 0,092 6 >64 >64 >64 >64 n. a. n. a.

Die starkeren antimikrobiellen Eigenschaften der Arginin-enthaltenden Peptide konnten ebenfalls bei den
Membran-permeabilisierenden Eigenschaften beobachtet werden (Tabelle 4.12). Wahrend die Peptide S1
und S2 adhnliche Aktivitaten und nahezu identische Permeabilisierungszeiten besal3en, konnten bei den
anderen Peptidpaaren deutlich starkere Variationen beobachtet werden. Der drastischste Unterschied
konnte hierbei bei der Analyse der Peptide S7 und S8 nachgewiesen werden. Wahrend das
Lysin-enthaltende Peptid S8 schwache permeabilisierende Eigenschaften gegendber beiden Organismen
besalB, resultierte die Applikation des Arginin-enthaltenden Peptids in einer duBeren und inneren
Membranpermeabilisierung bei Konzentrationen von =8 pM in weniger als 15 bzw. 40 min. Bei den
Analysen hinsichtlich der zytotoxischen Eigenschaften konnte keine direkte Beschadigung der
eukaryotischen Zellen beobachtet werden (Tabelle 4.11). Jedoch flhrten die Peptide S1, S3 und S7 bei
Konzentrationen von 32 bzw. 64 pM zu einer Inhibierung des Wachstums Uber einen Zeitraum von
4 Tagen, weshalb deren korrespondierende therapeutische Kennzahlen nur eingeschrankte Glltigkeit
besaBen. Vergleichbare Aktivitaten konnten bei den anderen Peptiden nicht identifiziert werden, weshalb
diese als biologisch kompatibel eingestuft wurden und somit deren therapeutische Kennzahlen direkt mit

den antimikrobiellen Eigenschaften korrelierten.
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Tabelle 4.12: Membran-permeabilisierende  Eigenschaften der Substitutionsbibliothek fiir die Analyse der
Peptidkomposition. Die Daten sind eine Zusammenfassung von konzentrations- und zeitabhangigen Testreihen (n=4). Dargestellt
sind die generellen permeabilisierenden Eigenschaften gegenlber E. coli und S. xylosus, welche mittels Durchflusszytometrie
ermittelt wurden. Angegeben ist die geringste Konzentration (50 uM / 25 pM / 5 uM) bei welcher eine Permeabilisierung von mehr
als 80% der Bakterien zu beobachten war. Darliber hinaus ist die zeitabhangige Permeabilisierung der duBeren und inneren
Membran von E. coli ML-35p angegeben. Hierbei reprasentieren die angegebenen Zeitpunkte eine 50 %ige Permeabilisierung.

reptid Permeabilisierung [pM] Permeabvi;)lnisEi.ercl:)nlgi dMeLr_355upBe[rme;1n]Membran Permeabvi;)lnisEi.ercl:)nlgi d;Lr_3isn;e[r“::;n]Membran
E. coli S. xylosus 4 pM 8 pM 16 pM 32 pM 4 pM 8 pM 16 pM 32 pM
S1 25 25 25 24 22 19 >90 63 61 56
S2 25 5 26 23 21 21 >90 62 58 51
S3 50 25 >90 32 22 15 >90 >90 >90 83
S4 50 50 >90 >90 >90 24 >90 >90 >90 90
S5 50 25 >90 >90 >90 19 >90 >90 >90 >90
S6 >50 >50 >90 >90 >90 31 >90 >90 >90 >90
S7 25 25 >90 14 13 9 >90 39 37 34
S8 50 50 >90 >90 >90 20 >90 >90 >90 64
S9 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90
S10 >50 >50 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90 >90

Ein deutlich weniger einheitliches Verhalten konnte anhand der Analyse der zentralen hydrophoben
Aminosauren und deren Einfluss auf die antimikrobiellen Eigenschaften festgestellt werden. Die
Substitution von Isoleucin mit Leucin in den Peptiden S1 und S3 resultierte in nahezu identischen
MIC-Werten von 8 und 2 pM, bzw. 8 und 1 pM, obwohl die permeabilisierenden Eigenschaften
gegenuber der duBeren und inneren Bakterienmembran von E. coli ML-35p aufgrund der Substitution
deutlich reduziert wurden. Die Substitution mit Valin in dem Peptid S5 flhrte hingegen zu einer deutlich
drastischeren Reduktion der antimikrobiellen Aktivitat, wodurch eine Erhéhung der MIC-Werte auf 32 und
2 UM  festgestellt werden konnte. Darlber hinaus verringerten sich ebenfalls die
Membran-permeabilisierenden Eigenschaften, wodurch lediglich bei einer Konzentration von 32 pM die
auBere Membran beschadigt wurde. Die innere Membran blieb in dem analysierten Zeitraum hingegen
vollstandig intakt. AbschlieBend resultierte die Substitution mit Phenylalanin in Peptid S7 in der
Verringerung der MIC-Werte auf 4 und 0,5 pM, sowie zu verklrzten Permeabilisierungszeiten im
Vergleich zu S1.

In Analogie dazu flhrte die Substitution der hydrophoben Aminosauren in den Lysin-enthaltenden
Peptiden zu vergleichbaren, wenn auch nicht immer identischen Tendenzen. So resultierte die Substitution
der Isoleucine in Peptid S2 mit Leucinen in Peptid S4 in einer Erhohung der MIC-Werte um das 2-fache
gegenuber E. coli bzw. das 6-fache gegenlber S. xylosus. Dazu korrespondierend verringerten sich
ebenfalls die permeabilisierenden Eigenschaften, wodurch fur eine effektive Beschadigung der
gramnegativen und grampositiven Membran eine Erhéhung der Konzentration auf 50 pM nétig war.
Ebenso konnten Beschadigungen der auBeren und inneren Bakterienmembran lediglich bei einer
Konzentration von 32 pM festgestellt werden. In Analogie zu den Arginin-enthaltenden Peptiden
resultierte die Substitution mit der hydrophoben Aminosaure Valin in dem Lysin-enthaltenden Peptid S6 in
einer drastischen Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften, wodurch die MIC-Werte auf 64 und 8 pM
anstiegen und permeabilisierende Eigenschaften lediglich gegenlber der duBeren Bakterienmembran bei

der hochsten analysierten Konzentration nachgewiesen werden konnten. Die Substitution mit
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Phenylalanin in Peptid S8 resultierte lediglich in einer schwachen Steigerung der antimikrobiellen
Eigenschaften im Vergleich zu dem Valin-enthaltenden Peptid S6. Hierbei wurden MIC-Werte von 16 und
4 uM in  Kombination mit leichten Membran-permeabilisierenden Eigenschaften ersichtlich.
Zusammenfassend lieB sich bei den Substitutionen feststellen, dass die hydrophobe Aminosaure Isoleucin
in Kombination mit der kationischen Aminosaure Lysin bzw. die hydrophcbe Aminosaure Phenylalanin in
Kombination mit der kationischen Aminosaure Arginin, zu den ausgepragtesten antimikrobiellen
Eigenschaften flhrte. Bei der Analyse der biophysikalischen Eigenschaften wurde ersichtlich, dass
entsprechend dem generellen Peptidaufbau die Nettoladung innerhalb der Peptidbibliothek identisch
blieb. Ferner waren die Ergebnisse lediglich durch geringfligige Variationen hinsichtlich der
Hydrophobizitaten gekennzeichnet, welche den vorgenommenen Substitutionen entsprachen. Lediglich
die beiden Peptide S5 und S6, in deren zentralem Bereich die hydrophobe Aminosaure Valin verwendet
wurde, besaBen geringere Gesamthydrophobizitdten. Bei den Hydrophobizitdtsmomenten lieB sich
erkennen, dass diese keine Abhangigkeit von den durchgeflihrten Substitutionen besaBen und innerhalb
der analysierten Peptidbibliothek nahezu identisch blieben. Bei der Analyse der errechneten
dreidimensionalen Strukturen war festzustellen, dass diese mit der errechneten Struktur des Peptids M1a
korrelierten und aufgrund der vorgenommenen Substitutionen keine signifikanten Variationen induziert
wurden. Lediglich die Phenylalanin-enthaltenden Peptide S7 und S8 waren durch einen kurzen, flexiblen
Bereich innerhalb der hydrophoben Region gekennzeichnet, welcher das B-Strang-Motiv unterbrach.
Wahrend samtliche antimikrobiell wirksamen Peptide Uber ahnliche Strukturen verfligten, konnten bei der
Analyse der Peptide S9 und S10, deren zentrale hydrophobe Region mit neutralen Aminosauren

substituiert wurde, ausschlieBlich unstrukturierte und flexible Sekundarstrukturen beobachtet werden.

S/
S )

Abbildung 4.14: Dreidimensionale Peptidstruktur der Substitutionsbibliothek fiir die Analyse der Peptidkomposition.
Die Berechnung erfolgte unter Verwendung des , PEP-FOLD web servers”, wobei den Berechnungen eine hydrophile Umgebung
zugrunde gelegt wurde. Die Sekundarstrukturmotive sind unter Verwendung von Bandermodellen dargestellt, wobei die blau
markierten Sekundarstrukturen B-Strang-Anordnungen reprasentieren und Bereiche ohne definierte Sekundarstruktur grau markiert
sind. Die in den Sekundarstrukturmotiven integrierten Pfeilspitzen zeigen in die Richtung des C-Terminus. Sémtliche Peptide
umfassten ein nahezu identisches B-Strang-Motiv. Lediglich die Phenylalanin-enthaltenden Peptide S7 und S8 besaBen eine kurze
unstrukturierte Region innerhalb des zentralen hydrophoben Bereichs.
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4.1.7 Optimierte Peptidsequenz und Behandlung von kontaminierten

Zellkulturen

Basierend auf den vorangegangenen Experimenten hinsichtlich der Anzahl und Position der kationischen
und hydrophoben Aminosauren sowie der Gesamtkomposition der artifiziellen Peptide wurde eine
optimierte Peptidsequenz abgeleitet und hinsichtlich der antimikrobiellen, zytotoxischen und
biophysikalischen Eigenschaften charakterisiert. Das Peptid O1 bestand aus einer zentralen Region mit
6 Isoleucinen, welche von jeweils 3 Lysinen flankiert wurden. Alternativ dazu wurde das Peptid 02
generiert, welches Uber eine identische Sequenz verfligte, dessen C-Terminus jedoch amidiert wurde, um
die Nettoladung des Peptids zu erhohen und gleichzeitig die negative Ladung am C-Terminus zu
entfernen. Bei der Analyse der antimikrobiellen Eigenschaften ergaben sich MIC-Werte von 8 und 0,5 pM
fir das Peptid O1, wohingegen die C-terminale Amidierung in Peptid O2 zu einer Reduktion dieser
MIC-Werte auf 4 und 0,25 puM, und somit zu einer Steigerung der antimikrobiellen Aktivitat fUhrte
(Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13: Biophysikalische, antimikrobielle und zytotoxische Eigenschaften der beiden optimierten antimikrobiellen
Peptide O1 und O2. Die Daten sind eine reprasentative Zusammenfassung aus konzentrationsabhangigen Testreihen (n=4).

. Zytotoxizitat Therapeutische
Eigenschaften MIC [pM]
Peptid Sequenz [uM] Kennzahl ()
H p z E. coli S. xylosus LDsgo MTK E. coli S. xylosus
01 KKKIIIIIIKKK 0,405 0,170 6 8 0,5 >64 >64 >8 >128
02 KKKIIIIIIKKK-NH2 n. a. n. a. 8 4 0,25 >64 >64 >16 >256

Dazu korrespondierend konnten starke Membran-permeabilisierende Eigenschaften gegeniber dem
grampositiven als auch dem gramnegativen Bakterium bei Konzentrationen von 25 bzw. 5 pM durch die
Applikation des Peptids O1 detektiert werden (Tabelle 4.14). Analog zu der Reduktion der MIC-Werte
durch die C-terminale Amidierung in Peptid 02 zeigte sich ebenfalls eine Steigerung der
permeabilisierenden Eigenschaften gegendber E. coli, wodurch die effektive Konzentration von 25 pM auf
5 pM verringert werden konnte. Wahrend die Amidierung zu einer Reduktion der wirksamen
Konzentrationen flihrte konnten jedoch keine Unterschiede hinsichtlich der Permeabilisierungszeiten der
auBeren und inneren Bakterienmembran von E. coli ML-35p festgestellt werden. Prinzipiell konnten selbst
bei der geringsten analysierten Konzentration von 4 uM Beschadigungen gegentber der duBeren als auch
der inneren Bakterienmembran nachgewiesen werden. Wahrend die Permeabilisierung der duBeren
Membran je nach verwendeter Konzentration in einem Zeitraum zwischen 17 und 24 min stattfand, war
die Permeabilisierung der inneren Membran um ca. 20 min verzogert, was in Permeabilisierungszeiten

zwischen 36 und 41 min resultierte.
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Tabelle 4.14: Membran-permeabilisierende Eigenschaften der beiden optimierten antimikrobiellen Peptide O1 und O2.
Die Daten sind eine Zusammenfassung von konzentrations- und zeitabhangigen Testreihen (n=4). Dargestellt sind die generellen
permeabilisierenden Eigenschaften gegenlber E. coli und S. xylosus, welche mittels Durchflusszytometrie ermittelt wurden.
Angegeben ist die geringste Konzentration (50 pM / 25 uM / 5 uM) bei welcher eine Permeabilisierung von mehr als 80% der
Bakterien zu beobachten war. Dariber hinaus ist die zeitabhdngige Permeabilisierung der duBeren und inneren Membran von E. coli
ML-35p angegeben. Hierbei reprasentieren die angegebenen Zeitpunkte eine 50 %ige Permeabilisierung.

svs s Permeabilisierung der auBeren Membran Permeabilisierung der inneren Membran
. Permeabilisierung [uM] von E. coli ML-35p [min] von E. coli ML-35p [min]
Peptid
E. coli S. xylosus 4 uM 8 pM 16 uM 32 pM 4 puM 8 uM 16 pM 32 pM
01 25 5 23 21 19 17 41 39 39 39
02 5 5 24 22 18 18 40 38 36 36

Neben den antimikrobiellen Eigenschaften konnte zusatzlich festgestellt werden, dass sowohl das Peptid
01, als auch die amidierte Variante O2 keine nachweisbaren zytotoxischen Eigenschaften innerhalb des
analysierten Konzentrationsbereichs besaBen (Tabelle 4.13). Die daraus abgeleiteten therapeutischen
Kennzahlen korrelierten somit direkt mit den antimikrobiellen Eigenschaften und ergaben mit Werten von
>8 und >16 gegenlber E. coli sowie >128 und >256 gegenlber S. xylosus die hdchsten errechneten
Kennzahlen aller analysierten artifiziellen und natdrlich vorkommenden Peptide. Bei der Analyse der
biophysikalischen Eigenschaften und der errechneten dreidimensionalen Peptidstrukturen wurde
ersichtlich, dass das Peptid O1, ebenso wie etliche Peptide in den zuvor analysierten Bibliotheken, durch
ein ausgedehntes B-Strang-Motiv gekennzeichnet war, welches nahezu die gesamte Peptidsequenz
umfasste und lediglich eine kleine flexible Region am C-Terminus erkennen lieB (Abbildung 4.15 A-C).
Dieses Motiv besaBB weiterhin keine Abhangigkeit von dem der Berechnung zugrunde liegenden
Algorithmus und blieb auch bei der Berechnung in einer hydrophoben Umgebung unverdandert. Ferner
konnte anhand der hypothetischen Helixrad-Projektion beobachtet werden, dass sowohl die kationischen
als auch hydrophoben Aminosauren gleichmaBig Uber die Helixoberflache verteilt waren, wodurch keine
Auspragung einer amphipathischen Struktur stattgefunden hatte (Abbildung 4.15 D). Dies spiegelte sich

auch in dem mit 0,170 errechneten Hydrophobizitdtsmoment wider (Tabelle 4.13).

Abbildung 4.15: Dreidimensionale Peptidstruktur des antimikrobiellen Peptids O1 und seine Helixrad-Projektion.
Dargestellt ist die berechnete dreidimensionale Peptidstruktur des antimikrobiellen Peptids O1. Die Berechnung erfolgte in einer
(A) hydrophilen Umgebung unter Verwendung des ,PEP-FOLD web servers”, sowie in einer (B) hydrophilen als auch
(C) hydrophoben Umgebung mittels des ,PEPstr Peptide Tertiary Prediction web servers”. Die Sekundarstrukturmotive sind unter
Verwendung von Bandermodellen dargestellt, wobei die blau markierten Sekundéarstrukturen B-Strang Anordnungen reprasentieren
und Bereiche ohne definierte Sekundarstruktur grau markiert sind. Die in den Sekundarstrukturmotiven integrierten Pfeilspitzen
zeigen in die Richtung des C-Terminus. Die Berechnete Struktur ergab ein B-Strang-Motiv, welches unabhangig von dem
verwendeten Algorithmus als auch der Kalkulation zugrunde liegenden Umgebung war. (D) Dargestellt ist die Helixrad-Projektion
des antimikrobiellen Peptids O1. Bei der Analyse wurde ersichtlich, dass bei einer hypothetischen Auspragung einer o-helikalen
Struktur die hydrophoben und kationischen Aminosauren gleichmaBig Uber die Helixoberflache verteilt waren, wodurch sich keine
amphipathische Struktur ausgepragt hatte.
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Aufgrund der Tatsache, dass das optimierte Peptid O1 Uber ausgepragte antimikrobielle Eigenschaften in
Kombination mit biologisch kompatiblen Eigenschaften verfligte, wurde seine Fahigkeit zur selektiven
Permeabilisierung der bakteriellen Membran in einer Mischkultur von S. xylosus und U-937 Zellen bzw.
L-929 Zellen analysiert. Hierbei war nachweisbar, dass selbst in einer Mischkultur die selektiven
permeabilisierenden Eigenschaften des antimikrobiellen Peptids O1 erhalten blieben (Abbildung 4.16).
Wahrend durch die Applikation des Peptids Melittin sowohl die Membranen der Pro-, als auch Eukaryoten
beschadigt wurden, konnten durch die Applikation des Peptids O1 in hohen Dosen keine
permeabilisierenden Eigenschaften gegenlber den Eukaryoten detektiert werden. AuBerdem war zu
beobachten, dass die mit Melittin behandelten Zellen starke morphologische Veranderungen aufwiesen,
wohingegen die mit O1 inkubierten U-937 Zellen hinsichtlich ihrer morphologischen Eigenschaften

unverandert blieben.

Abbildung 4.16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von kontaminierten U-937 Kulturen. Dargestellt sind die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von U-937 Kulturen, welche im Vorfeld mit S. xylosus kontaminiert und denen
anschlieBend das antimikrobielle Peptid Melittin bzw. O1 zugegeben wurde. Fir die Verifizierung der Membranpermeabilitat wurde
der membranundurchléssige  Fluoreszenzfarbstoff — Propidiumiodid  verwendet. (A)  Uberlagerung der licht- und
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme einer mit 50 uM Melittin behandelten Mischkultur. (C) Separate fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme korrespondierend zu (A), deren Fluoreszenzsignal verstarkt wurde, um die schwach fluoreszierenden Bakterien besser
detektieren zu kénnen. Bei der Applikation des antimikrobiellen Peptids Melittin zu Mischkulturen von U-937 Zellen und S. xylosus
lieB sich eine starke permeabilisierende Aktivitdt gegeniiber der eu- und prokaryotischen Membran feststellen. Darlber hinaus
wiesen die eukaryotischen Zellen deutliche morphologische Veranderungen auf. (B) Uberlagerung der licht- und
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme einer mit 50 yM O1 behandelten Mischkultur. (D) Separate fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme korrespondierend zu (B), deren Fluoreszenzsignal verstarkt wurde, um die schwach fluoreszierenden Bakterien besser
detektieren zu kénnen. Bei der Applikation des antimikrobiellen Peptids O1 zu den Mischkulturen konnten selektive
permeabilisierende Eigenschaften festgestellt werden. Wahrend die bakteriellen Membranen maBgebliche Beschadigungen erkennen
lieBen, konnte keine Beeintrachtigung der Membranintegritat der U-937 Zellen beobachtet werden.
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Analog dazu ergaben die Analysen der Mischkulturen von L-929 Zellen und Bakterien &hnliche Ergebnisse
(Abbildung 4.17). Bei der qualitativen fluoreszenzmikroskopischen Analyse konnte festgestellt werden,
dass die Applikation des Peptids Melittin zu einer signifikanten Permeabilisierung der pro- und
eukaryotischen Membranen flhrte. Ebenso wie bei den U-937 Zellen fiihrte dies zu morphologischen
Veranderungen. Im Gegensatz dazu resultierte die Applikation des Peptids O1 in einer selektiven
Permeabilisierung der in der Mischkultur enthaltenen Bakterien. Ferner konnten bei den L-929 Zellen
keine Veranderungen hinsichtlich der Morphologie festgestellt werden. Durch eine verlangerte
Inkubationszeit von 6 h konnten darlber hinaus in der mit Melittin behandelten Mischkultur weder

Zellteilung noch Bakterienwachstum beobachtet werden (Abbildung 4.18).

0 pm

C

Abbildung 4.17: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von kontaminierten L-929 Kulturen. Dargestellt sind die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von L-929 Kulturen, welche im Vorfeld mit S. xylosus kontaminiert und denen anschlieBend
das antimikrobielle Peptid Melittin bzw. O1 zugegeben wurde. Fir die Verifizierung der Membranpermeabilitdt wurde der
membranundurchlassige  Fluoreszenzfarbstoff ~ Propidiumiodid ~ verwendet.  (A)  Uberlagerung der  licht- und
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme einer mit 50 uM Melittin behandelten Mischkultur. (C) Separate fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme korrespondierend zu (A), deren Fluoreszenzsignal verstarkt wurden, um die schwach fluoreszierenden Bakterien besser
detektieren zu kénnen. Bei der Analyse konnten starke permeabilisierende Eigenschaften gegentiber den L-929 Zellen als auch den
Bakterien detektiert werden. Darlber hinaus wiesen die eukaryotischen Zellen morphologische Veranderungen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen auf. (B) Uberlagerung der licht- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme einer mit 50 pM Melittin
behandelten Mischkultur. (D) Separate fluoreszenzmikroskopische Aufnahme korrespondizrend zu (B), cleren Fluoreszenzsignal
verstarkt wurde, um die schwach fluoreszierenden Bakterien besser detektieren zu konnen. Bei der Analyse konnten selektive
Membran-permeabilisierende Eigenschaften des antimikrobiellen Peptids O1 festgestellt werden.

In Analogie dazu wurde ebenfalls das bakterielle Wachstum bei den mit O1 behandelten Mischkulturen
inhibiert, wohingegen jedoch die L-929 Zellen durch eine kontinuierliche Zellteilung gekennzeichnet
waren, bei welcher sie die Gblichen Stadien einer adharenten Zellkultur durchliefen und als Folge dessen

sich in Richtung einer konfluent gewachsenen Zellkultur weiter entwickelten (Abbildung 4.18). Bei der
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genaueren Analyse konnten keine Einschrankungen der Adhasion oder Zellteilung durch die Anwesenheit

des antimikrobiellen Peptids O1 festgestellt werden.

Abbildung 4.18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von kontaminierten L-929 Kulturen nach 6 h. Dargestellt sind die
Uberlagerungen der licht- und fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von (A) L-929 Zellen, (B) L-929 Zellen in Kombination mit
Bakterien, (C) L-929 Zellen in Kombination mit Bakterien und 50 uM Melittin, sowie (D) L-929 Zellen in Kombination mit Bakterien
und 50 pM O1 nach einer Inkubation von jeweils 6 h. Die Analysen ergaben, dass durch die Zugabe des antimikrobiellen Peptids
Melittin zu der Mischkultur sowohl die eukaryotischen, als auch prokaryotischen Membranen permeabilisiert wurden. Im Gegensatz
dazu konnte durch die Applikation des Peptids O1 eine selektive Beschadigung der bakteriellen Membranen festgestellt werden.
Dartber hinaus zeigte sich, dass die Eukaryoten, welche Uber einen Zeitraum von 6 h dem antimikrobiellen Peptid O1 ausgesetzt
waren, die normalen Zyklen einer eukaryotischen Zellkultur durchliefen und keine Einschrdnkungen hinsichtlich der Adhasion oder
des Teilungsverhaltens beobachtet werden konnte.

Diese Ergebnisse wurden zudem durch quantitative Analysen verifiziert. Hierbei wurden, in Analogie zu
den qualitativen Experimenten, Mischkulturen von U-937 Zellen und S.  xylosus mittels
durchflusszytometrischer ~ Messungen zu  verschiedenen  Zeitpunkten hinsichtlich ihrer
Organismuskonzentration, als auch ihrer Membranpermeabilitdit untersucht (Abbildung 4.19).
Diesbezuglich wurde ersichtlich, dass ohne den Zusatz eines antimikrobiellen Peptids nach 2 h sowohl die
Rein- als auch die Mischkultur der U-937 Zellen sowie die darin enthaltenden Bakterien Uber intakte
Membranen verflgten. Ferner konnte festgestellt werden, dass sowohl die Konzentration der Eu- als auch
Prokaryoten im Vergleich zur Anfangskonzentration erhéht war. Im Vergleich dazu flhrte die Inkubation
der Mischkultur mit dem antimikrobiellen Peptid Melittin zu einer Reduktion der Anzahl an Bakterien und
Zellen mit intakten Membranen. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass bei beiden analysierten
Konzentrationen das antimikrobielle Peptid Melittin die Membran beider Organismen permeabilisierte. In

diesem Zusammenhang konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die Konzentration der Bakterien
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lediglich zu einem geringen MaB von der Anfangskonzentration abwich und im Vergleich zur
Negativkontrolle deutlich reduziert war. Im Gegensatz dazu flhrte die Inkubation der Mischkultur mit
beiden Konzentrationen des optimierten Peptids O1 zu einer selektiven Permeabilisierung der bakteriellen
Membran, wohingegen die eukaryotischen Zellen keine Beschadigungen aufwiesen. Hinsichtlich der
gemessenen Organismuskonzentrationen wurde ersichtlich, dass die Bakterienmenge im Vergleich zu den
korrespondierenden Proben, welche mit Melittin inkubiert wurden, leicht erhéht war und einen deutlich
groBeren Unterschied zu der Anfangskonzentration besaB. Eine verlangerte Inkubation der Mischkulturen
flr weitere 96 h ergab, dass bei den Zellen der Negativkontrolle Wachstum stattfand (Abbildung 4.19 B).
So konnte eine Erhdhung der Zellzahl der U-937 Zellen von ca. 1,2 x 10°% Zellen/ml auf
ca. 3,5 x 108 Zellen/ml in der Reinkultur festgestellt werden. Die Mischkultur war hingegen durch einen
starken Anstieg der Bakterienkonzentration auf tber 50 x 10° Bakterien/ml gekennzeichnet, wodurch
neben den Bakterien keine eukaryotischen Zellen detektiert werden konnten. Die Inkubation der
Mischkultur mit dem antimikrobiellen Peptid Melittin resultierte in Bakterien und Eukaryoten mit
permeabilisierten Membranen, deren Konzentrationen im Vergleich zur Ausgangskonzentration verringert
waren. Im Vergleich dazu konnte bei den mit dem Peptid O1 inkubierten Mischkulturen eine selektive
Inhibierung des bakteriellen Wachstums beobachtet werden. Nach einer Inkubationszeit von 96 h konnten
lediglich Bakterien mit beschadigten Membranen detektiert werden, wohingegen die Eukaryoten keine
Membranpermeabilisierung erkennen lieBen. Ferner wurde eine deutlich erhohte Zellkonzentration im

Vergleich zu der Anfangskonzentration detektiert.
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Abbildung 4.19: Quantitative, durchflusszytometrische Analyse von mit antimikrobiellem Peptid behandelten
Mischkulturen. Dargestellt ist die konzentrationsabhangige Differenzierung der U-937 Zellen und S. xylosus, anhand von
Fluoreszenzeigenschaften, welche mittels einer Lebend-Tot Farbung realisiert wurden (n=4). Die Konzentrationen wurden unter
Verwendung interner Kalibrierpartikel errechnet. (A) Dargestellt ist die Differenzierung der einzelnen Populationen nach einer
Inkubation von 2 h. Die Inkubation mit dem antimikrobiellen Peptid Melittin resultierte in einer signifikanten Permeabilisierung der
eu- und prokaryotischen Membranen, wohingegen die Applikation des optimierte Peptids O1 durch eine selektive Permeabilsierung
der bakteriellen Membran charakterisiert war. (B) Dargestellt ist die Differenzierung der einzelnen Populationen nach einer
Inkubation von 96 h. Nach einer Inkubation von 96 h wiesen die Negativkontrollen eine starke Erhéhung der
Organismuskonzentrationen auf. Bei den mit Melittin inkubierten Mischkulturen konnte beobachtet werden, dass beide Organismen
Uber permeabilisierte Membranen verfligten und deren Konzentration zudem keine Erhohung im Vergleich zur Startkonzentration
aufwies. Im Vergleich dazu resultierte die Inkubation der Mischkultur mit dem antimikrobiellen Peptid O1 in einer selektiven
Permeabilisierung der bakteriellen Membran und einer damit verbundenen Inhibierung des Wachstums, wohingegen die Population
der eukaryotischen Zellen durch eine starke Zunahme der Organismuskonzentration gekennzeichnet war.
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4.2 Antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen

4.2.1 Kovalente Modifikation

Antimikrobielle Peptide verfligen Uber ein breites antimikrobielles Wirkspektrum, dessen charakteristische
antimikrobielle Wirkung auf der direkten Permeabilisierung der bakteriellen Membran, oder aber der
Inhibierung von essenziellen zelluldren Prozessen beruht. In vielen Fallen verfligen sie Uber biologisch
kompatible Eigenschaften, weshalb sie aussichtsreiche Kandidaten fir die Entwicklung von antimikrobiell
wirkenden Oberflachen darstellen. Jedoch gehen ihre charakteristische Interkation mit den bakteriellen
Membranen in vielen Fallen mit einer Veranderung der Konformation oder aber einer Aggregation
mehrere Peptide einher. AuBerdem finden oftmals Veranderungen der Orientierung relativ zur bakteriellen
Membran statt. Demzufolge koénnen ihre antimikrobiellen Aktivitdten aufgrund einer kovalenten
Immobilisierung maBgeblich beeintrachtigt werden, weshalb ihre Aktivititen in Losung und im
immobilisierten Zustand nicht zwangslaufig miteinander einhergehen. Im Zuge der Entwicklung von
kovalenten, Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen wurden mehrere reprasentative
antimikrobielle Peptide mittels verschiedener chemischer Reaktionen an Modelloberflachen immobilisiert,
um die antimikrobiellen Aktivitaten genauer zu untersuchen. AuBerdem wurde der Einfluss der
Immobilisierungsstrategie auf die relative Menge der immobilisierten Peptide und die daraus resultierende
Variation der antimikrobiellen Aktivitdt untersucht. Ferner wurden die zytotoxischen Eigenschaften der

antimikrobiellen Peptide im l6slichen und immobilisierten Zustand evaluiert.

4.2.1.1 Quantifizierung von immobilisierten antimikrobiellen Peptiden

Fir die relative Quantifizierung der antimikrobiellen Peptide im immobilisierten Zustand wurden zwei
verschiedene Methoden verwendet, welche entweder auf der charakteristischen Reaktion mit
sequenzinternen Argininen oder aber mit sequenzinternen Lysinen beruhten. Zur Charakterisierung der
verwendeten  Quantifizierungsmethoden wurden zunachst Kalibrierungsmessungen in  Ldsung
durchgefiihrt, um einerseits die Sensitivitat und andererseits die Quantifizierbarkeit einzelner Peptide zu
analysieren. Hierbei zeigte sich, dass sowohl die PHQ Methode, als auch die Quantifizierung mittels
Epicocconone dazu verwendet werden konnte, um eine relative Quantifizierung der antimikrobiellen
Peptide, innerhalb des relevanten Konzentrationsbereichs, zu realisieren (Abbildung 4.20). Jedoch konnte
unter Verwendung der PHQ Methode lediglich das antimikrobielle Peptid Protamin hinreichend genau
quantifiziert werden, wohingegen die anderen analysierten Peptide nur sehr schlecht detektiert werden
konnten (Abbildung 4.20 A). Dies spiegelte sich auch in den dazu korrespondierenden linearen
Korrelationskoeffizienten wider, welche mit weniger als 0,770 deutlich geringer ausfielen als der des
antimikrobiellen Peptids Protamin mit 0,959. Im Vergleich dazu konnten bei der Quantifizierung der
antimikrobiellen Peptide in Losung mittels Epicocconone deutlich bessere Korrelationen zwischen den
Peptidkonzentrationen und den relativen Fluoreszenzen ermittelt werden (Abbildung 4.20 B). Dies

resultierte in Korrelationsfaktoren zwischen 0,990 und 0,997. DarUtber hinaus konnte beobachtet werden,
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dass die Varianz der Fluoreszenzintensititen Peptid-Ubergreifend deutlich geringer ausfiel als bei der PHQ
Methode. Aufgrund der besseren Reproduzierbarkeit und der geringeren Abhangigkeit von der
Primadrsequenz der analysierten Peptide, wurde fir die relative Quantifizierung der an der Oberflache

immobilisierten antimikrobiellen Peptide die Epicocconone Methode verwendet.
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Abbildung 4.20: Relative Peptidquantifizierung verschiedener antimikrobieller Peptide in Losung unter Verwendung der
PHQ und Epicocconone Methode. (A) Dargestellt ist die relative Peptidquantifizierung von funf gelésten antimikrobiellen Peptiden
unter Verwendung der PHQ Methode, sowie die aus den Messungen errechneten linearen Regressionen (n=4). Wahrend bei den
Analysen der Protaminkonzentration ein linearer Zusammenhang zwischen der relativen Fluoreszenz und der eingesetzten
Konzentration zu beobachten war, woraus sich ein Korrelationskoeffizient von 0,959 errechnete, wiesen die anderen Peptide
deutlich geringer ausgepragte Korrelationen auf. So lieBen diese Peptide lediglich eine geringe Abhdngigkeit des Fluoreszenzsignals
von der eingesetzten Peptidkonzentration erkennen, was sich auch in den Korrelationskoeffizienten widerspiegelte, deren Werte
unterhalb von 0,770 lagen. (B) Dargestellt ist die relative Peptidquantifizierung von flinf geldsten antimikrobiellen Peptide unter
Verwendung der Epicocconone Methode, sowie die aus den Messungen errechneten linearen Regressionen (n=4). Samtliche Peptide
besaBen eine Abhangigkeit des Fluoreszenzsignals von der analysierten Peptidkonzentration, wodurch Korrelationsfaktoren zwischen
0,990 und 0,997 errechnet wurden.

Fir die Analyse der relativen Oberflaichenbeladung wurde das antimikrobielle Peptid BMAP-27 mittels
verschiedener chemischer Reaktionen auf planen Oberflachen immobilisiert (Abbildung 4.21 A). Hierbei
ergab sich ein asymptotischer Anstieg der relativen immobilisierten Peptidmenge in Abhangigkeit der
verwendeten Immobilisierungskonzentration. Prinzipiell waren samtliche Oberflachen durch einen starken
Anstieg der immobilisierten Peptidmenge bei steigenden Immobilisierungskonzentrationen gepragt, was
in einer Sattigung bei hohen Immobilisierungskonzentrationen resultierte. Insbesondere wurden
signifikante Unterschiede hinsichtlich der relativen immobilisierten Peptidmenge unter Verwendung
verschiedener Immobilisierungsstrategien deutlich. Wahrend die Auspragung einer Schiff'schen Base,
durch die Kondensation der an der Oberflache befindlichen funktionellen Aldehyde und der in den
antimikrobiellen Peptiden enthaltenen Amine, in einer maximalen relativen Oberflachenbeladung von
0,95 im Vergleich zu der verwendeten NHS-Modifikation resultierte, fihrte die Verwendung einer PDITC-
bzw. Epoxy-Modifikation zu einer relativen Peptidbeladung von 2,7 bzw. 2,3. Basierend auf dem
asymptotischen  Kurvenverlauf  der  immobilisierten  Peptidmenge  wurden  ebenfalls  die
Immobilisierungskonzentrationen errechnet, bei welchen eine 90 %ige Beladung der Oberflache mit
antimikrobiellem Peptid realisiert wurde. Diesbezliglich ergaben sich Konzentrationen von 14,7 uM fir die
mit NHS, 25,4 uM fir die mit Aldehyden, 41,1 uM fir die mit PDITC und 47,1 uM fur die mit Epoxiden
modifizierten Oberflachen. Zur weiteren Verifizierung der relativen immobilisierten Peptidmenge, wurde

das antimikrobielle Peptid BMAP-27 C-terminal mit einem Fluorophor modifiziert und ebenfalls auf
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samtlichen Oberflachen immobilisiert und die korrespondierende Fluoreszenz quantifiziert (Abbildung
4.21 B). Hierbei zeigte sich eine nahezu identische Abhangigkeit der relativen immobilisierten
Peptidmenge von der verwendeten Immobilisierungskonzentration und der verwendeten chemischen
Oberflachenmodifikation, im Vergleich zu der Quantifizierung mit Epicocconone. Lediglich bei geringen
Immobilisierungskonzentrationen lieBen sich leichte Abweichungen feststellen, welche jedoch keine

signifikante Auswirkung auf die maximale Beladungsdichte besaBen.
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Abbildung 4.21: Relative Quantifizierung von immobilisiertem BMAP-27 auf verschiedenen modifizierten Oberflichen
unter Verwendung der Epicocconone Methode, sowie unter Verwendung eines peptidinternen Fluorophores. (A)
Dargestellt sind die Epicocconone-basierten, relativen Peptidquantifizierungen von BMAP-27, welches mittels unterschiedlicher
chemischer Reaktionsstrategien immobilisiert wurde, sowie die aus den Messungen errechneten asymptotischen Regressionen (n=4).
Samtliche Peptide wiesen eine Abhdngigkeit der relativen immobilisierten Peptidmenge von der verwendeten
Immobilisierungskonzentration auf, welche einem asymptotischen Kurvenprofil entsprach. Hierbei resultierten jedoch
unterschiedliche Oberflaichenmodifikationen flr die kovalente Immobilisierung in unterschiedlichen maximalen Beladungsdichten.
Wahrend die Verwendung von Aldehyd- und NHS-Modifikationen in relativen maximalen Peptidbeladungen von 0,95 und 1,0
resultierten, fUhrte die Verwendung von PDITC- und mit Epoxy-Modifikationen zu relativen immobilisierten Peptidmengen von 2,7
bzw. 2,3. (B) Dargestellt sind die relativen Peptidquantifizierungen von fluoreszenzmarkiertem BMAP-27, welches mittels
verschiedener chemischer Reaktionen immobilisiert wurde. Fir die Quantifizierung wurde der peptidinterne Fluorophor Alexa 647
des BMAP-27-Derivats verwendet. Die Ergebnisse lieBen eine nahezu identische Abhédngigkeit der relativen immobilisierten
Peptidmenge von der Immobilisierungskonzentration, im Vergleich zu den Epicocconone-basierten Quantifizierungen, erkennen.

4.2.1.2 Antimikrobielle Oberflacheneigenschaften

Fir die Evaluierung der antimikrobiellen Eigenschaften der generierten Peptid-basierten
Oberflachenbeschichtungen wurden zunachst die antimikrobiellen Aktivitaten der Peptide in Ldsung
untersucht und hinsichtlich  ihrer  minimalen inhibitorischen  Konzentration, sowie ihrer
Membran-permeabilisierenden Eigenschaften gegenlber E. coli charakterisiert. Zusatzlich wurden die
beiden Antibiotika Ampicillin und Polymyxin B als Referenzproben verwendet. Anhand der gemessenen
MIC-Werte wurde ersichtlich, dass samtliche analysierten Peptide und Antibiotika Uber eine generelle
antimikrobielle Aktivitat verfligten (Tabelle 4.15). Diesbeztiglich wurden MIC-Werte zwischen 1 und 8 pM
far die analysierten antimikrobiellen Peptide ermittelt, wobei BMAP-27 das bakterielle Wachstum bereits
bei einer Konzentration von 1 pM vollstandig inhibierte und somit die ausgepragtesten antimikrobiellen
Eigenschaften aufwies. Im Vergleich dazu resultierte die Applikation der analysierten Antibiotika in einer
vollstandigen Inhibierung des bakteriellen Wachstums bei der geringsten analysierten Konzentration von
0,25 pM. In Analogie zu den MIC-Werten besaB BMAP-27 ebenfalls die ausgepragteste

Membran-permeabilisierende  Aktivitdét  gegenlber E.  coli, was in  einer effektiven
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Permeabilisierungskonzentration von 2 pM resultierte, bei welcher wenigstens 80 % der Bakterien durch
eine signifikante Reduktion der Membranintegritat charakterisiert waren. Im Vergleich dazu fihrte die
Applikation der antimikrobiellen Peptide LL-37 und Melittin zu einer effektiven Permeabilisierung der
bakteriellen Membran bei Konzentrationen von 8 bzw. 32 pM. Im Gegensatz dazu demonstrierten die
beiden Peptide Protamin und Buforin Il eine vollstindige Inhibierung des bakteriellen Wachstums bei
Konzentrationen von 2 bzw. 8 uM. Deren Applikation resultierte jedoch in keiner Permeabilisierung der
bakteriellen Membran innerhalb des analysierten Konzentrationsbereichs. Im Vergleich dazu konnten
ebenfalls  unterschiedliche  Eigenschaften  der  getesteten  Antibiotika  hinsichtlich  ihrer
Membran-permeabilisierenden  Eigenschaften identifiziert werden. Wahrend die Applikation von
Polymyxin B bereits bei einer Konzentration von 1 puM in einer effektiven Permeabilisierung der
bakteriellen Membran resultierte, konnte durch die Interaktion des Antibiotikums Ampicillin mit den
Bakterien keine signifikante Membranschadigung innerhalb des analysierten Konzentrationsbereichs

festgestellt werden.

Tabelle 4.15: Biophysikalische, antimikrobielle und Membran-permeabilisierende Eigenschaften antimikrobieller Peptide
gegeniiber E. coli. Die Daten sind eine reprasentative Zusammenfassung von konzentrationsabhangigen Testreihen (n=4). Die
Membranpermeabilisierung wurde anhand von durchflusszytometrischen Messungen ermittelt, bei welchen Konzentrationen
zwischen 0,25 und 64 pM analysiert wurden. Angegeben ist die geringste Konzentration, bei welcher mindestens 80 % der
Bakterien eine signifikante Beschadigung der Membran aufwiesen.

80 % Membran-

Peptid Sequenz H n zZ mIc [Eu.M]coli permeab[i'LMisierung
uM]
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 0,201 0,521 6 4 8
BMAP-27 GRFKRFRKKFKKLFKKLSPVIPLLHLG 0,380 0,456 10 1 2
Melittin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 0,511 0,394 5 8 32
Polymyxin B n. a. n. a. n. a. n. a. <0,25 1
Buforin II TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK 0,210 0,367 6 2 >64
Protamin MPRRRRSSSRPVRRRRRPRVSRRRRRRGGRRR -0,454 0,086 20 8 >64
Ampicillin n. a. n. a. n. a. n. a. <0,25 >64

Fur die Analyse der antimikrobiellen Eigenschaften der zuvor charakterisierten Peptide im immobilisierten
Zustand, wurden Peptid-basierte Oberflachenbeschichtungen unter Verwendung verschiedener
chemischer Reaktionen generiert. Die daraus resultierenden antimikrobiellen Eigenschaften waren durch
erhebliche Unterschiede hinsichtlich der Membran-permeabilisierenden Eigenschaften als auch der
Reduktion von koloniebildenden Einheiten gekennzeichnet (Abbildung 4.22, Tabelle 4.16). Die beiden
verwendeten Antibiotika, welche mittels einer NHS-basierten Reaktionschemie immobilisiert wurden,
verflgten im immobilisierten Zustand Uber vollstandig unterschiedliche Aktivitaten. Wahrend die mit
Polymyxin B modifizierten Oberflachen zu einer nahezu vollstandigen Permeabilisierung der bakteriellen
Population in Kombination mit einer Reduktion der koloniebildenden Einheiten um mehr als
3 Zehnerpotenzen flihrten, konnten durch die Interaktion der Bakterien mit den Ampicillin-modifizierten
Oberflachen weder permeabilisierende noch wachstumsinhibierende Aktivitaten beobachtet werden.
Somit entsprachen die antimikrobiellen Aktivitdten der Ampicillin-modifizierten Oberflachen denen der
unbehandelten  oder chemisch inaktivierten  Oberflachen. Zudem konnten anhand der

durchflusszytometrischen Messungen maBgebliche Differenzen bei den bakteriellen Konzentrationen nach
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der Interaktion mit den modifizierten Oberflachen detektiert werden. Wahrend die Interaktion mit den
Polymyxin B-modifizierten Oberfldchen in einer Bakterienkonzentration von 1,1 x 10° Bakterien/ml
resultierte und somit lediglich in einer leichten Erhéhung im Verglich zu der anfanglichen
Bakterienkonzentration von 0,95 x 10°% Bakterien/ml, verzeichneten die mit Ampicillin modifizierten
Oberflachen mit 1,9 x 10° Bakterien/ml eine ca. 2-fache Erhohung der Bakterienkonzentration im

Vergleich zur Startkonzentration.
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Abbildung 4.22: Membran-permeabilisierende Eigenschaften von immobilisierten antimikrobiellen Peptiden. Dargestellt
ist die Differenzierung unterschiedlicher Populationen von E. coli anhand von Fluoreszenzeigenschaften, welche mittels einer Lebend-
Tot Farbung in  Kombination mit durchflusszytometrischen Messungen ermittelt wurden (n=4). Ferner sind die
Gesamtkonzentrationen angegeben, welche unter Verwendung eines Partikel-basierten internen Kalibrierungssystems errechnet
wurden. (A) Dargestellt sind die Permeabilisierungen der bakteriellen Membran von E. coli aufgrund der Interaktion mit
immobilisierten  antimikrobiellen  Peptiden, welche unter Verwendung von NHS-modifizierten Oberflachen mit einer
Immobilisierungskonzentration von 140 uM generiert wurden. Die Peptide wiesen unterschiedliche permeabilisierende Eigenschaften
hinsichtlich der bakteriellen Membran auf. Wahrend die Interaktion mit LL-37-, BMAP-27- und Polymyxin B-modifizierten
Oberflachen in bakteriellen Populationen mit permeabilisierten Membranen resultierte, flihrte eine Interaktion mit Protamin-,
Buforin Il- und Ampicillin-modifizierten Oberflachen zu keinen signifikanten Beschadigungen. Die mit dem antimikrobiellen Peptid
Melittin modifizierten Oberfldchen besaBen im Vergleich zu den LL-37-, BMAP-27- und Polymyxin B-modifizierten Oberflachen
geringere permeabilisierende Eigenschaften. (B) Dargestellt sind die Permeabilisierungen der bakteriellen Membran von E. coli
aufgrund der Interkation mit den Inkubationslberstanden der Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen. Bei der
Analyse der Inkubationsiberstande konnten keine permeabilisierenden Eigenschaften festgestellt werden, wodurch lediglich
Bakterien mit intakten Membranen detektiert wurden. Darlber hinaus waren samtliche bakterielle Populationen durch eine
signifikante Erhohung der Bakterienkonzentration im Vergleich zur Startkonzentration gekennzeichnet.

Ahnliche Ergebnisse konnten auch bei den mittels NHS-basierter Reaktionschemie immobilisierten
Peptiden beobachtet werden (Abbildung 4.22, Tabelle 4.16). Hierbei resultierte die Interaktion der
Bakterien mit den LL-37- oder BMAP-27-modifizierten Oberflachen in einer Reduktion der
koloniebildenden Einheiten von mehr als 3 Zehnerpotenzen in Kombination mit einer signifikanten
Permeabilisierung von mehr als 90 % der Bakterien. Im Vergleich dazu resultierte die Interaktion der
Bakterien mit den Melittin-modifizierten Oberflachen in einer deutlich geringeren antimikrobiellen
Aktivitat, wodurch eine Reduktion der koloniebildenden Einheiten von einer Zehnerpotenz und eine
Permeabilisierung der Bakterienmembran bei ca. 49 % der Mikroorganismen detektiert werden konnte.
Darliber hinaus konnten anhand durchflusszytometrischer Messungen Differenzen bezlglich der
gesamten Bakterienkonzentration beobachtet werden. So resultierte die Interaktion mit den
BMAP-27-und LL-37-modifizierten Oberflachen in einer Reduktion der Bakterienkonzentration um ca. 45
bzw. 63 %, wohingegen bei den Melittin-modifizierten Oberflachen eine leichte Erhéhung auf

1,1 x 108 Bakterien/ml im Vergleich zu der Ausgangskonzentration detektiert werden konnte. Im Vergleich
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dazu lieB die Interaktion der Bakterien mit den Protamin- und Buforin lI-modifizierten Oberflachen eine
deutlich andere Tendenz erkennen. Es konnten weder wachstumsinhibierende noch permeabilisierende
Eigenschaften durch die an der Oberflache immobilisierten antimikrobiellen Peptide beobachtet werden.
Aufgrund zytometrischer Messungen konnte lediglich die Erhéhung der Bakterienkonzentration auf 1,5
bzw. 1,7 x 10° Bakterien/ml festgestellt werden. Eine ahnliche Tendenz konnte auch bei den
Peptid-basierten Oberflachenbeschichtungen beobachtet werden, welche unter Verwendung einer
Aldehyd-basierten Kondensationsreaktion modifiziert wurden (Tabelle 4.16). Diesbezlglich konnte
ebenfalls eine nahezu vollstdndige Permeabilisierung der bakteriellen Population durch die Interaktion mit
den BMAP-27-, LL-37- sowie den Polymyxin B-modifizierten Oberflichen nachgewiesen werden. Ebenso
war eine Reduktion der koloniebildenden Einheiten im Vergleich zu unbehandelten oder inaktivierten
Oberflachen um mehr als 3 Zehnerpotenzen erkennbar. In Analogie zu der verwendeten NHS-basierten
Reaktionschemie, resultierte die Verwendung einer Aldehyd-basierten Reaktionschemie in Kombination
mit dem antimikrobiellen Peptid Melittin in einer geringeren antimikrobiellen Aktivitat im Vergleich zu den
Peptiden BMAP-27 und LL-37. Zudem konnten ebenfalls keine antimikrobiellen Eigenschaften durch die
Peptide Protamin und Buforin Il im immobilisierten Zustand detektiert werden. Im Vergleich zu den NHS-
und Aldehyd-modifizierten Oberflachen fiihrte die Verwendung von PDITC- und Epoxy-modifizierten
Oberflachen zu gegenteiligen Ergebnissen. Prinzipiell waren die antimikrobiellen Aktivitdten deutlich
weniger ausgepragt als bei den verwendeten NHS- und Aldehyd-basierten Immobilisierungsstrategien.
Dies spiegelte sich in einer Reduktion der Membran-permeabilisierende, sowie wachstumsinhibierenden
Eigenschaften der immobilisierten antimikrobiellen Peptide BMAP-27, LL-37 und Melittin wieder. Die
verwendete PDITC-basierte Immobilisierungsstrategie resultierte in  dem kompletten Verlust der
antimikrobiellen Aktivitat von Melittin, wohingegen unter Verwendung einer Epoxy-basierten
Immobilisierungsstrategie lediglich geringe Aktivitaten nachweisbar waren. Analog dazu resultierte die
Immobilisierung von BMAP-27 unter Verwendung einer PDITC- oder Epoxy-basierten Reaktionschemie
ebenfalls in einer drastischen Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften im Vergleich zu den NHS- und
Aldehyd-basierten Immobilisierungsstrategien. Als Folge dessen konnte lediglich die Reduktion der
koloniebildenden Einheiten um 1,0 bzw. 1,6 Zehnerpotenzen in Kombination mit einer lediglich 50 %igen
Permeabilisierung der Bakterien beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnten keine antimikrobiellen
Aktivitaten durch die Interaktion mit den immobilisierten Peptiden Protamin und Buforin Il bei keiner

verwendeten chemischen Immobilisierungsstrategie identifiziert werden.
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Tabelle 4.16: Zusammenfassung der Aktivititen von immobilisierten antimikrobiellen Peptiden. Dargestellt sind die
wachstumsinhibierenden und Membran-permeabilisierenden  Eigenschaften von antimikrobiellen Peptiden, welche unter
Verwendung verschiedener chemisch aktivierter Oberflachen kovalent immobilisiert wurden (n=4). Die Negativkontrolle (NK) ist eine
reprasentative Zusammenfassung von unmodifizierten, sowie chemisch modifizierten und anschlieBend inaktivierten Oberflachen.

. Uberlebende Bakterien [Log KBE/ml] Menge permeabilisierter Bakterien [%]
Peptid NHS Aldehyd PDITC Epoxy NHS Aldehyd PDITC Epoxy
LL-37 <3 <3 5,9 5,9 97,0 95,0 13,0 20,0
BMAP-27 <3 <3 4,4 5,0 93,0 96,0 48,0 45,0
Melittin 5,1 5,1 6,2 5,3 49,0 54,0 5,0 17,0
Polymyxin B <3 <3 4,9 4,6 >98 95,0 53,0 61,0
Buforin II 5,9 6,3 6,3 6,2 11,0 8,0 7,0 8,0
Protamin 6,3 6,1 6,5 6,0 11,0 11,0 9,0 7,0
Ampicillin 6,4 6,2 6,0 5,8 6,0 9,0 11,0 10,0
NK 6,3 6,2 6,5 6,3 6,0 11,0 8,0 8,0

Fir die weitere Untersuchung der Peptid-vermittelten antimikrobiellen Eigenschaften im immobilisierten
Zustand wurde das antimikrobielle Peptid BMAP-27 unter Verwendung von PDITC- und NHS-modifizierten
Oberflachen immobilisiert, wobei unterschiedliche Konzentrationen verwendet wurden. Analog zu den
zuvor  generierten  antimikrobiellen  Oberflichenmodifikationen  resultierte  eine 140 M
Immobilisierungskonzentration in Kombination mit einer NHS-modifizierten Oberflache in einer nahezu
vollstandigen Permeabilisierung, sowie einer Reduktion der koloniebildenden Einheiten von mehr als 3
Zehnerpotenzen (Tabelle 4.17, Abbildung 4.23 A). Die Reduktion der Immobilisierungskonzentration
resultierte ab einer Konzentration von 8,8 uM in verringerten antimikrobiellen Eigenschaften. Hierbei
konnte lediglich bei ca. 50 % der Bakterien eine signifikante Beschadigung der bakteriellen Membran
festgestellt ~ werden,  wohingegen  die  verbliebenen  Bakterien,  basierend auf ihren
Fluoreszenzeigenschaften, in etwa zu gleichen Anteilen als Bakterien mit intakten oder unbekannten
Membranintegritaten klassifiziert wurden. AuBerdem konnte ab dieser Immobilisierungskonzentration
eine Reduktion der wachstumsinhibierenden Eigenschaften festgestellt werden, was lediglich in der
Verminderung der koloniebildenden Einheiten von einer Zehnerpotenz im Vergleich zur Negativkontrolle
resultierte. Eine weitere Reduktion der Immobilisierungskonzentration auf 4,4 pM flhrte dartiber hinaus
zu dem vollstandigen Verlust der antimikrobiellen Eigenschaften des immobilisierten Peptids. Neben den
antimikrobiellen Eigenschaften konnte anhand durchflusszytometrischer Messungen auch eine Reduktion
der gesamten Bakterienkonzentration um ca. 60 %, im Vergleich zu der Startkonzentration, bei
samtlichen Oberflachen, welche auch permeabilisierende Eigenschaften besaBen, beobachtet werden.
Basierend auf dieser Beobachtung wurden die Oberflachen im Anschluss an die Versuche hinsichtlich
adhasiv gebundener Bakterien mittels Licht- und Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Jedoch konnte bei
keiner Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenmodifikation eine adhasive Anlagerung von Bakterien

festgestellt werden.
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Abbildung 4.23: Immobilisierungskonzentrationsabhidngige = Membranpermeabilisierung von E. coli durch
BMAP-27-modifizierte Oberflachen. Dargestellt ist die Differenzierung unterschiedlicher Populationen von E. coli anhand von
Fluoreszenzeigenschaften, welche mittels einer Lebend-Tot Farbung in Kombination mit durchflusszytometrischen Messungen
ermittelt wurden (n=4). Ferner sind die Gesamtkonzentrationen angegeben, welche unter Verwendung eines Partikel-basierten
internen Kalibrierungssystems errechnet wurden. (A) Dargestellt ist die konzentrationsabhangige Permeabilisierung der bakteriellen
Membran von E. coli aufgrund der Interaktion mit BMAP-27-basierten Oberflaichenbeschichtungen, denen NHS-modifizierte
Oberflachen zugrunde lagen. Bei Konzentrationen von mehr als 8,8 pM konnte eine Permeabilisierung bei nahezu samtlichen
Bakterien beobachtet werden. Zudem konnte bei samtlichen Proben eine reduzierte Bakterienkonzentration im Vergleich zur
Startkonzentration und der Negativkontrolle gemessen werden. Bei einer Immobilisierungskonzentration von 8,8 uM zeigte sich
bereits eine Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften im Vergleich zu hoheren Konzentration. (B) Dargestellt ist die
konzentrationsabhédngige Permeabilisierung der bakteriellen Membran von E. coli aufgrund der Interaktion mit BMAP-27-basierten
Oberflachenbeschichtungen, denen PDITC-modifizierte Oberflachen zugrunde lagen. Lediglich bei einer
Immobilisierungskonzentration von 140 puM konnten geringe permeabilisierende Eigenschaften gegenliber den Bakterien
nachgewiesen werden. Diese Aktivitat nahm mit verringerten Konzentration ab und resultierte ab einer Konzentration von 35 pM in
Oberflachenbeschichtungen, welche Uber keine signifikanten antimikrobiellen Eigenschaften verfligten.

Im Vergleich zu den NHS-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen resultierte die
Verwendung einer PDITC-basierten Immobilisierungsstrategie in deutlich geringeren antimikrobiellen
Aktivitdten. Hierbei zeigte sich in Analogie zu den vorangegangenen Experimenten, dass bei einer
Immobilisierungskonzentration von 140 uM lediglich eine Reduktion der koloniebildenden Einheiten von
ca. 1,6 Zehnerpotenzen detektiert werden konnte (Abbildung 4.23 B). Dazu korrespondierend konnte
anhand durchflusszytometrischer Messungen lediglich eine Permeabilisierung bei ca. 47 % der
bakteriellen Population detektiert werden. Die sukzessive Reduktion der Immobilisierungskonzentration
fdhrte, in Analogie zu den NHS-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen zu einer
signifikanten Reduktion der antimikrobiellen Oberflacheneigenschaften. Daraus folgte, dass bei einer
Konzentration unterhalb von 70 uM keine antimikrobiellen Aktivitdten mehr identifiziert werden konnten.
Um wahrend der Charakterisierung der antimikrobiellen Eigenschaften der Peptide im immobilisierten
Zustand die ungewollte Freisetzung von Peptiden aufgrund verbliebener adhasiv gebundener Molekdile
oder aber aufgrund der Hydrolyse von unstabilen kovalenten chemischen Verbindungen ausschlieBen zu
kénnen, wurden Kontrollexperimente durchgefihrt. Anhand der analysierten Inkubationslberstande der
Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen konnten keine permeabilisierenden oder

wachstumsinhibierenden Eigenschaften verzeichnet werden (Abbildung 4.22 B).
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Tabelle 4.17: Immobilisierungskonzentrationsabhdngige Inhibierung des bakteriellen Wachstums von E. coli durch
BMAP-27-basierte antimikrobielle Oberflichenbeschichtungen. Dargestellt sind die wachstumsinhibierenden Eigenschaften
des immobilisierten  Peptids BMAP-27 in  Abhangigkeit der verwendeten Oberflichenmodifikation, sowie der
Immobilisierungskonzentration (n=4). Darlber hinaus sind die relativen immobilisierten Peptidmengen angegeben, wobei diese
entweder auf die Werte einer 140 uM Konzentration in Kombination mit einer NHS- oder PDITC-Modifikation normalisiert wurden.

. NHS PDITC

Immobiliserungs-

konzentration [pM] relative Menge Uberlebende Bakterien relative Menge relative Menge Uberlebende Bakterien

beziiglich NHS [Log KBE/ml] beziiglich NHS beziiglich PDITC [Log KBE/ml]

NK n. a. 6,1 n. a. n. a. 6,1
4,4 0,69 6,3 0,88 0,33 5,8
8,8 0,81 4,7 1,23 0,46 6,0
17,5 0,92 <3 1,72 0,64 5,7
35 1,01 <3 2,18 0,81 5,7
70 0,99 <3 2,6 0,96 5,5
140 1,00 <3 2,7 1,00 4,4

4.2.1.3 Zytotoxizitat von antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen

Neben den antimikrobiellen Eigenschaften der Peptid-basierten kovalenten Oberflachenbeschichtungen
sind dartber hinaus auch die biologischen Kompatibilitaten von entscheidender Bedeutung. Aus diesem
Grund wurden die antimikrobiellen, sowie zytotoxischen Eigenschaften, des antimikrobiellen Peptids
BMAP-27 im l6slichen, sowie im immobilisierten Zustand genauer untersucht. Hierfr wurden zunachst
anhand durchflusszytometrischer Messungen die Membran-permeabilisierenden Eigenschaften des
antimikrobiellen Peptids BMAP-27 in Losung sowohl gegenlber den Bakterien als auch den
eukaryotischen U-937 Zellen analysiert. Wie bereits in friheren Ergebnissen konnten starke
Membran-permeabilisierende  Eigenschaften gegenlber beiden Organismen beobachtet werden
(Abbildung 4.24). Wahrend eine effektive Permeabilisierung der bakteriellen Membran ab einer
Peptidkonzentration von 2 pM eintrat (Abbildung 4.24 A), waren permeabilisierende Eigenschaften
gegenlber der eukaryotischen Membran ab einer Konzentration von 4 puM feststellbar, bei welcher
ca. 50 % der analysierten Zellen eine signifikante Beeintrachtigung der Membranpermeabilitat aufwiesen
(Abbildung 4.24 B). Diese zytotoxischen Eigenschaften gingen mit der Steigerung der Peptidkonzentration
einher, wodurch ab einer Konzentration von 8 uM nahezu samtliche Zellen Uber beschadigte Membranen

verflgten.
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Abbildung 4.24: Konzentrationsabhangige Membranpermeabilisierung von E. coli und U-937 Zellen durch das geloste
antimikrobielle Peptid BMAP-27. Dargestellt ist die konzentrationsabhangige Differenzierung unterschiedlicher Populationen von
E. coli und U-937 Zellen anhand von Fluoreszenzeigenschaften, welche mittels einer Lebend-Tot Farbung in Kombination mit
durchflusszytometrischen Messungen ermittelt wurden (n=4). Ferner sind die Gesamtkonzentrationen angegeben, welche unter
Verwendung eines  Partikel-basierten internen  Kalibrierungssystems  errechnet  wurden. (A) Dargestellt ist die
konzentrationsabhdngige Permeabilisierung der bakteriellen Membran von E. coli aufgrund der Interaktion mit geléstem BMAP-27.
Ab einer Konzentration von 2 pM konnte eine nahezu vollstindige Membranpermeabilisierung der bakteriellen Population
festgestellt werden, wohingegen geringere Konzentrationen zu keinen signifikanten Beschadigungen der Membran fihrten und
somit den Ergebnissen der Negativkontrolle entsprachen. (B) Dargestellt ist die konzentrationsabhangige Permeabilisierung der
eukaryotischen Membran von U-937 Zellen aufgrund der Interaktion mit geléstem BMAP-27. Ab einer Konzentration von 8 uM
konnte eine signifikante Permeabilisierung bei nahezu der gesamten Zellpopulation detektiert werden, wohingegen bei geringeren
Konzentrationen keine maBgeblichen Beschadigungen der eukaryotischen Membran erkennbar waren.

Obwohl das antimikrobielle Peptid BMAP-27 in Losung Uber ausgepragte zytotoxische Eigenschaften
verfligte, konnten nach der Immobilisierung, unter Verwendung einer NHS-basierten chemischen Ligation,
keine zytotoxischen Eigenschaften durch die direkte Interaktion der eukaryotischen Zellen mit den
antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen beobachtet werden. Diese Tendenz war nicht nur bei
individuellen Experimenten mit einzelnen Mikroorganismen zu beobachten, sondern konnte zudem auch
anhand von Mischkulturen verifiziert werden (Abbildung 4.25 A). Hierbei konnte eine selektive
Permeabilisierung der bakteriellen Membran beobachtet werden. Dies wurde ab einer
Immobilisierungskonzentration von 8,8 uM sichtbar, bei welcher sowohl Bakterien mit beschadigten als
auch intakten Membranen detektiert werden konnten. Bei Immobilisierungskonzentrationen von mehr als
8,8 UM hingegen waren nahezu samtliche Bakterien durch signifikante Membranschadigungen
gekennzeichnet, wohingegen die Permeabilitdt der eukaryotischen Zellen nicht beeinflusst wurde. Diese
Tendenz setzte sich bis zur héchsten Immobilisierungskonzentration von 140 pM fort. Im Vergleich dazu
resultierten  Oberflachenbeschichtungen,  welche  unter  Verwendung  einer 4,4  uM
Immobilisierungskonzentration generiert wurden weder in Beschadigungen der bakteriellen noch der
eukaryotischen Membran und die gemessenen Populationen entsprachen, sowohl hinsichtlich ihrer
Fluoreszenzeigenschaften als auch ihrer analysierten Konzentrationen, denen der Negativkorntrolle. Im
Anschluss an die Analyse der direkten antimikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften wurde, durch
eine ausgedehnte Inkubation der Mischkulturen auf den antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen fur
weitere 72 h, der Einfluss auf die Lebensfahigkeit der einzelnen Organismen untersucht. Es zeigte sich,
dass bei Immobilisierungskonzentrationen von mehr als 17,5 yM das bakterielle Wachstum erheblich
inhibiert wurde, wodurch Konzentrationen von ca. 0,8 x 10° Bakterien/ml gemessen wurden, welche
auBerdem maBgebliche Beschadigungen der bakteriellen Membran aufwiesen (Abbildung 4.25 B). Des

Weiteren konnte bei diesen Konzentrationen eine Steigerung der Anzahl der U-937 Zellen auf mehr als
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3 x 108 Zellen/ml beobachtet werden, welche im Vergleich zu den Bakterien keinerlei Beschadigungen der
Zellmembran besaBen. Im Vergleich dazu fihrten die antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen, bei
welchen Konzentrationen von weniger als 17,5 pM BMAP-27 in Kombination mit einer NHS-basierten
chemischen Ligation verwendet wurde, zu deutlich anderen Ergebnissen. Diesbezlglich konnte ein
drastischer Anstieg der bakteriellen Konzentration auf mehr als 50 x 10° Bakterien/m| festgestellt werden,
welche darliber hinaus keine beschadigten Membranen besaBen. Ferner konnte aufgrund der stark
gestiegenen Bakterienkonzentration keine hinreichend genauen Analyse der eukaryotischen Zellen mehr
durchgefiihrt werden. Somit entsprachen die Ergebnisse der kovalenten Oberflachenmodifikationen, bei
welchen Immobilisierungskonzentrationen von weniger als 17,5 pM verwendet wurden, denen der

Negativkontrollen.
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Abbildung 4.25: Immobilisierungskonzentrationsabhingige Membranpermeabilisierung von Mischkulturen aus E. coli
und U-937 Zellen durch BMAP-27-basierte antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen. Dargestellt ist die Differenzierung
unterschiedlicher Populationen von Mischkulturen bestehend aus E. coli und U-937 Zellen anhand von Fluoreszenzeigenschaften,
welche mittels einer Lebend-Tot Farbung in Kombination mit durchflusszytometrischen Messungen ermittelt wurden (n=4). Ferner
sind die Gesamtkonzentrationen angegeben, welche unter Verwendung eines Partikel-basierten internen Kalibrierungssystems
errechnet wurden. (A) Dargestellt ist die konzentrationsabhangige Permeabilisierung der bakteriellen Membran von E. coli und
U-937 Zellen aufgrund der Interaktion mit BMAP-27-basierten Oberflachenbeschichtungen, denen NHS-modifizierte Oberflachen
zugrunde lagen. Bei Immobilisierungskonzentrationen von mehr als 8,8 uM konnte eine Permeabilisierung bei nahezu samtlichen
Bakterien beobachtet werden, wohingegen die eukaryotischen Membranen keine Beschadigungen erkennen lieBen. (B) Dargestellt
ist die konzentrationsabhangige Permeabilisierung der bakteriellen Membran von E. coli und U-937 Zellen nach einer verlangerten
Inkubation von 72 h auf BMAP-27-basierten Oberflachenbeschichtungen, denen NHS-modifizierte Oberflachen zugrunde lagen. Ab
einer Immobilisierungskonzentration von mehr als 17,5 pM waren die analysierten Bakterien durch signifikante bakterielle
Membranschadigungen gekennzeichnet, wohingegen die Permeabilitat der eukaryotischen Zellen nicht beeintrachtigt war. Dartber
hinaus verzeichneten die eukaryotischen Zellen mit mehr als 3 x 10° Zellen/ml eine 3-fache Steigerung im Vergleich zur
Anfangskonzentration, wohingegen die Bakterienkonzentration mit ca. 0,8 x 10° Bakterien/ml durch keine Erhéhung
gekennzeichnet war. Bei Konzentrationen unterhalb von 17,5 uM konnte ein starker Anstieg der Bakterienkonzentration mit
intakten Membranen detektiert werden, welcher eine hinreichend genaue Analyse der eukaryotischen Zellen verhinderte.

-103 -



4 Ergebnisse 4.2 Antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen

4.2.1.4 Kovalente Immobilisierung von BMAP-27 in PLL-basierten Netzwerken

Da vorangegangene Experimente gezeigt haben, dass das antimikrobielle Peptid BMAP-27 in Kombination
mit einer NHS-basierten chemischen Ligation dazu geeignet ist kovalente antimikrobielle
Oberflachenbeschichtung zu generieren, bei welchen lediglich geringe Immobilisierungskonzentrationen
notwendig sind, wurden Versuche durchgefihrt diese Peptid-basierte kovalente Modifikation mit den
generierten adsorptiv angelagerten PLL-Netzwerken zu kombinieren. Hierfir wurden PLL-Netzwerke mit
unterschiedlichen Komplexitdten auf planen Oberflachen generiert sowie carboxyliert und im Anschluss
daran unter Verwendung einer NHS-basierten chemischen Ligation kovalent mit dem antimikrobiellen
Peptid BMAP-27 modifiziert. Darauf folgend wurden die Oberflachen mittels mehrmaliger Waschschritte
Uber mehrere Tage hinweg von verbliebenen adsorptiv angelagerten Peptiden gesaubert und
anschlieBend die Membran-permeabilisierenden Eigenschaften der antimikrobiellen
Oberflachenbeschichtungen durch den direkten Kontakt mit E. coli analysiert. Hierbei konnte zunachst
festgestellt werden, dass ein auf 4 Schichten basierendes PLL-Netzwerk ohne die kovalente
Immobilisierung des Peptids keine permeabilisierenden Eigenschaften gegenliber E. coli aufwies
(Abbildung 4.26 A).
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Abbildung 4.26: Membranpermeabilisierung von E. coli aufgrund der Interkation mit PLL- und BMAP-27-basierten
antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen. Dargestellt ist die Differenzierung unterschiedlicher Populationen von E. coli
anhand von Fluoreszenzeigenschaften, welche mittels einer Lebend-Tot Farbung in Kombination mit durchflusszytometrischen
Messungen ermittelt wurden (n=4). Ferner sind die Gesamtkonzentrationen angegeben, welche unter Verwendung eines Partikel-
basierten internen Kalibrierungssystems errechnet wurden. (A) Dargestellt ist die Permeabilisierung der bakteriellen Membran von
E. coli aufgrund der direkten Interaktion mit den generierten PLL-basierten Oberflachenbeschichtungen, welche mittels einer
NHS-vermittelten chemischen Ligation kovalent mit dem antimikrobiellen Peptid BMAP-27 und einer Immobilisierungskonzentration
von 140 uM modifiziert wurden. Wahrend die Verwendung einer einfachen PLL-Schicht zu Oberflachenmodifikationen mit geringen
permeabilisierenden Eigenschaften flihrte, konnten diese Charakteristiken durch die Integration einer zweiten PLL-Schicht in das
Netzwerk verstarkt werden. Im Vergleich dazu wiesen jedoch BMAP-27-modifizierte PLL-Netzwerke, bei welchen mehr als zwei
PLL-Schichten verwendet wurden deutlich reduziertere permeabilisierende Eigenschaften auf. (B) Dargestellt ist die Permeabilisierung
der bakteriellen Membran von E. coli aufgrund der Interkation mit den Inkubationslberstanden der Peptid-basierten antimikrobiellen
Oberflachenbeschichtungen. Bei der Analyse der Inkubationstiberstdnde konnten keine permeabilisierenden Eigenschaften
festgestellt werden, wodurch lediglich Bakterien mit intakten Membranen detektiert wurden.

Durch die Verwendung einer einzelnen PLL-Schicht in Kombination mit immobilisiertem BMAP-27
konnten geringe permeabilisierende Eigenschaften beobachtet werden, wodurch die Konzentration der
Bakterien mit intakten Membranen auf 1,2 x 108 Bakterien/ml und somit um ca. 50 % im Vergleich zur
Negativkontrolle reduziert wurde. Mit zunehmender Komplexitat der PLL-Netzwerke war eine Steigerung

der antimikrobiellen Aktivitat nachweisbar, was zu einer Reduktion der Bakterien mit intakten Membranen
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auf 0,6 x 10° Bakterien/ml durch die Verwendung einer 2. PLL-Schicht fihrte. Im Gegensatz dazu
resultierte die weitere Steigerung der Komplexitat des PLL-Netzwerks durch die Integration einer 3. und 4.
Schicht in der Reduktion der Membran-permeabilisierenden Eigenschaften. So ergab sich, dass die
Konzentration der Bakterien mit intakten Membranen durch die Verwendung eines aus 4 Schichten
bestehenden PLL-Netzwerks erneut auf 1,1 x10° Bakterien/ml anstieg. AuBerdem konnten dabei nahezu
keine Bakterien mit permeabilisierten Membranen detektiert werden. Des Weiteren war jedoch zu
beobachten, dass samtliche bakteriellen Gesamtkonzentrationen, eine deutliche Reduktion Im Vergleich
zu den analysierten Negativkontrollen besaBen. Basierend auf dieser Beobachtung wurden die
Oberflachen im Anschluss an die Versuche hinsichtlich adhasiv gebundener Bakterien mittels Licht- und
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Es wurde ersichtlich, dass aufgrund der direkten Interaktion mit den
PLL-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen eine signifikante Anlagerung der Bakterien
stattfand (Abbildung 4.27). Wahrend bei vollig unbehandelten bzw. mit PLL-Netzwerken modifizierten
Oberflachen keine Adhésion von Bakterien nachweisbar war (Abbildung 4.27 A-B), flhrten samtliche
Peptid-basierten Oberflachenbeschichtungen zu einer maBgeblichen Anlagerung von Bakterien
(Abbildung 4.27 C-F). In diesem Zusammenhang konnte eine Korrelation zwischen der Bakterienmenge
und der Komplexitdt der Oberflachennetzwerke identifiziert werden. So resultierte die kovalente
Immobilisierung von BMAP-27 auf einfachen PLL-Schichten lediglich in einer leichten Anlagerung von
Bakterien, bei welchen jedoch unter Verwendung einer Lebend-Tot Farbung keine Permeabilisierung der
bakteriellen Membran festgestellt werden konnte. Im Gegensatz dazu verfligten PLL-Netzwerke, welche
aus 2 oder 3 Schichten bestanden Uber eine deutlich starkere Anreicherung von Bakterien an der
Oberflache, bei welchen zugleich eine Permeabilisierung der bakteriellen Membran zu beobachten war.
Wahrend durch die Verwendung einer vierten Schicht die qualitative Anzahl der adsorbierten Bakterien
identisch blieb, konnten jedoch neben Bakterien mit permeabilisierten auch Bakterien mit intakten

Membranen detektiert werden.
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A

Abbildung 4.27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von PLL- und BMAP-27-basierten antimikrobiellen
Oberflichenbeschichtungen. Dargestellt sind die Uberlagerungen der fluoreszenzmikroskopischen Awufnahmen der zu der
Lebend-Tot Farbung korrespondierenden Fluoreszenzfilter. Die Bakterien sind entsprechend der verwendeten FluoreszenZfilter als
Bakterien mit intakten (grin) oder beschadigten Membranen (rot) dargestellt. (A) Dargestellt ist eine fluoreszenzmikroskopische
Aufnahme einer unmodifizierten Oberflache. Bei der Analyse konnten keine signifikanten Anlagerungen von Bakterien detektiert
werden. (B) Dargestellt ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der bakteriellen Adhasion, durch die Interaktion mit einem aus
4 Schichten bestehenden carboxylierten PLL-Netzwerk. Es konnte keine Anlagerung von Bakterien festgestellt werden.
(C-F) Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der bakteriellen Adhasion, aufgrund der Interkation mit einem aus (C)
einer, (D) zwei, (E) drei oder (F) vier Schichten bestehenden PLL-Netzwerks, welches mit BMAP-27 unter Verwendung einer NHS-
basierten chemischen Ligation und einer 140 uyM Immobilisierungskonzentration modifiziert wurde. Bei der Analyse konnte mit
zunehmender Komplexitat der PLL-Netzwerke eine Zunahme der bakteriellen Adhasion festgestellt werden. Darlber hinaus wiesen
die adhasiv gebundenen Bakterien, welche auf Oberflachen mit mehr als einer Schicht PLL adsorbiert wurden signifikante
Membranschadigungen auf. Bei den antimikrobiellen Oberflachen, welche auf einer 4-fachen PLL-Schicht basierten konnten neben
Bakterien mit permeabilisierten Membranen auch Bakterien mit intakten Membranen festgestallt werden.
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4.2.2 Kontinuierliche Wirkstofffreisetzung

Peptid-basierte Oberflachenbeschichtungen, bei welchen die antimikrobielle Substanz Uber einen
ausgedehnten Zeitraum kontinuierlich in das umgebende Medium abgegeben wird, stellen eine
aussichtsreiche Alternative zu kovalenten antimikrobiellen Oberflachenmodifikationen dar. Insbesondere
zeichnen sie sich dadurch aus, dass fur die antimikrobielle Wirkung kein direkter Kontakt zwischen den
Bakterien und den Oberflachenbeschichtung notwendig ist und somit die antimikrobielle Wirkung
ebenfalls in das umgebende Medium transferiert wird. Des Weiteren bietet diese Methode die Méglichkeit
antimikrobielle Peptide zu verwenden welche Uber ausgepragte antimikrobielle Eigenschaften verfligen,
diese jedoch aufgrund einer kovalenten Immobilisierung maBgeblich verringert oder vollstandig inaktiv
sind. Im Zuge der Entwicklung von Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen wurden
PLL-basierte Netzwerke mit unterschiedlicher Komplexitat generiert, welche aufgrund elektrostatischer
Interaktionen in der Lage sind kationische antimikrobielle Peptide zu adsorbieren und im Anschluss daran

sukzessiv an das umgebende Medium abzugeben.

4.2.2.1 PLL-basierte Oberflachenbeschichtungen

Die Komplexitat der auf der Oberflache generierten PLL-basierten Netzwerke, wurde zunachst indirekt
durch die relative Quantifizierung von an der Oberflache befindlichen Aminen charakterisiert. Ebenso
wurde die relative Menge des elektrostatisch angelagerten antimikrobiellen Peptids Protamin analysiert,
um somit Ruckschlisse auf die Elektronegativitdt und die Komplexitat des Oberflachennetzwerks zu
erhalten. Obendrein wurden die kationischen und anionischen Zwischenstufen des PLL-Netzwerks
analysiert, welche wahrend der sukzessiven Modifikation entstanden. Hierbei konnte eine signifikante
Steigerung der relativen Fluoreszenzintensitat durch die adsorptive Anlagerung der ersten PLL-Schicht im
Vergleich zu den unbehandelten Oberflichen beobachtet werden (Abbildung 4.28 A). Aufgrund der
Derivatisierung der in PLL enthaltenen Aminogruppen zu Carboxylen konnte eine Reduktion der
Fluoreszenzintensitat beobachtet werden, welche nahezu den unbehandelten Oberflachen entsprach.
Durch die erneute kovalente Anlagerung einer weiteren PLL-Schicht zeigte sich einer Erhéhung des
relativen Fluoreszenzsignals auf 1,3 im Vergleich zu den Oberflichen, welche lediglich Uber eine
PLL-Schicht verflgten. Durch einen weiteren Zyklus konnte erneut eine Reduktion des relativen
Fluoreszenzsignals aufgrund der chemischen Derivatisierung sowie ein erneuter Anstieg durch die dritte
PLL-Schicht detektiert werden. Es war zu beobachten, dass der Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitat
mit der Anzahl der chemischen Modifikationen einherging, wodurch nach drei Schichten PLL eine
1,6-fache, relative Beladung der Oberflache mit PLL-internen Aminen im Vergleich zu Oberflachen mit
lediglich einer PLL-Schicht zu beobachten war. Neben den Eigenschaften der PLL-basierten
Oberflachenbeschichtungen waren zudem auch die auf elektrostatischen Interaktionen beruhenden
adsorptiven Eigenschaften gegenlber dem kationischen antimikrobiellen Peptid Protamin von
entscheidender Bedeutung. Aus diesem Grund wurde dieses Peptid auf samtlichen PLL-basierten

Oberflachenmodifikationen deponiert und anschlieBend die relative Menge von freien Aminen
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quantifiziert. An dieser Stelle wurde zunachst erkennbar, dass keine unspezifische Adsorption auf
unbehandelten Oberflachen stattfand, da die relative Fluoreszenzintensitat der korrespondierenden
Negativkontrolle denen der unbehandelten Oberflache entsprach (Abbildung 4.28 A). AuBerdem konnte
festgestellt werden, dass eine Adsorption des antimikrobiellen Peptids Protamin durch die carboxylierten
und an der Oberflache angelagerten PLL-Molekdlle stattfand, wodurch bei einer einfachen Schicht von
carboxyliertem PLL relative Fluoreszenzintensitaten von 0,8 im Vergleich zu einer einfachen PLL-Schicht
nachgewiesen werden konnten. Basierend auf der sukzessiven Modifikation und Anreicherung der
PLL-Molekule auf der Oberflache, erhohte sich dieser Wert bei drei carboxylierten PLL-Schichten auf ca.
1,2. Im Vergleich dazu konnten keine signifikanten Anlagerungen des antimikrobiellen Peptids auf
PLL-Schichten beobachtet werden, welche (ber eine finale Schicht kationischer Molekdle verfligten, da
aufgrund der Oberflachenquantifizierung von freien Aminen unter Verwendung des Amin sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffs Epicocconone sowohl die PLL-internen Amine als auch die protamininternen Amine
und Guanidine gleichermaBen zu den Signalintensitdten beitrugen. Die relativen Fluoreszenzintensitat
entsprachen den Intensitaten, wie sie auch bei den modifizierten, jedoch ohne Peptid beladenen
Oberflachen detektiert wurden.

Als Alternative zu der elektrostatischen Adsorption des antimikrobiellen Peptids Protamin, wurden die
carboxylierten, an der Oberflache befindlichen PLL-Molekille, dazu verwendet um mittels einer
NHS-basierten chemischen Ligation kovalente BMAP-27-basierte  Oberflachenbeschichtungen zu
generieren. Im Zuge der Charakterisierung wurden im Anschluss daran ebenfalls die relativen
Peptidmengen in Abhdngigkeit der Komplexitat der PLL-Netzwerke analysiert, wobei die Daten ebenfalls
gegenuber einer einfach adsorptiv angelagerten Schicht PLL normalisiert wurden. Hierbei ergab sich, dass
die kovalente Immobilisierung des antimikrobiellen Peptids BMAP-27 auf einer einfachen, carboxylierten
Schicht PLL zu einer geringen Signalintensitdt von 0,15 im Vergleich zu einer einfachen, mit PLL
beschichteten, jedoch unmodifizierten Oberflache fihrte (Abbildung 4.28 B). Die sukzessive Modifikation
der PLL-basierten Oberflachenbeschichtung resultierte in  einer signifikanten Erhéhung  der
immobilisierbaren Peptidmenge. Die zusatzliche Modifikation der Oberflache mit einer weiteren
carboxylierten PLL-Schicht war durch eine Erhohung der Signalintensitat auf 1,4 gekennzeichnet, was eine
maBgebliche Steigerung der immobilisierten Peptidmenge darstellte. Die weiteren Modifikationen der
PLL-basierten Oberflachenmodifikationen mit der 3. bzw. 4. PLL-Schicht fihrten hingegen lediglich zu
einer geringen Steigerung der relativen Fluoreszenzintensitat, wodurch relative Werte von 1,8 bzw. 1,9

ermittelt wurden.
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Abbildung 4.28: Relative Quantifizierung von Oberflichen-assoziierten Aminen einzelner PLL-Schichten und ihrer
Derivate, sowie der antimikrobiellen Peptide Protamin und BMAP-27. Dargestellt sind die relativen Quantifizierungen von
Oberflachen-assoziierten Aminen, welche mittels des Amin-reaktiven Fluoreszenzfarbstoffs Epicocconone quantifiziert wurden (n=4).
(A) Dargestellt ist die Quantifizierung der relativen Aminmenge verschiedener adsorptiv an der Oberflache angelagerter
PLL-Netzwerke. Zudem sind die relativen Fluoreszenzintensitaten angegeben, welche auf der elektrostatischen Anlagerung des
antimikrobiellen Peptids Protamin auf verschiedenen PLL-basierten Oberflaichenmodifikationen beruhen. Bei der sukzessiven
Modifikation der einzelnen PLL-Schichten konnte eine Steigerung der auf der Oberflache befindlichen Amine detektiert werden,
welche mit der Anzahl der PLL-Schichten einherging. Dariber hinaus zeigte sich stets eine signifikante Reduktion der Signalintensitat
aufgrund der Carboxylierung der einzelnen kationischen PLL-Schichten. Bei der elektrostatischen Anlagerung des antimikrobiellen
Peptids Protamin konnte eine zunehmende Anlagerung mit steigender Komplexitat der carboxylierten PLL-Netzwerke festgestellt
werden. Bei den Netzwerken, deren finale Schicht aus einer kationischen PLL-Schicht bestand, konnte hingegen aufgrund der
parallelen Detektion der PLL-internen Amine und der protamininternen Amine und Guanidine keine signifikante Anlagerung des
Peptids festgestellt werden. (B) Dargestellt ist die Quantifizierung der relativen Aminmenge von kovalent immobilisiertem BMAP-27,
welche gegenlber einer PLL-basierten Oberflachenbeschichtung normalisiert wurde. Die carboxylierten PLL-Netzwerke wurden
hierbei unter Verwendung einer NHS-basierten chemischen Ligation und einer 140 uM Immobilisierungskonzentration mit dem
Peptid modifiziert. Wahrend auf den einfachen PLL-basierten und carboxylierten Oberflachenbeschichtungen eine relativ geringe
Menge BMAP-27 detektiert werden konnte, stieg die immobilisierte Peptidmenge mit der Komplexitat der PLL-Netzwerke an,
wodurch relative Fluoreszenzintensitaten von 1,8 bzw. 1,9 bei Oberflachenbeschichtungen, welche auf 3 bzw. 4 PLL-Schichten
basierten, nachgewiesen wurden.

Um die kontinuierliche Freisetzung des antimikrobiellen Peptids aus den PLL-basierten
Oberflachennetzwerken zu untersuchen, wurden diese mit Kulturmedium inkubiert, welches nach einem
definierten Zeitraum von den Oberflachen separiert und anschlieBend mit dem Bakterium S. xylosus
versetzt wurde. Die wachstumsinhibierenden Eigenschaften des Inkubationsiberstandes wurden
anschlieBend analysiert, um die in einem definierten Zeitraum freigesetzte Peptidmenge indirekt
nachzuweisen. Diesbezlglich ergab sich, dass unbehandelte Oberflachen, welche Uber keine PLL-basierten
Beschichtungen verfligten, keine Adsorption und Freisetzung des antimikrobiellen Peptids aufwiesen,
wodurch bereits innerhalb der ersten Waschfraktion keine wachstumsinhibierenden Eigenschaften
feststellbar waren (Abbildung 4.29 A). Mit zunehmender Komplexitat der Oberflachen-assoziierten
PLL-Netzwerke konnte eine langer anhaltende Pravention der bakteriellen Kontamination der
Inkubationsiiberstande festgestellt werden. So konnte unter Verwendung einer einzelnen PLL-Schicht das
bakterielle Wachstum innerhalb der ersten Waschfraktion vollstandig inhibiert werden. Die weitere
Carboxylierung dieser Schicht flhrte obendrein dazu, dass dieser Zeitraum bis auf 2 Waschfraktionen
ausgedehnt werden konnte. Die zusatzliche Modifikation der PLL-basierten Netzwerke mit einer zweiten
Schicht von kationischem PLL resultierte in keiner Signifikanten Steigerung der zeitlich abhangigen
antimikrobiellen Eigenschaften, wodurch ab der zweiten analysierten Waschfraktion das bakterielle
Wachstum nicht mehr inhibiert wurde. Eine deutlich signifikantere Steigerung konnte aufgrund der
Carboxylierung der zweiten PLL-Schicht verzeichnet werden. Demzufolge wurde die ausreichende Abgabe

des antimikrobiellen Peptids bis zur 7. Waschfraktion ausgedehnt. Diese langer anhaltende Pravention der
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bakteriellen Kontamination des Inkubationstiberstandes wurde durch das Hinzufligen einer dritten Schicht
PLL, welche Uber kationische Seitenketten verfligte erneut reduziert, wodurch das Bakterienwachstum
lediglich  bis zur einschlieBlich 5. Waschfraktion inhibiert werden konnte. Die abschlieBende
Carboxylierung der finalen dritten PLL-Schicht flUhrte hingegen erneut zu einer Steigerung der
antimikrobiellen Eigenschaften, wodurch die Abgabe des antimikrobiellen Peptids bis einschlieBlich zur 14.
und letzten gemessenen Waschfraktion ausgedehnt wurde.

Im Anschluss an die Evaluierung der kontinuierlichen Freisetzung des antimikrobiellen Peptids Protamin
durch Oberflachen-assoziierte PLL-Netzwerke und der damit verbundenen Inhibierung des bakteriellen
Wachstums von S.  xylosus innerhalb der jeweiligen Inkubationsiberstande, wurde die
Wiederverwendbarkeit der PLL-basierten Oberflachenmodifikationen untersucht. Zu diesem Zweck
wurden durch mehrmaliges Waschen Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen, in Kombination mit einer
kontinuierlichen Analyse des antimikrobiellen Charakters der Waschfraktionen, sdmtliche Reste des
Peptids Protamin von den Oberflachen entfernt. Im Anschluss daran wurden die Oberflachen erneut mit
Protamin beladen und die kontinuierliche Abgabe erneut evaluiert. Es zeigte sich, in Analogie zu der
ersten Protaminbeladung, eine Abhangigkeit der zeitlichen Protaminabgabe von der Komplexitat der
PLL-Netzwerke (Abbildung 4.29 A). Prinzipiell konnte, bis auf minimale Abweichungen welche sich jedoch
innerhalb der gemessenen Varianz der Ergebnisse befanden, ein identisches Abgabeprofil bei der zweiten
sowie der dritten Beladung festgestellt werden. Darlber hinaus wurde auch untersucht, welchen Einfluss
die Oberflachen-assoziierten PLL-Netzwerke und die entsprechenden Protaminbeladungen auf den
direkten Kontakt mit den Bakterien hatten. Hierflir wurden in Analogie zu den vorherigen Versuchen
PLL-Netzwerke mittels sukzessiver Modifikation generiert, welche im Anschluss daran mit Protamin
beladen und gewaschen wurden. AbschlieBend wurden die Oberflachen direkt mit S. xylosus inkubiert
und die Oberflachen identifiziert, bei welchen das bakterielle Wachstum vollstandig inhibiert wurde.
Hierbei wurde, im Vergleich zu der Analyse der Inkubationsiberstande, ein ahnliches Verhalten sichtbar
(Abbildung 4.29 B). Wahrend die auf einer Schicht PLL basierenden Oberflachenbeschichtungen lediglich
das bakterielle Wachstum bis hin zur 1. bzw. 3. Waschfraktion, je nach Modifikation der Seitenketten,
inhibierten, konnte durch das Hinzufligen einer 2. und 3. PLL-Schicht der Zeitraum der bakteriellen
Wachstumsinhibierung ausgedehnt werden. Somit konnte bei einem carboxylierten PLL-Netzwerk,
welches aus drei Schichten bestand, ebenfalls eine Inhibierung des bakteriellen Wachstums bis zur
einschlieBlich 14. Waschfraktion durch den direkten Kontakt mit modifizierten und peptidbeladenen
Oberflachen nachgewiesen werden. Prinzipiell war bei der Analyse der peptidbeladenen PLL-basierten
Oberflachenbeschichtungen eine langer anhaltende antimikrobielle Aktivitat der carboxylierten Netzwerke
im Vergleich zu den aminierten Netzwerken feststellbar. Diese Unterschiede nahmen mit der Komplexitat
der Netzwerke zu, wodurch bei Netzwerken mit wenigen individuellen PLL-Schichten lediglich geringe
Abweichungen detektiert werden konnten, wohingegen Modifikationen, welche aus drei Schichten

bestanden, durch Unterschiede von mehreren Waschfraktionen gekennzeichnet waren.
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Abbildung 4.29: Freisetzung von Protamin durch PlL-basierte Oberflachennetzwerke. Dargestellt sind die
wachstumsinhibierenden Eigenschaften des antimikrobiellen Peptids Protamin, welches nach verschiedenen Waschfraktionen von
Oberflachen-assoziierten PLL-Netzwerken freigesetzt wurde (n=4). Angegeben ist der Median der letzten Waschfraktion, bei welcher
das bakterielle Wachstum vollstandig inhibiert wurde, wohingegen die Fehlerindikatoren den Bereich angeben in welchem sich die
einzelnen Ergebnisse befanden. (A) Dargestellt sind die Analysen der Inkubationsliberstande der Oberflachen-assoziierten
PLL-Netzwerke. Aufgrund der kontinuierlichen Steigerung der Komplexitat der PLL-basierten Netzwerke konnte eine Steigerung der
zeitlichen Abgabe des Peptids Protamin realisiert werden. Wahrend Oberflachen, welche lediglich Gber eine PLL-Schicht verfligten
bereits nach einer bzw. zwei Waschfraktionen keine ausreichende Menge Protamin mehr eluierten, um das bakterielle Wachstum
vollstandig zu inhibieren, konnte dieser Zeitraum durch die Modifikation der Oberflachen mit drei PLL-Schichten in Kombination mit
einer Carboxylierung auf Uber 14 Waschfraktionen ausgedehnt werden. (B) Dargestellt sind die wachstumsinhibierenden
Eigenschaften unterschiedlicher, mit Protamin beladener, PLL-basierter Oberflachennetzwerke aufgrund des direkten Kontakts mit
S. xylosus. In Analogie zu den Analysen der Inkubationstiberstande konnte eine Steigerung der zeitlich abhéngigen antimikrobiellen
Eigenschaften mit einer Steigerung der Komplexitat der PLL-Netzwerke festgestellt werden.

In einem weiteren Versuch wurden die zuvor generierten PLL-basierten Oberflachennetzwerke ebenfalls
dazu verwendet, um auf Kollagenfasern beruhende Wundauflagen zu modifizieren und somit in
Kombination mit einer elektrostatischen Adsorption und anschlieBenden kontinuierlichen Freisetzung des
antimikrobiellen Peptids Protamin, extrazellulare Matrizen mit antimikrobiellen Eigenschaften fir die
klinische Wundversorgung zu generieren. Deshalb wurden die in den Kollagenfasern enthaltenen
funktionellen Seitenketten der Lysine, Asparagin-, sowie Glutaminsauren dazu verwendet um PLL-basierte
Netzwerke kovalent auf den Wundauflagen zu immobilisieren. Im Anschluss daran wurde, wie in
vorherigen Versuchen bereits beschrieben, das antimikrobielle Peptid auf den Oberflachen adsorbiert und
im Anschluss daran die zeitliche Abgabe analysiert. Dabei wurden dhnliche Ergebnisse wie bei den zuvor
auf planen Oberflachen generierten PLL-Netzwerken ersichtlich. Ohne eine zusatzliche Modifikation der
einzelnen Kollagenfasern lieB sich eine Inhibierung des bakteriellen Wachstums von S. xylosus bis
einschlieBlich zur 2. Waschfraktion nachweisen (Abbildung 4.30 A). Die chemische Modifikation der
Kollagenfasern mit PLL-Netzwerken unterschiedlicher Komplexitat, resultierte in ldnger anhaltenden
antimikrobiellen Eigenschaften. Demzufolge ging der Anstieg der durchflhrbaren Waschschritte, welche
Uber eine ausreichende Menge Protamin verfligten um das bakterielle Wachstum vollstandig zu
inhibieren, mit der steigenden Komplexitat der PLL-Netzwerke einher. Wahrend eine Kollagenmatrix in
Kombination mit einer einfachen PLL-Schicht ab der 3. bzw. 4. Waschfraktion nicht mehr gentigend
Protamin eluierte, um das bakterielle Wachstum vollstandig zu inhibieren, flhrte die Modifikation der
Kollagenfasern mit drei PLL-Schichten in Kombination mit einer chemischen Carboxylierung zu einer
Steigerung der durchfUhrbaren  Waschschritte auf 10, bei welchen eine vollstdndige
Wachstumsinhibierung stattfand. In Analogie zu der Modifikation von planen Oberflachen mit

PLL-Netzwerken und der anschlieBenden direkten Interaktion mit den Bakterien, lieBen die modifizierten
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4 Ergebnisse 4.2 Antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen

Kollagenfasern eine ahnliche Tendenz erkennen. Hierbei konnte ebenfalls eine Verldngerung der
antimikrobiellen Eigenschaften mit zunehmender Komplexitat der PLL-basierten Oberflachennetzwerke
detektiert werden (Abbildung 4.30 B). Wahrend nicht modifizierte Kollagenfasern ausreichend Protamin
freisetzten, um das bakterielle Wachstum bis einschlieBlich zur 4. Waschfraktion vollstandig zu inhibieren,
resultierte eine Modifikation mit drei individuellen PLL-Schichten in einer Ausdehnung der antimikrobiellen
Aktivitaten bis mindestens zur 14. und letzten analysierten Waschfraktion. Prinzipiell konnten bei dem
direkten Kontakt der Bakterien mit den PLL- und Protamin-modifizierten Kollagenfasern keine
signifikanten Unterschiede zwischen den aminierten und den carboxylierten PLL-Netzwerken festgestellt

werden.
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Abbildung 4.30: Freisetzung von Protamin durch PLL-modifizierte @ Wundauflagen. Dargestellt sind die
wachstumsinhibierenden Eigenschaften des antimikrobiellen Peptids Protamin, welches nach verschiedenen Waschfraktionen von
PLL-Netzwerken freigesetzt wurde, welche kovalent auf Kollagen-basierten Wundauflagen immobilisiert wurden (n=4). Angegeben
ist der Median der letzten Waschfraktion, bei welcher das bakterielle Wachstum vollstandig inhibiert wurde, wohingegen die
Fehlerindikatoren den Bereich angeben, in welchem sich die einzelnen Ergebnisse befanden. (A) Dargestellt sind die Analysen der
Inkubationstiberstande verschiedener modifizierter Wundauflagen. Aufgrund der kontinuierlichen Steigerung der Komplexitat der
PLL-basierten Netzwerke konnte eine Steigerung der zeitlichen Abgabe des antimikrobiellen Peptids Protamin nachgewiesen werden.
Wahrend Kollagen-basierte Wundauflagen ohne weitere Modifikationen bereits nach zwei Waschfraktionen keine antimikrobiellen
Eigenschaften mehr besaBen, konnte durch die Immobilisierung und sukzessive Modifikation von PLL-basierten
Oberflachennetzwerken eine Ausdehnung des Elutionszeitraums auf bis zu 12 Waschfraktionen festgestellt werden. (B) Dargestellt
sind die wachstumsinhibierenden Eigenschaften aufgrund des direkten Kontakts von S. xylosus mit unterschiedlichen, Protamin-
beladenen PLL-basierten Netzwerken, welche kovalent auf Wundauflagen immobilisiert wurden. In Analogie zu den Analysen der
Inkubationsiiberstande, konnte eine Steigerung der zeitlich abhdngigen antimikrobiellen Eigenschaften mit einer Steigerung der
Komplexitat der PLL-basierten Netzwerke festgestellt werden.
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5 Diskussion

5.1 Artifizielle antimikrobielle Peptide

Der intensive Einsatz von Antibiotika hat in den vergangenen Jahren zu einer drastischen Entwicklung von
einer Vielzahl antibiotikaresistenter Bakterien geflhrt, zu welchen unter anderem MRSA und ESBL
produzierende Enterobacteriacea gehoéren. Dies hat sich zu einem groBen Problem bei der Pravention und
Therapie von bakteriellen Infektionen entwickelt und stellt heutzutage eine erhebliche Herausforderung
far das menschliche Gesundheitswesen dar [105]. Aus diesen Griinden stieg der Bedarf an alternativen
und effektiven, therapeutisch einsetzbaren Agenzien, weshalb in den vergangenen Jahren die Erforschung
und Entwicklung solcher Substanzen intensiviert wurde [106]. Aufgrund der Tatsache, dass viele alternativ
einsetzbare antimikrobiell wirkende Substanzen biologische Inkompatibilitaten aufgrund von
zytotoxischen Eigenschaften aufweisen, sind biologisch kompatible Charakteristiken bei der Entwicklung
von neuen wirksamen antimikrobiellen Agenzien erstrebenswert. Diesbezlglich wurden in den
vergangenen Jahren antimikrobielle Peptide als aussichtsreiche Kandidaten fir die Entwicklung als neue
therapeutisch einsetzbare Biomolekile diskutiert [107-109], welche sich maBgeblich durch ihr breites
Wirkspektrum [5] und in vielen Fallen durch ihre biologische Kompatibilitdt auszeichnen. Da jedoch
natlrlich vorkommende antimikrobielle Peptide Limitierungen hinsichtlich ihrer industriellen und
therapeutischen Verwendung besitzen, welche auf den schlechten pharmakokinetischen Eigenschaften
[153, 154] und eventuellen auftretenden zytotoxischen Eigenschaften beruhen [70-72], wurde
insbesondere die Entwicklung von artifiziellen antimikrobiellen Peptiden intensiviert [146, 147, 158]. Da
diese keine Homologien zu denen aus dem angeborenen Immunsystem stammenden Peptiden besitzen,
besteht somit auch nicht die Moglichkeit, dass bei einer industriellen oder therapeutischen Applikation
eventuelle auftretende bakterielle Resistenzen sich nachteilig auf die Peptid-basierten angeborenen
Immunmechanismen austiben koénnten. Diesen Anforderungen zugrundeliegend wurde ein rationales
Design von antimikrobiellen Peptiden durchgefihrt, um artifizielle Peptide mit einem breiten

Wirkspektrum in Kombination mit biologisch kompatiblen Eigenschaften zu generieren.

5.1.1 Referenzpeptide

Zur besseren Charakterisierung der antimikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften wurden deshalb
zunachst finf natlrlich vorkommende antimikrobielle Peptide, ein artifizielles optimiertes a-helikales
Peptid, sowie zwei bereits charakterisierte artifizielle Peptide hinsichtlich ihrer biophysikalischen,
antimikrobiellen und zytotoxischen Eigenschaften analysiert. Hierbei konnte vorrangig eine starke
antimikrobielle Aktivitdt samtlicher analysierter Peptide nachgewiesen werden. Insbesondere zeigten die
Ergebnisse, dass die Peptide BMAP-27, Melittin und KL-Helix ausgepragte wachstumsinhibierende
Eigenschaften gegenlber beiden analysierten Mikroorgansimen besaBen (Tabelle 4.1). Zudem wurde

erkennbar, dass diese Peptide (iber Membran-permeabilisierende Eigenschaften verfligten, was sowohl zu
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einer Beschadigung der grampositiven als auch gramnegativen Membran flhrte (Tabelle 4.2). Die
genauere Analyse der duBeren und inneren Membranpermeabilisierung offenbarte auBerdem, dass eine
Interaktion mit diesen Peptiden in einer Beschadigung innerhalb weniger Minuten resultierte. Hinsichtlich
ihrer biophysikalischen und strukturellen Eigenschaften waren sie sowohl durch ausgepragte
Hydrophobizitaten, als auch erhohte Hydrophobizitatsmomente in Kombination mit einer starken
positiven Nettoladung gekennzeichnet. Basierend auf den errechneten Konformationen wurde zudem
ersichtlich, dass diese Peptide Uber ausgeprdgte a-helikale Strukturen verflgten, was durch frihere
Studien bestatigt wird [263, 264]. Ferner korrelieren diese Ergebnisse mit friheren Untersuchungen, bei
welchen die amphipathischen, helikalen Strukturen solcher Peptide mit den antimikrobiellen
Wirkmechanismen in  Verbindung gebracht wurden [62, 192]. Weiterhin konnten bei der
Charakterisierung dieser Peptide auch starke zytotoxische Eigenschaften festgestellt werden (Tabelle 4.1),
welche diese Peptide unbrauchbar fir eine therapeutische Applikation machen, wie es bereits bei vielen
amphipathischen helikalen Peptiden beobachtet werden konnte [70-72]. Bei der Analyse der einzelnen C-
und N-terminalen Regionen der Peptide Melittin und BMAP-27 wurde ersichtlich, dass sich deren
antimikrobielle  Eigenschaften  maBgeblich von den korrespondierenden  Vollldngenpeptiden
unterschieden. Wahrend sowohl die C- als auch N-terminale Region des antimikrobiellen Peptids Melittin
weder wachstumsinhibierende noch Membran-permeabilisierende Eigenschaften verzeichnete, konnten
antimikrobielle Eigenschaften des N-terminalen Fragments von BMAP-27 festgestellt werden. Im
Gegensatz dazu lieB jedoch das C-terminale Fragment keinerlei Aktivitaten erkennen. In diesem
Zusammenhang zeigten die Ergebnisse mehrere Auffalligkeiten durch die Separierung der terminalen
Regionen dieser Peptide. Hinsichtlich der strukturellen Konformation wurde ersichtlich, dass nur der
N-terminale Bereich von BMAP-27 und der C-terminale Bereich von Melittin helikale Strukturen umfasste.
AuBerdem wurde anhand der Ergebnisse ebenfalls deutlich, dass durch die Separation die
biophysikalischen Eigenschaften der Fragmente im Vergleich zu den Volllangenpeptiden grundlegend
verdndert wurden. So wurde ersichtlich, dass das N-terminale Fragment von BMAP-27 zwar eine
reduzierte Hydrophobizitdt im Vergleich zum Volllangenpeptid besaB3, dessen Nettoladung nur leicht
verringert wurde und dessen Hydrophobizitatsmoment sogar stark erhéht wurde. Im Vergleich dazu
verflgte das C-terminale Fragment Uber ein reduziertes Hydrophobizitdtsmoment und eine reduzierte
Nettoladung, besal3 jedoch eine erhdhte Hydrophobizitdt. Anhand dieser beiden Fragmente wurde
ersichtlich dass vorrangig das Hydrophobizitatsmoment und die Nettoladung von helikalen Peptiden fir
die antimikrobiellen Eigenschaften verantwortlich sind. Dies korreliert mit vielen Untersuchungen von
helikalen Peptiden hinsichtlich dieser Parameter [46, 62, 182, 192]. Ebenso konnte anhand des C- und
N-terminalen Fragments von Melittin beobachtet werden, dass durch die Separierung dieser beiden
Peptide eine Separierung der biophysikalischen Eigenschaften stattfand. Wahrend das N-terminale
Fragment eine ausgepragte Hydrophobizitdt und Hydrophobizitdtsmoment besal3, welches sogar oberhalb
des Volllangenpeptids lag, war die Nettoladung stark reduziert. Im Vergleich dazu wies das C-terminale
Fragment zwar eine starke positive Nettoladung auf, besaB jedoch ein stark reduziertes
Hydrophobizitdtsmoment und eine geringere Gesamthydrophobizitat. Als Folge dessen konnten bei der

Analyse beider Fragmente keine antimikrobiellen Eigenschaften identifiziert werden. Hierbei wird
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ersichtlich, dass neben der Hydrophobizitat und dem Hydrophobizitatsmoment auch die Nettoladung
eines antimikrobiellen Peptids von entscheidender Bedeutung ist. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass der
prinzipielle Wirkmechanismus antimikrobieller Peptide auf einer Rezeptor-unabhdngigen Interkation der
Peptide mit den bakteriellen Membranen beruht [39, 40], wobei die elektrostatischen Interaktionen
zwischen den anionischen bakteriellen Membranen [42, 43] und den kationischen antimikrobiellen
Peptiden fir die erste Interaktion von essenzieller Bedeutung sind [38]. Eine alternative Ursache fir die
Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften durch die Separation des C- und N-terminalen Fragments
von Melittin koénnte auch auf die Aufhebung der charakteristischen dreidimensionalen Struktur
zurlckzufihren sein. Frihere Untersuchungen haben dargelegt, dass Melittin aus zwei helikalen
amphipathischen Bereichen besteht, welche Uber eine charakteristischne und fir die antimikrobielle
Funktion essenzielle Gelenkregion in der Mitte des Peptids verbunden sind [263]. Die Substitution der
sekundaren Aminosaure Prolin, welche in vielen Fallen fir eine Krimmung von Peptiden verantwortlich ist
[265] und oftmals mit den charakteristischen Wirkmechanismen antimikrobieller Peptide in Verbindung
gebracht wird [266], resultierte hierbei in einer signifikanten Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften
[263]. Basierend auf diesen Untersuchungen koénnte dies ebenfalls die Reduktion der antimikrobiellen
Eigenschaften durch die Separation der C- und N-terminalen Fragmente erklaren. Zudem konnte diese
charakteristische Gelenkregion und die damit verbundene Anordnung beider helikaler Bereiche bei den
hier durchgefiihrten Kalkulationen belegt werden und somit den angewendeten mathematischen
Algorithmus, welcher fir die Berechnungen verwendet wurde, verifizieren.

Hinsichtlich der Analyse der drei artifiziellen Referenzpeptide Bac2a, P7 und Tet127 lieB sich feststellen,
dass Tet127 starke Analogien zu den analysierten amphipathischen helikalen Peptiden erkennen lieB. So
besaB es vergleichbare biophysikalische Eigenschaften und seine Konformation umfasste ebenfalls helikale
Strukturen, welche jedoch aufgrund der kalkulierten Ganghdhe und der Ausrichtung der
Aminosaureseitenketten nicht als a-helikal klassifiziert werden konnte (Tabelle 4.1, Abbildung 4.5). Im
Vergleich dazu waren die Peptide Bac2a und P7 durch deutlich weniger ausgepragte biophysikalische
Eigenschaften gekennzeichnet. Jedoch konnte bei der Analyse der antimikrobiellen Eigenschaften
festgestellt ~ werden, dass Bac2a  sowohl  wachstumsinhibierende als  auch  leichte
Membran-permeabilisierende Eigenschaften besaB3, wohingegen P7 keinerlei Aktivitat zeigte. Dies
bestatigt frihere Experimente, bei welchen im Zuge der Analyse von Peptidbibliotheken signifikante
Unterschiede durch den Einbau der sekunddren Aminosaure Prolin in P7 im Vergleich zu Bac2a detektiert
wurden [267, 268]. Ferner bestatigt der zuvor gemessenen MIC-Wert von 12 uM den hier gemessenen
Wert von 8 pM und verifiziert, dass die hier ermittelten Daten vergleichbare Resultate reprasentieren,
obwohl ein direkter Vergleich nur eingeschrankte Gultigkeit besitzt, da der C-Terminus in den hier
durchgefihrten Untersuchungen als freie Carboxygruppe vorlag, wohingegen in vergleichbaren
Untersuchungen die amidierte Version des Peptids verwendet wurde [267, 268].

Bei dem Vergleich zwischen Bac2a und Tet127 wurde ersichtlich, dass sich die charakteristischen
antimikrobiellen Eigenschaften maBgeblich voneinander unterschieden (Tabelle 4.1). Wahrend beide
MIC-Werte gegentber E. coli in der gleichen GréBenordnung verzeichneten, konnten durch die

Interaktion von Bac2a mit den bakteriellen Membranen nur schwache und zeitlich verzdgerte
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permeabilisierende Eigenschaften identifiziert werden, wohingegen Tet127 zu einer deutlich schnelleren
Permeabilisierung der bakteriellen Membranen bei geringeren Konzentrationen fihrte, wie es auch bei
Melittin, BMAP-27 und KL-Helix beobachtet werden konnte (Tabelle 4.2). Im Vergleich zu diesen helikalen
antimikrobiellen Peptiden verfligten Indolicidin und Protamin Uber deutlich andere biophysikalische als
auch antimikrobielle Eigenschaften. Die errechnete Struktur von Indolicidin umfasste eine flexible
Konformation ohne charakteristische a-Helices oder B-Faltblatter in Kombination mit einer stark erhohten
Hydrophobizitdt und einem geringen Hydrophobizitatsmoment (Abbildung 4.5), was mit friheren NMR
Strukturaufklarungsstudien korreliert [36]. Auffallig ist, dass dieses Peptid starke wachstumsinhibierende
Eigenschaften gegenlber E. coli zeigte, welche jedoch nicht mit Membran-permeabilisierenden
Eigenschaften assoziiert waren (Tabelle 4.1, Tabelle 4.2). Im Gegensatz dazu besal3 Protamin ein hohes
MaB an a-helikalen Regionen, eine geringe Hydrophobizitdt und ein stark reduziertes
Hydrophobizitdtsmoment. Ferner konnten bei der Analyse der antimikrobiellen Eigenschaften von
Protamin ebenfalls keine Membran-permeabilisierenden Eigenschaften festgestellt werden. Diese
Ergebnisse verifizieren, dass die Auspragung von helikalen Strukturen ohne die amphipathischen
Eigenschaften nicht ausreichend ist, um eine Permeabilisierung der bakteriellen Membran zu induzieren.
Vielmehr korrelieren diese Ergebnisse mit Studien, bei welchen wachstumsinhibierende Eigenschaften
durch Prolin- und Arginin-reiche antimikrobielle Peptide aufgrund der Inhibierung des Metabolismus
beschrieben wurden [36, 269]. Insbesondere konnte bereits demonstriert werden, dass die
antimikrobiellen Eigenschaften des Peptids Indolicidin auf der Inhibierung zellinterner Prozesse, wie der
Transkription und Translation beruhen [66] und somit, dhnlich wie bei Protamin, als bakteriostatisch
klassifiziert werden kdnnen. Ferner geht dieser Wirkmechanismus mit der Fahigkeit von Arginin-reichen
Peptiden einher, welche oftmals eine passive Translokation Uber die bakterielle Membran aufweisen [14,
39, 270]. Somit unterscheiden sich diese Peptide hinsichtlich der Wirkweise maBgeblich von den
a-helikalen Peptiden, bei welchen bereits gezeigt wurde, dass die wachstumsinhibierenden Eigenschaften
mit den Membran-permeabilisierenden Eigenschaften einhergehen und die amphipathischen
dreidimensionalen Strukturen essenziell fir deren Aktivitat [46, 47, 189, 192] und charakteristischen
Wirkmechanismus sind [182]. Jedoch war Protamin durch die selektive Permeabilisierung der aulBeren
bakteriellen Membran von E. coli ML-35p durch eine einzigartige Wirkung innerhalb der hier analysierten
antimikrobiellen Peptide gekennzeichnet (Tabelle 4.2). In diesem Kontext konnte ebenfalls ermittelt
werden, dass die Interaktion der gramnegativen Bakterien mit Protamin zu einer starken Aggregation
einzelner Bakterien fUhrte, was anhand von durchflusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen
Analysen verifiziert werden konnte (Abbildung 4.4). Aufgrund der Interaktion des antimikrobiellen Peptids
mit den bakteriellen Membranen kénnte eine Reorganisation der Lipiddoppelschichten induziert worden
sein, wobei mehrere Schichten unterschiedlicher Bakterien miteinander fusionieren und zelllbergreifende
Aggregate bilden, wie es bereits flir andere antimikrobielle Peptide [271] oder aber durch das Eosinophile
kationische Protein [272] dokumentiert werden konnte. Diese Interaktion korreliert mit dem durch das

|u

.carpet model” beschrieben Wirkmechanismus, bei welchem von einer signifikanten Neuordnung der
bakteriellen Membran ohne spezifische Porenbildung ausgegangen wird [49]. Aufgrund der Tatsache,

dass zum heutigen Zeitpunkt nicht eindeutig geklart ist, ob die hypothetischen Wirkmechanismen
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individuell voneinander ablaufende Ereignisse sind, welche auf unterschiedlichen Eigenschaften und
Interaktionen der antimikrobiellen Peptide mit den Membranen beruhen oder vielmehr einen graduellen
Ablauf darstellen [62], kann ebenfalls nicht eindeutig geklart werden, ob die Aggregation der Bakterien
durch die Interaktion mit dem antimikrobiellen Peptid Protamin fir die wachstumsinhibierenden
Eigenschaften verantwortlich ist. Stattdessen kdnnten die antimikrobiellen Eigenschaften auch auf einer
Kombination von mehreren Interaktionen und Wirkweisen beruhen, wie es bereits fir einige Peptide
beschrieben wurde [124, 273, 274]. Hinsichtlich des antimikrobiellen Wirkmechanismus von Protamin
wurden bereits Untersuchungen durchgefiihrt, welche nahelegten, dass die antimikrobielle Wirkung von
Protamin gegenuber Salmonella typhimurium auf der Unterbrechung der bakteriellen Energiegenerierung
und Energielbertragung beruht [275]. Andererseits konnten bereits die permeabilisierenden
Eigenschaften von Protamin gegentiber Listeria monocytogenes und E. coli aufgrund des Austretens von
zellinternem ATP bewiesen werden [276]. Diese widersprichlichen Ergebnisse konnten auf die hier
demonstrierte selektive Permeabilisierung der auBeren bakteriellen Membran des gramnegativen
Bakteriums E. coli zurlckzufiihren sein. Wiederum kdnnten sie auch darauf beruhen, dass antimikrobielle
Peptide je nach Zielorganismus, Konformationsdynamik und Umweltbedingungen unterschiedliche
antimikrobielle Wirkmechanismen aufweisen kdnnen [40]. Dariber hinaus lieB das Peptid Protamin neben
den antimikrobiellen auch wachstumsinhibierende Eigenschaften gegeniber den eukaryotischen Zellen
erkennen (Tabelle 4.1), was hochst wahrscheinlich auf die Uberproportional hohe Anzahl von
peptidinternen Argininen zurlckzufihren ist, welche oftmals mit zytotoxischen Eigenschaften in
Verbindung gebracht werden [277]. Dementsprechend sind die errechneten therapeutischen Kennzahlen
des antimikrobiellen Peptids nur unter Vorbehalt glltig, da die zytostatischen Eigenschaften hierbei nicht

bertcksichtigen werden.

5.1.2 Artifizielles Peptid-design

Bei den Analysen des antimikrobiellen Peptids M1a konnten sowohl wachstumsinhibierende
Eigenschaften  gegenlber dem gramnegativen und grampositiven Bakterium, als auch
Membran-permeabilisierende Eigenschaften nachgewiesen werden (Tabelle 4.3, Tabelle 4.4). Dieses
Peptid bestand aus einer zentralen Region mit 5 hydrophilen Aminosauren, welche jeweils von 3
kationischen Aminosauren flankiert wurde. Ahnliche Ergebnisse verzeichnete das Peptid M1b, welches im
Vergleich zu M1a nicht die Aminosaure Isoleucin und Leucin, sondern die Aminosduren Phenylalanin und
Isoleucin enthielt, ansonsten aber Ulber eine analoge Primarsequenz verfligte. Anhand der analysierten
Peptidbibliotheken wurde ersichtlich, dass die vollstandige Substitution einer dieser drei charakteristischen
Regionen in einem vollstandigen Verlust der antimikrobiellen Eigenschaften resultierte. Insbesondere
wurde in diesem Kontext ersichtlich, dass die Reduktion der antimikrobiellen Aktivitaten nicht mit der
Reduktion von charakteristischen biophysikalischen Eigenschaften, wie der Gesamthydrophobizitat, des
Hydrophobizitatsmoments oder der Nettoladung einherging. Dies wurde in erster Linie dadurch deutlich,

dass sowohl die Peptide M2 und M3 mit einer erhdhten Gesamthydrophobizitat, als auch das Peptid M7,
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welches identische biophysikalische Eigenschaften im Vergleich zu den Peptiden M1a und M1b besal3,
weder wachstumsinhibierende noch Membran-permeabilisierende Eigenschaften demonstrierte. Ebenso
wurde ersichtlich, dass die Hydrophobizitatsmomente aufgrund der Modifikation der Peptide durch keine
signifikanten  Veranderungen gekennzeichnet waren, wie es beispielsweise bei o-helikalen
antimikrobiellen Peptiden beobachtet werden kann [62, 192]. Vielmehr wurde erkennbar, dass die
Substitution einzelner Peptidregionen in einer Variation der dreidimensionalen Konformation des Peptids
resultierte und diese eine Korrelation zu der Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften erkennen lief3
(Abbildung 4.6). So besaBen sowohl das Peptid M1a, als auch M1b ein ausgedehntes B-Strang-Motiv,
wohingegen die Substitution einzelner Regionen in Peptiden mit deutlich kirzeren Konformationsmotiven
resultierte oder aber deren Sekundarstruktur durch das Auftreten vollstandig flexibler Peptidregionen
charakterisiert war. Dies wurde durch die Ergebnisse der N-und C-terminalen Truncation-Bibliothek
verifiziert. Es konnte bestatigt werden, dass die Reduktion der Sequenzldnge und damit eine Reduktion
kationischer Aminosauren von beiden Termini, zu einer Reduktion des B-Strang-Motivs fihrte (Abbildung
4.9). DarUber hinaus wurde ebenso ersichtlich, dass die Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften
nicht mit der Variation der biophysikalischen Eigenschaften assoziiert war (Tabelle 4.5). Dies konnte
besonders gut bei der Analyse der Peptide N3 und N4, sowie C3 und C4 beobachtete werde, welche die
ausgepragtesten  Hydrophobizitaten und Hydrophobizitaitsmomente innerhalb der analysierten
Bibliotheken besaBen, deren antimikrobielle Aktivitat im Vergleich zu M1a oder M1b jedoch drastisch
reduziert waren. Da die antimikrobiellen Eigenschaften von a-helikalen Peptiden insbesondere mit
gesteigerten Hydrophobizitatsmomenten einhergehen [182], welche eine quantitative MaBeinheit der
amphipathischen Eigenschaften reprasentieren [190, 191], und dies bei den analysierten Peptiden nicht
beobachtet werden konnte, kann angenommen werden, dass die hier analysierten wirksamen
antimikrobiellen Peptide Uber einen anderen, mit der dreidimensionalen Struktur assoziierten
Wirkmechanismus verfligen. Dies wird insbesondere auch bei der Analyse der Aminosaureanordnung
ersichtlich. Hierbei war eine sukzessive Verschiebung der hydrophoben zentralen Region des Peptids A1 zu
den Termini durch eine signifikante Variation des Sekundarstrukturmotivs gekennzeichnet (Abbildung
4.12). Wahrend A1, ebenso wie z.B. M1a, N1 oder C1 ein ausgedehntes B-Strang-Motiv besaB,
verdnderte sich diese Struktur durch die Verschiebung der Aminosauren bis hin zu einer flexiblen
Konformation in A5. Hinsichtlich des Sekundarstrukturmotivs lieB sich beobachten, dass A2 leichte
helikale Eigenschaften verzeichnete, welche jedoch hinsichtlich biophysikalischer, antimikrobieller und
zytotoxischer Eigenschaften nicht mit denen anderer a-helikaler Peptide vergleichbar sind. Dies konnte
auch anhand der entsprechenden Helixrad-Projektion verifiziert werden, welche keine amphipathischen
Eigenschaften des Peptids erkennen lie3 (Abbildung 4.10). Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass
A4 ein stark ausgepragtes antiparalleles B-Faltblatt ausbildete. Diese Strukturanderung wurde durch die in
verschiedenen Peptidabschnitten lokalisierten hydrophoben Bereiche induziert, welche in einer
hydrophilen Umgebung aggregieren und somit zunachst an der Auspragung einer gebogenen
Peptidstruktur beteiligt sind, welche mit zunehmender Verschiebung der Aminosauren starker stabilisiert
wurde. Obwohl bereits antimikrobielle Eigenschaften durch artifizielle B-Faltblatt ausbildende Peptide

beschrieben wurden [197-199], unterscheiden sich diese Sequenzen und Strukturen maBgeblich von
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denen des hier analysierten Peptids A4. Bei Peptiden mit PB-Faltblatt Strukturen beruhen die
antimikrobiellen Eigenschaften, ebenso wie bei a-helikalen Peptiden, auf den amphipathischen
Eigenschaften, welche durch die alternierende Anordnung von kationischen und hydrophoben
Aminosauren hervorgerufen werden. Generell wird deren Wirkmechanismus mit dem ,carpet model”
erklart, bei welchem eine Anlagerung des kationischen antimikrobiellen Peptids an die anionische
bakterielle Membran aufgrund elektrostartischer Wechselwirkungen begunstigt wird, woraufhin die
Peptide nach der Uberschreitung einer Schwellenkonzentration mittels Selbstorganisation zu Doménen
mit hohen Peptidkonzentrationen aggregieren [39, 199]. AnschlieBend werden die Peptide in die
bakteriellen Membran integriert, wobei die kationischen Aminosauren einen hydrophilen Kanal ausbilden
und die hydrophoben Seitenketten mit den hydrophoben Bereichen der Membran interagieren [50, 51].
Alternativ dazu kdénnen aufgrund der Abschirmung gegeniber der hydrophilen Umgebung ganze
Membranfragmente in einem Detergenz-ahnlichen Mechanismus aus der Membran herausgelost werden.
Da die Seitenketten von angrenzenden Aminosauren auf unterschiedlichen Ebenen des Peptids lokalisiert
sind [278], erklart dies, warum das alternierende Motiv aus kationischen und hydrophoben Aminosauren
von entscheidender Bedeutung ist. Aufgrund der Tatsache, dass das Hydrophobizitatsmoment lediglich
eine quantitative Einheit zur Beschreibung der amphipathischen Eigenschaften von a-helikalen Peptiden
ist [190, 191], kénnen die amphipathischen Eigenschaften von B-Faltblatt bildenden Peptiden nicht durch
dessen Analyse identifiziert werden. Vielmehr ist hierfir die Analyse der Primadrsequenz notwendig, bei
welcher charakteristische repetitive alternierende Motive von Bedeutung sind, wie sie bei friheren
Untersuchungen bereits beschrieben wurde [188, 194, 197-199, 279]. Da bei der Analyse des Peptids A4
solche Strukturen nicht identifiziert werden konnten erklart dies die lediglich sehr schwach ausgepragten
antimikrobiellen Eigenschaften. Da jedoch die amphipathischen Eigenschaften im Allgemeinen sowohl bei
den a-helikalen [44] als auch B-Faltblatt [279] bildenden Peptiden von maBgeblicher Bedeutung fur die
Rezeptor-unabhangige Interaktion und Permeabilisierung der bakteriellen Membran sind [39-41], kann
davon ausgegangen werden, dass die Separierung der kationischen und hydrophoben Aminosauren
innerhalb der analysierten B-Strang bildenden Peptide ebenfalls eine fundamentale Bedeutung fiir deren
Wirkmechanismus darstellt. Jedoch ergaben die Untersuchungen der artifiziellen B-Strang bildenden
Peptide, dass die Anordnung ihrer drei charakteristischen Regionen fir die antimikrobielle Wirkung
erhalten bleiben muss, wohingegen bei den a-helikalen und [-Faltblatt bildenden antimikrobiellen
Peptiden die Primarsequenzen und Anordnungen der Aminosauren stark variieren kénnen, solange die
amphipathischen Eigenschaften erhalten bleiben [46, 192]. Dies wurde insbesondere bei der Analyse der
Peptide M7 und A5 ersichtlich, welche identische biophysikalische Eigenschaften im Vergleich zu M1a und
A1 aufwiesen, jedoch Uber keine antimikrobiellen Eigenschaften gegeniber beiden Bakterien verfligten
(Tabelle 4.1, Tabelle 4.7). Zudem konnten bei den Analysen der zeitlich abhangigen Permeabilisierung der
auBeren und inneren bakteriellen Membran von E. coli ML-35p ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen o-helikalen und B-Strang formenden Peptiden detektiert werden, was ebenfalls auf eine andere
Art der Interaktion hindeutet. Wahrend samtliche analysierten a-helikalen antimikrobiellen Peptide
Permeabilisierungszeiten gegenlber beiden Membranen von wenigen Minuten verzeichneten, waren die

Permeabilisierungszeiten der B-Strang bildenden Peptide deutlich verzdgert. Dies lie3 sich insbesondere
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bei dem Vergleich zwischen Melittin und M1a beobachten, welche beide Uber einen identischen
MIC-Wert von 8 uM gegendiber E. coli verfUgten (Tabelle 4.1, Tabelle 4.3). Wahrend Melittin die duBere
bakterielle Membran bei dieser Konzentration innerhalb von 9 min und die innere Membran innerhalb von
12 min permeabilisierte, waren die Permeabilisierungszeiten von M1a mit 17 und >90 min deutlich
verzogert (Tabelle 4.2, Tabelle 4.4). Darlber hinaus waren samtliche B-Strang bildenden Peptide durch
weitere signifikante Unterschiede zu den Referenzpeptiden charakterisiert. Samtliche amphipathischen
a-helikalen Peptide besaBen zytotoxische und antimikrobielle Eigenschaften innerhalb der gleichen
GroBenordnung, was in therapeutischen Kennzahlen von weniger als 2 resultierte (Tabelle 4.1) und
bereits bei anderen Studien bezlglich amphipathischer a-helikaler Peptide beobachtet werden konnte
[70-72]. Im Vergleich dazu waren die analysierten B-Strang bildenden Peptide durch keine signifikanten
zytotoxischen Eigenschaften in dem analysierten Konzentrationsbereich charakterisiert. Lediglich die
Peptide N1, C1 und N4 lieBen schwache zytotoxische Eigenschaften erkennen, welche jedoch
ausschlieBlich bei dem Peptid N1 zu einer vollstdndigen Inhibierung des eukaryotischen Wachstums
fihrten (Tabelle 4.5). Demzufolge waren die analysierten artifiziellen Peptide durch deutlich hohere
therapeutische Kennzahlen charakterisiert. Dies stimmt mit friheren Studien Uberein, bei welchen
a-helikale und B-Faltblatt bildende antimikrobielle Peptide mit identischen Peptidkompositionen und
antimikrobiellen Charakteristiken hinsichtlich ihrer zytotoxischen Eigenschaften analysiert wurden [201].
Hierbei konnte eine bessere biologische Kompatibilitat der B-Faltblatt bildenden antimikrobiellen Peptide
bewiesen werden. Obwohl die hier analysierten antimikrobiellen Peptide keine charakteristischen
amphipathischen B-Faltblatter bildeten, sondern vielmehr einzelne separate B-Strang-Motive erkennen
lieBen, ist es sehr wahrscheinlich, dass die biologisch kompatiblen Eigenschaften ebenfalls darauf
beruhen, dass sich ihr Wirkmechanismus mafBgeblich von dem der amphipathischen a-helikalen Peptide
unterscheidet.

Neben der Analyse der Sequenzlange und Anordnung einzelner Sequenzbereiche innerhalb des Peptids
wurde auch die Gesamtkomposition der B-Strang formenden antimikrobiellen Peptide analysiert.
Diesbezlglich ergaben sich eindeutige Tendenzen. Wahrend die Arginin-enthaltenden Peptide S1, S3 und
S7 durch zytostatische Eigenschaften gegentber den eukaryotischen Zellen Gber einen Zeitraum von vier
Tagen gekennzeichnet waren, zeigte die Applikation der Lysin-enthaltenden Peptide keine zytotoxischen
oder wachstumsinhibierenden Eigenschaften (Tabelle 4.11). Dies korreliert mit den zuvor ermittelten
zytostatischen Eigenschaften des antimikrobiellen Peptids Protamin, sowie mit friheren Studien, bei
welchen wachstumsinhibierende Eigenschaften durch Prolin- und Arginin-reiche antimikrobielle Peptide,
aufgrund der Inhibierung des Metabolismus, nachweisbar waren [36, 269]. Ebenfalls konnte
Ubereinstimmend festgestellt werden, dass die wachstumsinhibierenden Eigenschaften sowohl von
Protamin als auch von S1, S3 und S7 nicht mit einer direkten Permeabilisierung der eukaryotischen
Membran einhergingen (Tabelle 4.12), was hochst Wahrscheinlich auf der bereits beschriebenen passiven
Translokation von Arginin-reichen Peptiden durch die bakterielle Membran beruht [14, 39, 270]. DarUtber
hinaus wurden in friheren Studien weitere Unterschiede bei dem Einfluss von Lysinen und Argininen auf
die Krimmung der Membran identifiziert [280, 281]. So konnte demonstriert werden, dass die

Guanidingruppe mittels mehrfach verzahnter Wasserstoffbrickenbindungen mit den Komponenten der
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bakteriellen Membran interagiert, was in einer umfangreichen Aggregation der polaren Kopfgruppen
resultiert und als Folge dessen eine, zur senkrechten Ebene positive, Membrankrimmung induziert wird,
woraus eine Sattel-Spreiz Krimmung entsteht [282-284]. Im Vergleich dazu konnte anhand von
Untersuchungen festgestellt werden, dass die Aminogruppe von Lysinen lediglich mit einer Kopfgruppe
interagieren kann, wodurch eine negative Membrankrimmung induziert wurde [284], was somit fir die
unterschiedlichen Eigenschaften der Arginin und Lysin-enthaltenen Peptide verantwortlich sein kénnte.

Die ausgepragtesten antimikrobiellen Eigenschaften konnten durch die hydrophobe Aminosaure Isoleucin,
im Vergleich zu Valin, Phenylalanin und Leucin nachgewiesen werden. Dies geht mit der individuellen
Hydrophobizitat einzelner Aminosauren, entsprechend ihrer biophysikalischen Eigenschaften in kleinen
Peptiden, einher [285, 286]. Da bei den Wirkmechanismen antimikrobieller Peptide hydrophobe
Wechselwirkungen von entscheidender Bedeutung sind [267], kann davon ausgegangen werden, dass die
hydrophoben Eigenschaften der zentralen Region der entwickelten B-Strang formenden Peptide ebenfalls
essenziell fir deren antimikrobiellen Wirkmechanismen sind, was auch mit den analysierten Truncation-
und Substitutionsbibliotheken dieser Region korreliert (Tabelle 4.7). Dementsprechend erklart diese
Reduktion der Peptidhydrophobizitat in den Peptiden S5 und S6, welche durch die Substitution mit der
hydrophoben Aminosdure Valin hervorgerufen wurde, auch deren stark reduzierte antimikrobielle
Aktivitdten. Wahrend Phenylalanin die hydrophobste der analysierten Aminosauren darstellt, resultiert
deren Kombination mit der kationischen Aminosaure Lysin in Peptid S8 in einer reduzierten
antimikrobiellen Aktivitat im Vergleich zu den anderen Peptiden. In diesem Kontext konnte bereits belegt
werden, dass die aromatischen Seitenketten mehrerer Phenylalaninen in natirlich vorkommenden
Proteinen an stabilisierende Interaktionen beteiligt sind [287, 288]. Es wurden bereits mehrere
Interaktionsmechanismen vorgeschlagen, zu welchen unter anderem gestapelte m-Systeme, T-férmige
Stapelung und Parallelverschiebungen gehéren. Solche Interaktionen kénnten die Konformation des
ausgedehnten B-Strang-Motivs, sowie die damit verbundenen antimikrobiellen Eigenschaften maBgeblich
beeintrachtigen, wie es auch ansatzweise bei den errechneten dreidimensionalen Strukturen ersichtlich
wurde (Abbildung 4.14). Hierbei besaBen die Phenylalanin-enthaltenden Peptide S7 und S8 kleine flexible
Regionen innerhalb des zentralen hydrophoben Bereichs, welche den B-Strang unterbrachen. Da die
kationischen Eigenschaften der terminalen Regionen aufgrund der elektrostatischen AbstoBung fir die
horizontale Streckung der Peptide verantwortlich sind, kdnnte die groBere Dissoziationskonstante von
Arginin im Vergleich zu Lysin [289] die stabilisierenden Interaktionen der aromatischen Seitenketten
kompensieren. Somit wirde dies die starkeren antimikrobiellen Aktivitaten des Peptids S7 im Vergleich zu

S8 erklaren, da das charakteristische gestreckte B-Strang-Motiv erhalten bleiben wirde.
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5.1.3 Optimierte Peptidsequenz und Behandlung von kontaminierten

Zellkulturen

Basierend auf den Ergebnissen der analysierten Peptidbibliotheken wurde das optimierte antimikrobielle
Peptid O1 abgeleitet, welches 6 zentrale Isoleucine aufwies, die von jeweils 3 Lysinen flankiert wurden.
FUr die Optimierung wurden mehrere Parameter, wie die Peptidlange, antimikrobielle und zytotoxische
Eigenschaften, sowie die Permeabilisierungszeiten berlcksichtigt. Die Anzahl der kationischen
flankierenden Aminosauren beruhte darauf, dass zusatzliche Aminosauren nicht mit einer Steigerung der
antimikrobiellen Eigenschaften einhergingen, wie es beispielsweise bei den Peptiden N1, A1 und D5 im
Vergleich zu S2 beobachtet werden konnte, wohingegen sich eine Reduktion der Aminosauren nachteilig
auswirkte (Tabelle 4.5). Ebenso konnte keine Steigerung der antimikrobiellen Eigenschaften durch mehr
als 5 zentrale hydrophobe Aminosauren beobachtet werden, wie es bei den Peptiden A1 und H1 zu
beobachten war, wohingegen deren weitere Reduktion ebenfalls einen nachteiligen Effekt auf die
antimikrobiellen Eigenschaften hatte (Tabelle 4.7). Jedoch resultierte eine Erhéhung der hydrophoben
Aminosauren in einer Reduktion der Permeabilisierungszeiten, wie es anhand der Peptide A1 und H1 im
Vergleich zu S2 oder M1a ersichtlich wurde. Da sowohl kurze Peptidsequenzen, als auch schnell wirkende
antimikrobielle Peptide vorteilhaft sind, wurde, um diesen Anforderungen zu entsprechen, flr das
optimierte Peptid O1 ein hydrophober Bereich bestehend aus 6 Aminosauren gewahlt. Darlber hinaus
konnte anhand der Substitutionsbibliotheken gezeigt werden, dass die Peptidkomposition den
einflussreichsten Parameter bei der Optimierung von [B-Strang bildenden antimikrobiellen Peptiden
reprasentiert. Um zytostatische Aktivitdten zu vermeiden wurden fir die kationischen Bereiche Lysine
verwendet, welche aufgrund der gesteigerten antimikrobiellen Wirkung mit lIsoleucinen kombiniert
wurden. Bei den Analysen war feststellbar, dass O1 MIC-Werte von 8 und 0,5 pM in Kombination mit
nicht nachweisbaren zytotoxischen Eigenschaften besaB, woraus sich therapeutische Kennzahlen von
mehr als 8 und 128 ergaben, was somit zu den hdchsten therapeutischen Kennzahlen aller analysierten,
aus proteinogenen Aminosauren bestehenden, Peptide flhrte (Tabelle 4.13). Ebenso wie bei anderen
Peptiden konnte bei der strukturellen Analyse ein ausgedehntes B-Strang-Motiv identifiziert werden,
welches nahezu die gesamte Sequenz abdeckte und keine Abhangigkeit von dem verwendeten
mathematischen Algorithmus oder der Berechnung zugrunde liegenden Umgebung verzeichnete
(Abbildung 4.15). Somit stellt auch dieses Peptid eine einzigartige Kombination aus dreidimensionaler
Struktur und biophysikalischen Eigenschaften dar, welche ebenfalls keine Ubereinstimmungen mit
o-helikalen [46, 91, 189, 192] oder B-Faltblatt [197-199] bildenden antimikrobiellen Peptiden zeigte.
Aufgrund der Tatsache, dass die dreidimensionale Struktur lediglich in einer hydrophilen oder
hydrophoben Umgebung berechnet wurde, kann jedoch keine zwangslaufige Korrelation zwischen der
Struktur und dem Wirkmechanismus gefolgert werden. Dies basiert darauf, dass in vielen Fallen die
Interkation der antimikrobiellen Peptide mit den amphiphilen bakteriellen Membranen aufgrund eines
Induced-Fit-dhnlichen Mechanismus in einer signifikanten Variation der Sekundarstruktur resultiert [290].
Dies konnte bereits gut anhand der Interaktion von a-helikalen [45-47] und B-Faltblatt bildenden [197-

199] Peptiden mit amphiphilen Modellmembranen belegt werden. Aus diesen Grinden korreliert das
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identifizierte B-Strang-Motiv eventuell nicht direkt mit der aktiven antimikrobiellen Peptidkonformation,
stellt jedoch trotzdem eine hohe Relevanz fiir die in silico Entwicklung von artifiziellen antimikrobiellen
Peptiden dar.

Aufgrund der Tatsache, dass das optimierte Peptid O1 sowohl Uber antimikrobielle als auch biologisch
kompatible Eigenschaften verfligte, wurden seine selektiven Membran-permeabilisierenden Eigenschaften
unter Verwendung von Mischkultur untersucht. Dabei konnte, in Analogie zu vorherigen Versuchen, eine
selektive Permeabilisierung der bakteriellen Membran detektiert werden (Abbildung 4.19). Ferner wiesen
samtliche eukaryotischen Zellen keine Einschrankungen hinsichtlich des Wachstums oder Veranderungen
der Morphologie auf (Abbildung 4.18, Abbildung 4.17). Aufgrund der Tatsache, dass das analysierte
Peptid O1 aus proteinogenen Aminosduren besteht, ist dieses allerdings anféllig gegeniber einer
proteolytischen Spaltung durch pro- oder eukaryotische Peptidasen [132]. Aus diesem Grund sind fiir eine
therapeutische Anwendung neben den antimikrobiellen und biologisch kompatiblen Eigenschaften auch
die Stabilitat und Halbwertszeit von maBgeblicher Bedeutung [127]. Kirzliche Studien haben belegt, dass
die Stabilitat antimikrobieller Peptide durch die Verwendung von Enantiomeren [128] oder
Diastereomeren [129, 130] modifiziert werden kann, ohne die antimikrobiellen oder biophysikalischen
Eigenschaften zu beeinflussen. Darlber hinaus kénnen auch andere unnatdrliche Modifikationen in die
Primarsequenz der Peptide integriert werden. So konnte festgestellt werden, dass die Stabilitdt durch die
Integration von Carbamatverbindungen, welche die biophysikalischen Eigenschaften des Peptids lediglich
geringfligig beeinflussen, gesteigert werden konnte [131]. Alternativ dazu konnten vergleichbare
Tendenzen bei der Verwendung von Peptidanaloga beobachtet werden, welche je nach Modifikation
jedoch einen deutlich starkeren Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften der Peptide haben und
somit zu einer Veranderung des antimikrobiellen Wirkspektrums fihren kénnten [132]. Eine weitere oft
verwendete unnatirliche Modifikation von Peptiden, um deren proteolytische Stabilitat zu erhéhen, wird
durch die C-terminale Amidierung reprasentiert. Diese unnatirliche Modifikation resultiert lediglich in
einer geringfligigen Erhéhung der positiven Nettoladung, was bei durchgeflihrten Untersuchungen neben
der Erhohung der proteolytischen Stabilitdt auch in einer Steigerung der antimikrobiellen Eigenschaften
resultierte [127, 291].

Basierend auf den analysierten Peptidbibliotheken und den korrespondierenden errechneten
dreidimensionalen Strukturen konnte bei der Analyse der B-Strang formenden Peptide dargelegt werden,
dass eine partielle negative Ladung innerhalb des kationischen C-terminalen Bereichs zu einer Krimmung
des Peptids und somit zu einer Aufhebung des B-Strang-Motivs flhrte (Abbildung 4.13), was mit einer
signifikanten Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften einherging (Tabelle 4.9). Dies ist auf die
elektrostatischen Interaktionen der am C-Terminus lokalisierten anionischen Aminosauren mit den
N-terminalen kationischen Aminosauren zurlickzufihren. Die aus der strukturellen Variation der
Konformation resultierende Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften korrelierte mit der generellen
Tendenz der B-Strang bildenden antimikrobiellen Peptide, bei welchen ausgepragte und stabilisierte
Motive mit starken antimikrobiellen Eigenschaften einhergingen. Ebenso verifizieren diese Ergebnisse, dass
die elektrostatischen AbstoBungskrafte beider kationischen Regionen essenziell fir die horizontale

Streckung der Peptide und somit flr die stabile Ausbildung eines B-Strangs sind. Aufgrund der
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biochemischen Struktur von proteinogenen Aminosauren und den daraus resultierenden Peptiden,
existiert jedoch stets mindestens eine negative Ladung innerhalb der Peptidsequenz, welche durch die
freie Carboxygruppe des C-Terminus reprasentiert wird. Somit entstehen zwangslaufig intermolekulare,
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen dem C-Terminus und den enthaltenen kationischen
Aminosauren, was zu einer Schwachung der ausgedehnten B-Strang Struktur fihrt. Diese Tendenz lief3
sich auch anhand der berechneten dreidimensionalen Peptidstrukturen verifizieren. So umfassten viele
Peptide, welche ausschlieBlich kationische Aminosauren innerhalb ihrer terminalen Bereiche besalBen, wie
z. B. M1a, N1, C1 oder O1, eine kleine flexible C-terminale Region, welche hoéchst wahrscheinlich durch
diese Interaktionen hervorgerufen wurde. Aus diesem Grund und der erstrebenswerten Erhéhung der
Peptidstabilitdt wurde das Optimierte Peptid O2 generiert, welches das C-terminal amidierte Derivat des
Peptids O1 darstellt. Somit wurde bei diesem Peptid eine unnatirliche Modifikation eingefiihrt, welche
prinzipiell zu einer Steigerung der proteolytischen Stabilitat beitragt [127] und ebenfalls intermolekulare
elektrostatische Interaktionen verhindert. Diese Modifikation resultierte in einer Steigerung der
antimikrobiellen Aktivitat, ohne dabei die biologisch kompatiblen Eigenschaften zu beeinflussen (Tabelle
4.13). Basierend auf diesen Eigenschaften stellen sowohl O1 als auch O2 vielversprechende Peptide fir
industrielle und therapeutische Applikationen dar und reprasentieren zudem antimikrobielle Peptide mit
einer stark ausgepragten neuartigen B-Strang Struktur, welche als Grundlage fir die Entwicklung neuer
Peptide und bei der Erforschung antimikrobieller Wirkmechanismen von maBgeblicher Bedeutung sein

konnte.

5.2 Antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen

5.2.1 Vergleich zwischen I6slichen und immobilisierten Peptiden

In Analogie zu den vorangegangenen Ergebnissen konnten bei samtlichen analysierten Peptiden im
|6slichen Zustand antimikrobielle Eigenschaften nachgewiesen werden, wodurch das bakterielle
Wachstum vollstandig inhibiert wurde. Jedoch verzeichneten die analysierten Peptide unterschiedliche
Membran-permeabilisierende Eigenschaften. Wahrend LL-37, BMAP-27, und Melittin eher dem
Wirkmechanismus des Antibiotikums Polymyxin B entsprachen, blieben die bakteriellen Membranen durch
die Interaktion mit Buforin Il und Protamin intakt, wie es auch bei dem Antibiotikum Ampicillin zu
beobachten war (Tabelle 4.15). Durch die kovalente Immobilisierung dieser Peptide und Antibiotika
konnte festgestellt werden, dass lediglich die Peptide mit starken Membran-permeabilisierenden
Eigenschaften ihre wachstumsinhibierenden Aktivitaten behielten, wohingegen bei den im I6slichen
Zustand eher bakteriostatisch wirkenden antimikrobiellen Peptiden keinerlei Aktivitat im immobilisierten
Zustand nachweisbar war (Tabelle 4.16). Hieran wurde ersichtlich, dass fir die Generierung einer
Peptid-basierten kovalenten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtung vorrangig deren Wirkmechanismus
von fundamentaler Bedeutung ist. Obendrein war erkennbar, dass die relativen antimikrobiellen
Aktivitaten der immobilisierten Peptide im Vergleich zueinander nahezu identisch blieben. So besaBen

BMAP-27 und LL-37 deutlich starkere Aktivitaten als Melittin. Diese Ergebnisse korrelieren mit anderen
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Untersuchungen bei welchen ebenfalls dieser Zusammenhang zwischen dem antimikrobiellen
Wirkmechanismus und der Aktivitat immobilisierter Peptide identifiziert wurde [236, 292]. Diese
Unterschiede sind auf die theoretischen Interaktionsmodelle der antimikrobiellen Peptide zurlickzufiihren.
Wahrend die bakterizide antimikrobielle Wirkung durch die Auspragung einer Peptid-basierten
transmembranen Pore charakterisiert ist, beruht die bakteriostatische Wirkung auf einer Inhibierung von
essenziellen zelluldren Prozessen [39]. Bei letzterem stellt die selbst gefbrderte Translokation der
antimikrobiellen Peptide Uber die bakterielle Zellmembran einen notwendigen Prozess dar [16, 63], was
den Verlust der antimikrobiellen Aktivitat der bakteriostatisch wirkenden Peptide im immobilisierten
Zustand erklart. In diesem Zusammenhang erwies sich die verwendete Lebend-Tot Farbung in
Kombination mit durchflusszytometrischen Messungen als eine effiziente Methode fir die schnelle und
einfache Charakterisierung der Membran-permeabilisierenden Eigenschaften und somit fir die
Identifikation von aussichtsreichen Sequenzen flr die Generierung von Peptid-basierten antimikrobiellen
Oberflachenmodifikationen. Dies wurde insbesondere anhand der Ergebnisse bezlglich des
antimikrobiellen Peptids Protamin ersichtlich, bei welchem eine selektive Permeabilisierung der auBeren
bakteriellen Membran in Kombination mit einer Bakterienaggregation detektiert werden konnte (Tabelle
4.2, Abbildung 4.4). Bei den durchflusszytometrischen Messungen konnten, im Vergleich zur Analyse von
E. coli ML-35p, keine permeabilisierenden Charakteristiken identifiziert werden. Da die Protamin-basierten
Oberflachenbeschichtungen keine antimikrobiellen, adsorbierenden oder aggregierenden Eigenschaften
gegenUber den analysierten Bakterien besaBen, erwiesen sich die Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Messungen als aussagekraftiger flr die Identifikation von potentiell einsetzbaren antimikrobiellen
Peptiden, welche fir den Einsatz zur  Generierung von  funktionalen  kovalenten

Oberflachenbeschichtungen geeignet sind.

5.2.2 Orientierung der Peptide im immobilisierten Zustand

Samtliche verwendeten chemischen Ligationen beruhten auf einer Reaktion mit peptidinternen primaren
Aminen bei einem pH-Wert zwischen 7 und 9 [258], wodurch die antimikrobiellen Peptide Uber den
N-Terminus oder Uber die in den Lysinseitenketten enthaltenen Amine immobilisiert wurden. Basierend
darauf resultierte die Immobilisierung in nicht naher definierbaren zufalligen Orientierungen der Peptide
auf den Oberflachen. Aufgrund einer Vielzahl peptidinterner Amine resultierte dies wahrscheinlich auch in
mehrfachen Quervernetzungen zwischen dem Peptid und der Oberflache. Trotz dessen konnten
antimikrobielle Aktivitaten durch die bakterizid wirkenden antimikrobiellen Peptide im immobilisierten
Zustand detektiert werden (Tabelle 4.15). Dies korreliert mit fritheren Untersuchungen hinsichtlich der
Aktivitat von immobilisierten antimikrobiellen Peptiden. Hierbei konnte ebenfalls festgestellt werden, dass
die chemische Ligation das Aktivitatsspektrum kurzer bakterizid wirkender amphipathischer a-helikaler
antimikrobieller Peptide nicht verandert, und dass die Aktivitat im immobilisierten Zustand primar von den
strukturellen Eigenschaften der Oberflache, wie z. B. dem Abstand zwischen Peptid und Oberflache oder

der Peptidkonzentration, abhangig war [292]. Ferner konnte geschlussfolgert werden, dass die
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Orientierung des Peptids einen deutlich geringeren Einfluss auf die antimikrobiellen Aktivitaten besal.
Andere Ergebnisse hingegen belegen, dass die Orientierung der Peptide von essenzieller Bedeutung ist. So
konnte bewiesen werden, dass die Immobilisierung Uber den N-Terminus von Melittin in einer Reduktion
der antimikrobiellen Aktivitdt, im Vergleich zur C-terminalen Immobilisierung, resultierte [236]. Dies ist
darauf zurlckzufihren, dass eine N-terminale Immobilisierung zu einer Inaktivierung der in Melittin
vorkommenden N-terminalen GIG Region fihrt [293], welche flr die Einlagerung des Peptids in die
hydrophoben Bereiche der bakteriellen Membran verantwortlich ist, wohingegen der C-terminale
kationische Bereich primar mit den anionischen Bereichen der Membran interagiert [44, 294, 295]. Diese
Ergebnisse  korrelieren  mit  den  Aktivitdten  der  hier  generierten  Melittin-basierten
Oberflachenbeschichtungen, bei welchen trotz einer zufilligen Orientierung auf der Oberflache
antimikrobielle Eigenschaften festgestellt werden konnten. Dies ist darauf zurlckzuflihren, dass keine
selektive Blockierung des N-Terminus stattfand. Andere Studien konnten auBerdem nachweisen, dass die
amphipathischen Eigenschaften von Peptid-basierten Oberflachenbeschichtungen maBgeblich flr deren
antimikrobielle Aktivitat verantwortlich waren. So konnte verdeutlicht werden, dass die antimikrobielle
Aktivitdt von Peptid-basierten Oberflachenbeschichtungen abhangig von der Anordnung der
hydrophoben und kationischen Aminosduren innerhalb der Peptidsequenz war [296]. Die Peptide
verfigten Uber die ausgepragtesten antimikrobiellen Aktivitaten, deren kationische Aminosduren
vorzugsweise nahe an der Oberflache lokalisiert waren und deren hydrophobe Aminosauren sich in
einiger Entfernung von der Oberflache befanden. Diese Ergebnisse verifizieren die hier erkennbare
Tendenz bakterizid wirkender antimikrobieller Peptide, welche in einer zufélligen Orientierung
immobilisiert wurden. Da es sich bei den Peptiden LL-37 [32], Melittin [263] und BMAP-27 [264] um
o-helikale Peptide mit stark ausgepragten amphipathischen Eigenschaften handelt, resultierte eine
Immobilisierung Uber die Seitenketten der peptidinternen Lysine wahrscheinlich darin, dass die
kationischen Aminosduren nahe der Oberflache lokalisiert waren und sich dementsprechend die
hydrophoben Aminosauren der amphipathischen Helix auf der gegentberliegenden Helixebene und somit
weiter von der Oberflache entfernt befanden. Aktuell kann die Konformation der unspezifisch
immobilisierten antimikrobiellen Peptide nicht eindeutig verifiziert werden, da viele dieser Peptide ihre
charakteristischen Sekundarstrukturen erst aufgrund der Interaktion mit amphiphilen bakteriellen
Membranen ausbilden [40, 45, 46] und bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Studien durchgefihrt wurden,

um die Konformation immobilisierter Peptide zu untersuchen.
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5.2.3 Peptidquantifizierung

Die Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen wiesen nicht nur eine starke
Abhangigkeit von den verwendeten Peptiden auf, sondern besaBen auch unterschiedliche Aktivitaten bei
unterschiedlichen  Immobilisierungskonzentrationen.  So  besaBen auf BMAP-27  beruhende
Oberflachenbeschichtungen, denen eine NHS-basierte Reaktionschemie zu Grunde lag eine signifikante
Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften ab einer Immobilisierungskonzentration von 8,8 uM,
wohingegen groBere Konzentration zu Oberfldchenbeschichtungen mit ausgepragten antimikrobiellen
Eigenschaften flhrten (Abbildung 4.23, Tabelle 4.17). Bei dem Vergleich dieser antimikrobiellen Aktivitat
mit der immobilisierten Peptidmenge konnte beobachtet werden, dass bei einer 8,8 uM Konzentration
eine 81 %ige Absattigung der Oberflache stattfand, welche durch eine Konzentration von 17,5 pM auf
92 % erhoht wurde. Im Gegensatz dazu flhrte eine Konzentration von 4,4 uM zu einer
Oberflachensattigung von 70 %, was in einer vollig inaktiven Oberflachenbeschichtung resultierte. Dies
legt nahe, dass die Aktivititen von Peptid-basierten Oberflachenmodifikationen nicht linear mit der
Peptidmenge skalieren, sondern vielmehr ein Schwellenwert der Oberflachenabsattigung erreicht werden
muss, um die antimikrobielle Aktivitat zu gewahrleisten. Diese Tendenz wurde auch bei den Ergebnissen
bezliglich der BMAP-27-modifizierten PLL-Netzwerke ersichtlich, bei welchen unterschiedliche
Komplexitdten untersucht wurden. So konnte festgestellt werden, dass bei einer konstanten
Immobilisierungskonzentration von 140 pM bei wenig komplexen Netzwerken zunachst geringe
antimikrobielle Aktivitaten detektiert wurden, welche anfanglich mit der Komplexitat anstiegen und ab
Netzwerken mit 3 bzw. 4 individuellen PLL-Schichten erneut verringert wurden (Abbildung 4.26). Ferner
zeigte sich auch, dass die absolute Menge der in den PLL-Netzwerken immobilisierten Peptide
kontinuierlich mit der Komplexitat zunahm (Abbildung 4.28 B). Basierend auf diesen Ergebnissen kann
geschlussfolgert werden, dass bei geringen Komplexitaten keine vollstandige Abdeckung der Oberflache
mit reaktiven Modifikationen und somit mit antimikrobiellen Peptiden stattfand, woraus die reduzierten
antimikrobiellen Aktivitaten resultierten. Mit zunehmender sukzessiver Modifikation der Oberflachen
nahm auch die Dichte der reaktiven Modifikationen auf der Oberflache zu, wodurch eine ausreichende
Oberflachensattigung erreicht werden konnte. Bei einer weiteren Steigerung der Komplexitdt nahm die
Anzahl der reaktiven Gruppen auf der Oberflache erneut zu, wobei jedoch die konstante
Immobilisierungskonzentration nicht ausreichend war, um eine hinreichende Absattigung der Oberflache
zu gewahrleisten, wodurch die notwendige Schwellenkonzentration nicht erreicht werden konnte und
somit nur stark reduzierte antimikrobielle Eigenschaften zu beobachten waren. Diese Ergebnisse
korrelieren mit friheren Studien, bei welchen ebenfalls eine Abhangigkeit der antimikrobiellen Aktivitat
von der immobilisierten Peptidmenge beschrieben wurde. So ergaben diese Untersuchungen, dass eine
ausreichende Dichte an funktionalen Modifikationen auf den verwendeten Nanopartikeln vorhanden sein
musste, um antimikrobielle Aktivitaten durch das immobilisierte Peptid LL-37 nachweisen zu kdnnen
[297]. Ebenso konnte Anhand von Untersuchungen geschlussfolgert werden, dass zwei Azid-basierte
Immobilisierungsstrategien zu unterschiedlichen Konzentrationen des antimikrobiellen Peptids Melimin auf

der Oberflache flhrten [232]. Zudem wurde festgestellt, dass mit steigender Peptidkonzentration eine
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Steigerung der antimikrobiellen Eigenschaften einherging. Diese Tendenz wurde auch bei Studien
beobachtet, bei welchen unterschiedliche Peptidmengen mittels einer Biotin-Streptavidin Interaktion
immobilisiert wurden. Hierbei ergab sich ein sigmoidaler Verlauf der antimikrobiellen Aktivitat in
Abhangigkeit  der  Peptidkonzentration  [296].  Solch  ein  Verlauf  konnte auch  der
immobilisierungskonzentrationsabhangigen ~ Membranpermeabilisierung ~ von ~ BMAP-27-basierten
Oberflachenbeschichtungen zugrunde liegen, was jedoch zum jetzigen Zeitpunkt aufgrund der

eingeschrankten Anzahl der Messdaten nicht eindeutig verifiziert werden kann.

5.2.4 Bakterienkonzentration und Adhasion

Neben den antimikrobiellen Eigenschaften und der daraus resultierenden Inhibierung des bakteriellen
Wachstums, wiesen die BMAP-27-basierten Oberflachenbeschichtungen, denen eine NHS-modifizierte
Oberflache zu Grunde lag auch eine Reduktion der nachweisbaren Bakterien auf (Abbildung 4.23 A).
Wahrend bei der Interkation des |6slichen antimikrobiellen Peptids mit den Bakterien lediglich eine
Permeabilisierung der bakteriellen Membran ersichtlich wurde, wobei jedoch die Gesamtzahl der
Bakterien erhalten blieb (Abbildung 4.24 A), fihrte die Interaktion mit Oberflachenbeschichtungen, denen
eine Immobilisierungskonzentration oberhalb von 8,8 uM zu Grunde lag, zu einer signifikanten Reduktion
der Bakterienkonzentration. Dies konnte auf einen lytischen Mechanismus der antimikrobiellen Peptide
zurlickzufihren sein, welcher durch die hohe lokale Konzentration der Peptide an der Oberflache bedingt
ist. Da die vollstandige Lyse von Bakterien zu einer Freisetzung von Biomolekilen, insbesondere
Phosphoglyceriden fiihren wiirde, kénnte dies in Kombination mit einer passiven Adsorption und einer
damit verbundene Abschirmung der antimikrobiellen Peptide von der Umgebung zu einer Inaktivierung
der antimikrobiellen Oberflachenbeschichtung fihren [298]. Dennoch waren die BMAP-27-basierten
antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen durch eine Aktivitat gekennzeichnet, welche zu einer
Reduktion der lebensfahigen Bakterien von mehr als 3 Zehnerpotenzen flihrte. Dies deutet darauf hin,
dass eine schnelle Inaktivierung der Oberflachenmodifikation durch bereits frih im Prozess freigesetzte
Biomolekdle nicht stattfand. Jedoch kénnen zum jetzigen Zeitpunkt keine Angaben zur Langlebigkeit und
Wiederverwendbarkeit der generierten BMAP-27-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen
gemacht werden. Die Reduktion der Bakterienkonzentration kénnte auch auf eine Adsorption der negativ
geladenen Bakterien durch die kationischen Oberflachenbeschichtungen zurlckzufihren sein. Solche
Interaktionen konnten bereits in frlheren Studien bei der Entwicklung von Biosensoren und
Selektionsverfahren dokumentiert werden. In diesem Zusammenhang wurden antimikrobielle Peptide
dazu verwendet um Bakterien an festen Oberflachen zu immobilisieren und gleichzeitig eine Anreicherung
durchzufiihren [141, 142, 299]. Jedoch konnte bei den hier durchgeflihrten Analysen solch eine
Adsorption an  den  BMAP-27-modifizierten  Oberflachen,  welchen  eine  NHS-basierte
Immobilisierungsstrategie zugrunde lag, nicht beobachtet werden. Im Vergleich dazu flhrte jedoch die
Interaktion ~ der  Bakterien  mit  BMAP-27-modifizierten  und  PLL-basierten  kovalenten

Oberflachenbeschichtungen zu einer starken Adsorption (Abbildung 4.27). Diese Tendenz unterschied sich
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von den vorherigen Untersuchungen wund ist wahrscheinlich auf die stark veranderten
Oberflacheneigenschaften der PLL-basierten Beschichtungen zurlickzuflihren. Darlber hinaus wird
anhand dieser Ergebnisse deutlich, dass mit steigender Komplexitat des Netzwerks die
Adsorptionsfahigkeit zunimmt, wobei die angelagerten Bakterien zunachst stark permeabilisierte
Membranen verzeichneten. Erst bei einem aus 4 individuellen Schichten bestehenden Netzwerk konnte
keine Permeabilisierung der Membranen mehr beobachtet werden. Dies korreliert mit den
antimikrobiellen Eigenschaften dieser Oberflachenbeschichtungen, bei welchen eine Reduktion der
antimikrobiellen Eigenschaften mit stark steigender Komplexitat der Netzwerke festgestellt werden konnte
(Abbildung 4.26). Die bereits zuvor geschlussfolgerte Unterschreitung einer charakteristischen
Schwellenkonzentration scheint ebenfalls daftir verantwortlich zu sein, dass bei einem aus 4 individuellen
Schichten bestehenden Netzwerk keine permeabilisierenden Eigenschaften gegenliber den angelagerten
Bakterien detektiert werden konnten, wohingegen jedoch die adsorbierenden Eigenschaften erhalten
blieben. Obwohl die Adsorption der Bakterien auf eine schrittweise Blockierung der antimikrobiellen
Oberflachenbeschichtung und somit einer Inaktivierung hindeutet, kdnnen zum jetzigen Zeitpunkt keine
Aussagen Uber die Langlebigkeit und Wiederverwendbarkeit getroffen werden, da keine Erkenntnisse
Uber die Starke der adsorptiven Anlagerung existieren. So besteht auch die Méglichkeit, dass es sich bei
den angelagerten Bakterien um eine zeitlich begrenzte schwache Interaktion handelt, welche eventuell

mittels Elution aufgehoben werden kann.

5.2.5 Immobilisierungsstrategie

Die Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen waren nicht nur durch eine starke
Abhangigkeit von den verwendeten Peptiden gekennzeichnet, sondern zeigten auch unterschiedliche
Aktivitaten und Eigenschaften aufgrund verschiedener Immobilisierungsstrategien. Diesbezlglich
verzeichneten die immobilisierten Peptidmengen deutliche Unterschiede. So konnte verifiziert werden,
dass die relative immobilisierte Peptidmenge von BMAP-27 auf Epoxy- oder PDITC-modifizierten
Oberflachen in etwa dem 2,3- bzw. 2,7-fachen von der immobilisierten Menge auf NHS-basierten
Oberflachen entsprach (Abbildung 4.21). Dies korreliert mit Untersuchungen bei welchen eine 2,7-fache
bzw. 2,1-fache Menge von Oligonukleotiden auf PDITC-modifizierte Oberflachen im Vergleich zu NHS-
und Aldehyd-modifizierten Oberflachen beschrieben wurde [300]. Obwohl die relative immobilisierte
Peptidmenge auf PDITC- oder Epoxy-modifizierten Oberflaichen im Vergleich zu NHS oder
Aldehyd-basierten Oberflachen stark erhoht war, verzeichneten sie deutlich verringerte antimikrobielle
Eigenschaften  (Tabelle 4.16). Diese  Unterschiede  wurden insbesondere anhand  der
immobilisierungskonzentrationsabhangigen ~ Membranpermeabilisierung ~ von ~ BMAP-27-basierten
Oberflachenbeschichtungen ersichtlich, denen entweder eine PDITC- oder eine NHS-modifizierte reaktive
Oberflache zu Grunde lag. Wahrend die NHS-basierte chemische Ligation bereits bei geringen
Peptidkonzentrationen in einer funktionellen antimikrobiellen Oberflachenbeschichtung resultierte, flihrte

sogar eine 140 pM  Peptidkonzentration in  Kombination mit einer  PDITC-basierten
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Immobilisierungsstrategie lediglich zu Oberflachen mit geringer antimikrobieller Aktivitat (Abbildung 4.23,
Tabelle 4.17). Hierbei unterschieden sich diese beiden Oberflachenbeschichtungen auch hinsichtlich ihrer
relativen immobilisierten Peptidmengen, der daraus resultierenden Oberflachensattigung und den finalen
antimikrobiellen Eigenschaften. In diesem Kontext flihrte eine NHS-basierte chemische Ligation bereits ab
Immobilisierungskonzentrationen von 8,8 puM zu einer 81 %ige Absattigung in Kombination mit
antimikrobiellen Eigenschaften, wohingegen bei den PDITC-basierten Oberflachenbeschichtungen nur
geringe antimikrobielle Aktivitdten festgestellt werden konnten, obwohl bei einer 140 pM
Immobilisierungskonzentration eine nahezu vollstandige Absattigung der Oberflache realisiert wurde.
Ferner entsprach die relative Peptidmenge dem 2,7-fachen einer aquivalenten NHS-basierten
Oberflachenbeschichtung. In Analogie dazu wiesen ebenfalls die Peptide Melittin, LL-37 und BMAP-27,
welche entweder mittels einer PDITC oder einer Epoxy-basierten Reaktionschemie immobilisierten wurden,
nur geringe wachstumsinhibierende und Membran-permeabilisierende Aktivitaten im Vergleich zu den
NHS- und Aldehyd-basierten daquivalenten Oberflachenbeschichtungen auf (Tabelle 4.16). Lediglich durch
die Verwendung des Peptids BMAP-27 lieBen sich geringe Aktivitaten nachweisen, welche wahrscheinlich
auf die generellen starkeren antimikrobiellen Aktivitaten des Peptids im Vergleich zu Melittin und LL-37
zurlckzufihren sind (Tabelle 4.15). Basierend auf diesen Ergebnissen koénnen die verschiedenen
Aktivitaten der antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen nicht ausschlieBlich auf die unterschiedlichen
relativen Peptidmengen oder Oberflachensattigungen zurlckgefihrt werden. Obwohl samtliche
verwendeten chemischen Ligationen auf einer unspezifischen Reaktion mit peptidinternen primaren
Aminen beruhen, unterscheiden sie sich jedoch hinsichtlich ihrer Reaktivitaten und Stabilitaten [258], was
die unterschiedlichen Aktivitaten rechtfertigen konnte. So resultiert die Kondensationsreaktion zwischen
Aldehyden und peptidinternen Aminen in der Auspragung einer instabilen Schiff'schen Base, welche
aufgrund einer hydrolytischen Spaltung das immobilisierte Peptid in die Umgebung abgeben kénnte und
somit die generelle gesteigerte Aktivitat von Aldehyd-basierten antimikrobiellen
Oberflachenbeschichtungen erkldaren wirde [301]. GleichermaBen kénnten NHS-Modifikationen vor der
chemischen Ligation hydrolysieren, wodurch Oberflaichen mit anionischen Carboxygruppen entstehen
wulrden. Diese konnten im Anschluss daran eine elektrostatische Interkationen und eine damit
verbundene nicht kovalente Anlagerung von kationischen antimikrobiellen Peptiden begtnstigen, welche
im Anschluss daran in nicht vorhersehbarer Weise von der Oberflache freigesetzt werden konnten,
wodurch die starken antimikrobiellen Eigenschaften von NHS-basierten Oberflachenbeschichtungen
entstehen koénnten. Dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da die Ausbildung einer Peptidbindung
aufgrund der Reaktion des aktivierten NHS-Esters mit den peptidinternen Aminen innerhalb kirzester Zeit
geschieht, wohingegen die Halbwertszeit der Hydrolyse bei pH 7,0 mit 4 — 5 h die Reaktionszeit um ein
vielfaches Uberschreitet [302]. Um dennoch eine ungewollte Freisetzung der antimikrobiellen Peptide
wahrend der durchgefiihrten Versuche ausschlieBen zu kdnnen wurden Kontrollexperimente
durchgefiihrt, bei welchen die Inkubationstberstdnde der kovalenten Oberflachenbeschichtungen
hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Aktivitaten analysiert wurden. Es konnten jedoch in samtlichen
Uberstanden keine Aktivitdten identifiziert werden, was darauf hindeutet, dass die antimikrobiellen

Peptide wahrend der durchgefiihrten Versuche nicht von den Oberflache freigesetzt wurden (Abbildung
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4.22 B, Abbildung 4.26 B). Dies wird auch dadurch verifiziert, dass im Vergleich zu den bakterizid
wirkenden antimikrobiellen Peptiden die immobilisierten bakteriostatisch wirkenden Peptide keine
Inhibierung des bakteriellen Wachstums verursachten, wie es bei den entsprechenden, in Lésung
befindlichen Peptiden zu beobachten war (Tabelle 4.15, Tabelle 4.16). Darlber hinaus konnten auch keine
zytotoxischen Eigenschaften der BMAP-27-basierten Oberflachenbeschichtungen festgestellt werden, wie
es bei einer ungewollten Freisetzung des Peptids zu beobachten gewesen ware. Somit konnen die
gesteigerten antimikrobiellen Aktivitaten der NHS- und Aldehyd-basierten Oberflachenbeschichtungen
auch nicht auf die Hydrolyse unstabiler chemischer Verbindungen oder die elektrostatische Anlagerung
von Peptiden zurlickgeflihrt werden. Daraus ergibt sich, dass diese Varianz der Aktivitaten direkt auf den
unterschiedlichen chemischen Ligationen beruhen koénnte. Primar basieren samtliche reaktiven
Oberflachenmodifikationen auf einer Kondensation der funktionellen Hydroxylgruppen der Oberflache mit
den hydrolysierbaren Alkoxygruppen der verwendeten Organosilane, wodurch eine kurzkettige
hydrophobe Oberflachenmodifikation entsteht [303]. Durch weitere Derivatisierungen wird diese mit den
individuellen Gruppen fir die chemischen Ligationen versehen, wobei sich die verschiedenen
Modifikationen hinsichtlich ihrer biophysikalischen Eigenschaften geringfligig voneinander unterscheiden
[258]. Ein wesentlicher Unterschied besteht jedoch in der ausgebildeten chemischen Verbindung zwischen
dem antimikrobiellen Peptid und der Oberflache. Bei der NHS-basierten Immobilisierungsstrategie
resultiert die chemische Ligation in der Ausbildung einer Peptidbindung, welche Uber eine Alkankette mit
den Organosilanen verbunden ist [304]. Im Gegensatz dazu resultiert eine PDITC-basierte chemische
Ligation in der Ausbildung einer Thioharnstoffverbindung [300]. Jedoch existiert hierbei, basierend auf der
chemischen Aktivierung der Oberfliche mit PDITC, ein stark hydrophober Phenylring, welcher im
Vergleich zu einer NHS-basierten chemischen Ligation, eine signifikante Veranderung der
Oberflacheneigenschaften darstellt [304]. Versuche mit immobilisierten und einheitlich orientierten
Peptiden legten nahe, dass die Aktivitat einer Peptid-basierten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtung
mit der Anordnung hydrophober und kationischer Aminosduren relativ zu der Oberflache korreliert. Dabei
wurde ersichtlich, dass eine Lokalisation der hydrophoben Aminosduren entfernt von der Oberflache zu
aktiveren antimikrobiellen Beschichtungen flhrte [296]. Da neben den hydrophoben auch die
kationischen Eigenschaften der Peptide von entscheidender Bedeutung waren, ergab sich daraus, dass
sich diese flr eine Steigerung der antimikrobiellen Aktivitdt nahe an der Oberflache befinden mussten.
Dies konnte erklaren, warum die Verwendung einer PDITC-basierten Immobilisierungsstrategie zu einer
signifikanten Reduktion der antimikrobiellen Eigenschaften der kovalenten Oberflachenbeschichtung, im
Vergleich zu einer NHS-basierten chemischen Ligation, fihrte. Bei NHS-modifizierten Oberflachen findet
eine Reaktion mit den kationischen, peptidinternen Lysinen statt, wodurch die kationischen Aminosauren
nahe der Oberflache lokalisiert sind. Aufgrund der Tatsache, dass BMAP-27 eine starke amphipathische
o-helikale Struktur ausbildet [264], resultiert dies darin, dass die hydrophoben Aminosduren entfernt von
der Oberflache lokalisiert sind. Bei einer PDITC-basierten chemischen Reaktion ist davon auszugehen, dass
die Ligation und die damit verbundene Konformation des Peptids auf der Oberflache analog zu der
NHS-basierten Immobilisierung ist. Hierbei existiert jedoch zwischen dem Peptid und der Oberflache ein

stark hydrophober Phenylring. Somit befinden sich die kationischen Aminosauren des Peptids zwischen
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dem hydrophoben Phenylring und den hydrophoben Aminosauren, wodurch die amphipathischen
Eigenschaften des Peptids reduziert und somit die antimikrobiellen Aktivitaten verringert werden kdnnten.
Aufgrund dieser Ergebnisse wird ersichtlich, dass die Selektion der chemischen Immobilisierungsstrategie
einen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat der antimikrobiellen Oberflachenbeschichtung besitzt. Ferner
ergibt sich daraus jedoch auch, dass durch die Kombination der passenden Reaktionschemie mit dem
entsprechenden Peptid eine Optimierung der antimikrobiellen Oberflacheneigenschaften durchgefihrt
werden kann, um einerseits die Aktivitat zu maximieren und andererseits die notwendige Peptidmenge zu

minimieren.

5.2.6 Zytotoxizitat

Wahrend die antimikrobiellen Eigenschaften von kovalenten Peptid-basierten Oberflachenbeschichtungen
einen der mafBgeblichsten Parameter darstellen, existieren vor allem hinsichtlich der potentiellen
Anwendung weitere Anforderungen. Eines der wichtigsten Merkmale wird durch die biologisch
kompatiblen Eigenschaften reprasentiert, insbesondere wenn ein antimikrobielles Peptid mit ausgepragten
zytotoxischen Eigenschaften, wie z. B. BMAP-27 [305] verwendet wird. Bei den Ergebnissen zeigte sich,
dass BMAP-27 in Losung Membran-permeabilisierende Eigenschaften gegeniber der bakteriellen und
eukaryotischen Membran ab Konzentrationen von 2 und 4 uM besaB (Abbildung 4.24). Im Vergleich dazu
konnte gezeigt werden, dass die BMAP-27-basierten antimikrobiellen Beschichtungen, welchen
NHS-modifizierte Oberflachen zugrunde lagen, deutlich andere Aktivitaten verzeichneten. So konnten
antimikrobiellen Eigenschaften ab einer Immobilisierungskonzentrationen von mehr als 8,8 uM detektiert
werden, wohingegen selbst bei einer 140 pM Immobilisierungskonzentration keine zytotoxischen
Eigenschaften auftraten. Dies korreliert auch mit den Ergebnissen der Mischkulturen aus E. coli und U-937
Zellen, bei welchen eine selektive Permeabilisierung der bakteriellen Membran bei Konzentrationen
oberhalb 8,8 UM beobachtet werden konnte (Abbildung 4.25). Zudem lieB die verldngerte Inkubation
erkennen, dass das bakterielle Wachstum erheblich inhibiert wurde, wohingegen die eukaryotischen
Zellen keine Einschrankungen aufwiesen. Dies stimmt mit friiheren Untersuchungen Uberein, bei welchen
bereits Peptid-basierte kovalente antimikrobielle  Oberflachenbeschichtungen hinsichtlich  ihrer
zytotoxischen Eigenschaften gegeniber eukaryotischen Zelllinien untersucht wurden [235]. Es konnte
ebenfalls festgestellt werden, dass Peptid-basierte Oberflachenbeschichtungen keinen Einfluss auf das
eukaryotische Wachstum besaBen. Aufgrund der Tatsache, dass immobilisierte antimikrobielle Peptide
hinsichtlich ihrer Mobilitat limitiert sind und basierend auf ihrer Peptidlange nicht in der Lage sind die
bakterielle oder eukaryotische Membran vollstandig zu durchspannen, wurde in friheren Studien ein auf
elektrostatischen Wechselwirkungen beruhendes Interaktionsmodell postuliert [296]. Hierbei wurde davon
ausgegangen, dass die antimikrobiellen Eigenschaften auf der Verschiebung der elektrostatischen
Eigenschaften innerhalb der bakteriellen Membran beruhen, was zu einem elektrostatischen
Ungleichgewicht und einer Destabilisierung der bakteriellen Membran fuhrt, wodurch ein autolytischer

oder vergleichbarer, zum Zelltod fihrender, Mechanismus induziert wird. Da jedoch Bakterien [306, 307],
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sowie U-937 Zellen [308] Uber starke, negativ geladene Zelloberflachen verfliigen und deren Membranen
bei geringen BMAP-27 Konzentrationen in Losung gleichermaBen permeabilisiert wurden, kann die
beobachtete selektive Permeabilisierung der bakteriellen Membran durch die Interaktion mit
BMAP-27-basierten kovalenten Oberflachenbeschichtungen nicht ausschlieBlich auf den elektrostatischen
Wechselwirkungen und der Destabilisierung beruhen. Sattdessen ist es wahrscheinlich, dass ebenfalls die
unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften von Pro- und Eukaryoten Auswirkungen auf die
selektive Permeabilisierung besitzen. Einerseits entsprechen die U-937 Zellen in etwa der 10-fachen
GroBe einer durchschnittlichen E. coli Zelle, wodurch lediglich eine reduzierte relative Interaktionsflache
zwischen den planen antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen und den runden eukaryotischen Zellen
zustande kommt. Andererseits besitzen die Eukaryoten eine deutlich breitere Zellmembran, wodurch die
Interaktionen zwischen den immobilisierten antimikrobiellen Peptiden und den Zielmolekulen innerhalb

der eukaryotischen Membran aufgrund der reduzierten Mobilitat verhindert wird.

5.2.7 Kontinuierliche Wirkstofffreisetzung

Als Alternative zu den kovalenten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen wurden PLL-basierte
Polymernetzwerke auf der Oberflache generiert, um die elektrostatische Anlagerung von antimikrobiellen
Peptiden zu ermdglichen. Durch eine darauf folgende kontinuierliche Freisetzung des antimikrobiellen
Peptids ist es somit moglich bakterielle Kontaminationen bereits in oberflachennahen Regionen zu
verhindern, ohne dass ein direkter Kontakt zwischen dem Bakterium und der Oberflache stattfinden muss.
Um eine langanhaltende Pravention vor bakteriellen Kontaminationen durch das von der Oberflache
freigesetzte antimikrobielle Peptid zu gewahrleisten, mussen sowohl die auf der Oberflache deponierte
Peptidmenge, sowie dessen zeitliche Abgabe optimiert werden. Zu diesem Zweck wurden mittels
sukzessiver chemischer Derivatisierung PLL-basierte Oberflachennetzwerke mit unterschiedlichen
Komplexitdten generiert und deren Fahigkeit zur Adsorption und kontinuierlichen Freisetzung des
antimikrobiellen Peptids untersucht. Bei der Quantifizierung der an der Oberflache befindlichen Amine
zeichnete sich ab, dass selbst bei unterschiedlichen Komplexitaten die Signalintensitaten nahezu konstant
blieben (Abbildung 4.28). Dies ist darauf zurlickzuflihren, dass wahrend der Modifikation die bereits
vorhandenen PLL-Schichten carboxyliert wurden und diese, aufgrund der verwendeten Nachweismethode,
nicht detektiert wurden und somit nicht zur Signalintensitat beitrugen [260]. Somit entsprachen die
detektierten Signale lediglich der finalen PLL-Schicht, deren Menge unabhangig von der Komplexitat der
Netzwerke war. Dies korreliert mit Untersuchungen von LBL-Verfahren, bei welchen aufgrund
elektrostatischer AbstoBungen lediglich eine gewisse Menge eines Polyelektrolyts an die bereits
bestehende Oberfliche angelagert werden konnte, wodurch ein lineares Wachstum der
Polyelektrolytschichten beobachtet wurde [239, 309, 310]. Die Komplexitat der hier generierten
PLL-basierten Netzwerke wird auBerdem durch die Menge des elektrostatisch angelagerten Peptids
Protamin reflektiert. So konnte demonstriert werden, dass mit zunehmender Komplexitat der Netzwerke

mehr antimikrobielles Peptid an die carboxylierten Oberflachen angelagert wurde, wobei jedoch die
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Peptidmenge durch ein aus 2 oder 3 Schichten bestehendes Netzwerk im Vergleich zu einer einfachen
PLL-Schicht kaum gesteigert werden konnte (Abbildung 4.28). Dies koénnte auf mehrere Faktoren
zurlckzufihren sein, zu welchen unter anderem die Peptidmenge wahrend der elektrostatischen
Anlagerung, die begrenzte Zuganglichkeit des anionischen Oberflachennetzwerks oder die
elektrostatischen AbstoBungsreaktionen der bereits angelagerten kationischen Peptide gehdren. Neben
den vollstandig carboxylierten PLL-Netzwerken wurden auch Netzwerke verwendet, deren finale
PLL-Modifikation Uber kationische Amine verfligte. Hierbei konnten bei der Analyse des elektrostatisch
angelagerten Protamins keine signifikanten Unterschiede zu den unbeladenen kationischen Oberflachen
herausgefunden werden. Dies konnte darauf zurlickzuflihren sein, dass das antimikrobielle kationische
Peptid Protamin aufgrund der elektrostatischen AbstoBungskrafte nicht in ausreichender Menge an der
Oberflache angelagert werden konnte. Andererseits kdnnte auch die parallele Detektion der
Oberflachen-assoziierten Amine und der Protamin internen Amine oder Guanidine eine hinreichende
Quantifizierung der adsorbierten Peptidmenge verhindern.

Hinsichtlich der Inhibierung des bakteriellen Wachstums durch freigesetztes Protamin konnte
geschlussfolgert werden, dass mit zunehmender Vielschichtigkeit der Oberflachennetzwerke eine zeitliche
Steigerung der Pravention vor bakteriellen Kontaminationen stattfand (Abbildung 4.29 A). Es wurde auch
erkennbar, dass Oberflachennetzwerke mit einer finalen kationischen Schicht ebenfalls Protamin eluierten,
was zu einer Inhibierung des bakteriellen Wachstums fihrte. Im Vergleich zu aquivalenten, jedoch
carboxylierten Netzwerken, war die zeitliche Inhibierung des bakteriellen Wachstums jedoch verringert.
Dies konnte unter anderem auf eine deutlich reduziertere adsorbierte Peptidmenge zurlickzufihren sein,
wie es bereits bei der Quantifizierung der Oberflachen-assoziierten Amine ersichtlich wurde. In diesem
Zusammenhang haben Untersuchungen gezeigt, dass die Freisetzung von kleinen Molekulen aus
komplexen Netzwerken von vielerlei Faktoren, wie der Porositat des Materials, der elektrostatischen
Interaktionen zwischen den Molekllen und dem Netzwerken, als auch den Diffusionseigenschaften,
abhangig ist [242]. Basierend darauf konnte die reduzierte Abgabe des kationischen Peptids durch
PLL-basierte Netzwerke auch darauf zurlickzuflihren sein, dass durch die finale kationische Schicht die
Diffusionseigenschaften maBgeblich verandert wurden. In diesem Zusammenhang haben Untersuchungen
bei LBL-Verfahren bewiesen, dass die Ladung der finalen Schicht signifikante Auswirkung auf die
Diffusionseigenschaften von Peptiden innerhalb des polymeren Netzwerks und seiner Freisetzung in das
umgebende Medium besal3 [239]. Es konnte belegt werden, dass die finale kationische Schicht eine
elektrostatische Barriere darstellt, welche dazu flhrte, dass die zeitliche Abgabe eines kationischen Peptids
ausgedehnt wurde. Im Vergleich zu den hier verwendeten PLL-basierten Netzwerken werden die
kationischen Peptide bei LBL-Verfahren jedoch bereits wahrend der repetitiven Anlagerung von
kationischen und anionischen Polyelektrolyten auf den Oberflachen deponiert [239]. Dadurch befinden sie
sich unterhalb der finalen kationischen Barriere, wohingegen sie bei den hier verwendeten PLL-basierten
Netzwerken diese flr eine Anlagerung zunachst Uberwinden missen, was jedoch aufgrund von
elektrostatischen AbstoBungsreaktionen betrachtlich erschwert ist. Dies erklart die deutlich reduzierten
antimikrobiellen Eigenschaften der nicht carboxylierten Oberflachennetzwerke. Die carboxylierten

Oberflachennetzwerken waren hingegen durch eine signifikante Steigerung der zeitlichen Abgabe des
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antimikrobiellen Peptids Protamin gekennzeichnet. So konnte durch die Verwendung von einem aus 3
individuellen Schichten bestehenden PLL-basierten Netzwerk das bakterielle Wachstum bis mindestens zur
14. Waschfraktion inhibiert werden. Aufgrund der Tatsache, dass bei der Quantifizierung der
Oberflachen-assoziierten Amine keine signifikante Steigerung der angelagerten Protaminmenge detektiert
werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass durch die steigende Vielschichtigkeit und
Elektronegativitat der Oberflachennetzwerke die Abgabe des antimikrobiellen Peptids beeinflusst wurde.
Anhand der zeitlichen Abgabe von kationischen Peptiden aus LBL-Netzwerken konnte bereits
demonstriert werden, dass die Komposition und die damit verbundene Elektronegativitat der Netzwerke
einen signifikanten Einfluss auf das Elutionsprofil eines kationischen Peptids besal3 [241]. Hierbei fihrte
der zunachst hohen Konzentrationsgradienten zu einer Freisetzung von mehr als 60 % des angelagerten
Peptids in weniger als 24 h. Durch die entsprechende Modifikation der Polyelektrolyte innerhalb der
LBL-Schichten konnte diese Abgabe verringert werden, wodurch sich das Elutionsprofil von einem
asymptotischen zu einem linearen Anstieg veranderte. In Analogie dazu kann somit davon ausgegangen
werden, dass durch die Erhohung der Komplexitat der PLL-basierten Netzwerke und der damit
verbundenen Steigerung der Elektronegativitat eine Abgabe des Peptids verzdogert wurde, wodurch langer
anhaltende antimikrobielle Eigenschaften detektiert werden konnten, ohne dass eine Steigerung der
elektrostatisch angelagerte Peptidmenge notig war. Des Weiteren konnte bewiesen werden, dass die
generierten Netzwerke erneut mit Protamin beladen werden konnten, wobei keine Einschrankung
hinsichtlich der zeitlichen Peptidabgabe existierte. Dies stellt einen signifikanten Unterschied zu
LBL-basierten Oberflachennetzwerken dar, bei welchen das kationische Peptid bereits wahrend der
Generierung innerhalb der einzelnen Schichten deponiert wird, wodurch eine erneute Beladung
ausgeschlossen ist [240]. Darlber hinaus zeigten die Ergebnisse, dass wahrend der Elution des
antimikrobiellen Peptids die PLL-basierten und kovalent miteinander verbundenen Schichten erhalten
blieben. Dies basiert darauf, dass durch die chemische Ligation einzelner individueller Schichten die Masse
der an der Oberflache angelagerten initialen Schicht drastisch erhoht wurde. Darliber hinaus fihrt die
Quervernetzung der einzelnen Schichten zu einer weiteren Steigerung der Stabilitat. Dies stellt ebenfalls
einen signifikanten Unterschied zu LBL-basierten Verfahren dar, bei welchen ein kontinuierlicher Abbau
einzelner Schichten beobachtet wurde, was ebenfalls darin resultierte, dass diese Schichten nicht erneut
flr die elektrostatische Anlagerung von kationischen Peptiden verwendet werden konnten [241]. Da die
hier verwendeten PLL-basierten Oberflachennetzwerke deutlich stabilere Eigenschaften als LBL-Netzwerke
verzeichneten, stellt dies einen weiteren Vorteil dar, da keine ungewollten Interaktionen zwischen den
Netzwerkkomponenten und den in der Umgebung befindlichen biologischen Systemen stattfinden. Somit
koénnen, speziell im Fall einer medizinischen Anwendung, ungewollte Kreuzreaktivitaten verhindert
werden.

Neben der Freisetzung des antimikrobiellen Peptids wurden auch die direkten antimikrobiellen
Eigenschaften durch den Kontakt der Bakterien mit den PLL-basierten Oberflachennetzwerken untersucht.
Somit konnte gezeigt werden, dass die unbeladenen PLL-basierten Oberflachenbeschichtungen keine
antimikrobiellen Eigenschaften besaBen und dass sich die antimikrobiellen Eigenschaften der Protamin

beladenen Oberflachen nicht signifikant von den Ergebnissen bezliglich der sukzessiven Freisetzung des
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Peptids unterschieden (Abbildung 4.29 B). Hieraus konnte geschlussfolgert werden, dass die Aktivitdten
lediglich durch das abgegebene Peptid vermittelt wurden. Als Alternative zu den planen PLL-basierten
Oberflachenbeschichtungen wurden ebenfalls Kollagen-basierte Wundauflagen mit verschiedenen
PLL-Netzwerken modifiziert. Im Vergleich zu den vorherigen Versuchen, konnten bereits bei
unmodifizierten Oberflachen antimikrobielle Eigenschaften festgestellt werden, welche in einer
Inhibierung des bakteriellen Wachstums bis hin zur 2. Waschfraktion resultierten (Abbildung 4.30 A). Dies
ist darauf zurlckzufiihren, dass es sich bei den verwendeten Wundauflagen um komplexe
dreidimensionale Material handelte, welche aufgrund ihrer Porositat in der Lage waren eine ausreichende
Menge Protamin zu adsorbieren und im Anschluss daran kontinuierlich in das umgebende Medium
abzugeben. Dies korreliert mit friheren Studien, bei welchen eine Verzdgerung der
Abgabegeschwindigkeit von antimikrobiellen Peptiden aufgrund der Tortuositat der Diffusionsstrecke
[242], der Schichtdicke [311] und der Peptid-Polymer Interaktionen [243] beschrieben wurde.
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die verwendeten PLL-basierten Oberflachenmodifikationen
eine gute Alternative zu kovalenten antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen darstellen, welche sich
vor allem durch ihre kontinuierliche und lang anhaltende Abgabe des Peptids, sowie ihrer
Wiederverwendbarkeit auszeichnen. Jedoch lassen die Ergebnisse auch erkennen, dass eine hinreichende
Komplexitdt der Oberflachennetzwerke notwendig ist um eine ausreichende elektrostatische Interaktion

mit dem kationischen antimikrobiellen Peptid realisieren zu kénnen.
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In den vergangenen Jahren haben sich, aufgrund des intensiven Einsatzes von Antibiotika, eine Vielzahl
von resistenten Bakterien entwickelt, zu welchen unter anderem MRSA, als auch ESBL exprimierende
Enterobacteriacea gehoren. Aus diesem Grund wurde die Entwicklung von alternativen antimikrobiell
wirksamen Stoffen intensiviert, wobei jedoch nur wenige neue Agenzien entwickelt werden konnten. Eine
der aussichtsreichsten Alternativen fir die Entwicklung neuer Substanzen, stellen antimikrobielle Peptide
dar, welche jedoch je nach Sequenz auch zytotoxische Eigenschaften aufweisen kénnen und somit fir
eine therapeutische Applikation nur begrenzt einsetzbar sind. Weiterhin verfliigen sie oftmals Uber
schlechte pharmakokinetische Eigenschaften, wodurch ihre potentielle Anwendung limitiert ist. Aufgrund
dieser Aspekte ist es erstrebenswert neuartige Peptide mit optimierten Eigenschaften, wie z. B.
antimikrobieller Aktivitat, biologischer Kompatibilitat oder proteolytischer Stabilitat, zu entwickeln. Zu
diesem Zweck wurde hier ein rationales Design von neuartigen antimikrobiellen Peptiden mit einzigartigen
Primar- und Sekundarstrukturen durchgefiihrt. Unter Verwendung verschiedener Peptidbibliotheken
wurde diese Sequenz hinsichtlich ihrer antimikrobiellen, zytotoxischen und Membran-permeabilisierenden
Eigenschaften analysiert und mit bereits bekannten und gut untersuchten antimikrobiellen Peptiden
verglichen. Weiterhin wurden mittels mehrerer Peptidbibliotheken Optimierungen der artifiziellen Peptide
bezlglich ihrer essenziellen Regionen, minimalen Sequenzlange und Peptidkomposition durchgefihrt.
Hieraus konnte eine optimierte Sequenz abgeleitet werden, welche sich durch starke antimikrobielle und
biologisch kompatible Eigenschaften auszeichnete. Wahrend den Analysen konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass die antimikrobiellen Aktivitaten dieser Peptide im Allgemeinen mit den
charakteristischen dreidimensionalen Peptidkonformationen einhergingen. Hierbei wurde verifiziert, dass
diese Peptide Uber ein B-Strang-Motiv verfigten, welches keine Ubereinstimmungen mit friheren
identifizierten antimikrobiell wirksamen Konformationen besal und somit ein neuartiges Motiv
reprasentierte. FUr die Optimierung der strukturellen Eigenschaften wurde ebenfalls eine C-terminale
Amidierung durchgefihrt. Hierdurch konnte eine elektrostatische, peptidinterne Interaktion zwischen den
kationischen Aminosauren und dem C-Terminus verhindert werden, was in einer Stabilisierung der
Peptidkonformation und somit in einer Steigerung der antimikrobiellen Eigenschaften resultierte.
AuBerdem konnte somit eine unnatirliche Modifikation in die Peptidsequenz integriert werden, welche
die proteolytische Stabilitdt von Peptiden maBgeblich erhdht. Demzufolge konnten durch den
Optimierungsprozess zwei artifizielle Peptide entwickelt werden, welche Uber starke antimikrobielle
Eigenschaften, biologische Kompatibilitditen und eine einzigartige charakteristische Sekundarstruktur
verflgen und somit vielversprechende Wirkstoffe flr eine therapeutische oder industrielle Applikation
darstellen. AuBerdem zeigen diese Ergebnisse den Einfluss der dreidimensionalen Struktur auf die
antimikrobielle Aktivitat, wobei es sich bei dem identifizierten Sekundarstrukturmotiv um eine neuartige
biologisch aktive Konformation handelt. Diese Struktur stellt eine hohe Relevanz fir die in silico
Generierung von antimikrobiellen artifiziellen Peptiden dar und eignet sich deshalb als Leitsequenz fir

weitere Entwicklungen. AuBerdem erganzt das identifizierte B-Strang-Motiv die bereits bestehenden
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aktiven  Peptidkonformationen  antimikrobieller ~ Peptide, wodurch es in  weiterfihrenden
Grundlagenforschungen bezlglich des Wirkmechanismus antimikrobieller Peptide von fundamentaler
Bedeutung sein konnte. Obendrein zeichnen sich diese Peptide durch kurze Sequenzlangen und einfache
Aminosaureabfolgen aus, welche sich positiv auf die Produktionskosten auswirken.

Neben der direkten Therapie st fir das humane Gesundheitswesen insbesondere die
Verbreitungskontrolle und Pravention vor bakteriellen Infektionen und Kontaminationen von
entscheidender Bedeutung. Aufgrund der Tatsache, dass Bakterien in der Lage sind feste Oberflachen
langfristig besiedeln zu konnen stellen kontaminierte Oberflachen ein betrachtliches Reservoir fir die
Entwicklung von Biofilmen und die weitere Verbreitung von Bakterien dar. Um einen praventiven Schutz
vor bakteriellen Oberflaichenkontaminationen zu gewahrleisten, wurden zwei verschiedene Peptid-basierte
antimikrobielle Oberflachenbeschichtungen generiert. Die Analyse der mittels kovalenter Immobilisierung
der Peptide generierten Modifikationen ergab, dass das verwendete Peptid und sein charakteristischer
Wirkmechanismus einen der bedeutendsten Parameter bei der Entwicklung von kovalenten
antimikrobiellen Oberflachenbeschichtungen darstellen. Die Untersuchungen lieBen auch erkennen, dass
verschiedene  chemische Ligationen zu unterschiedlichen  Aktivitaten der antimikrobiellen
Oberflachenbeschichtungen flhrten. Basierend auf diesen Parametern konnten optimierte kovalente
Oberflachenmodifikationen generiert werden, welche sich durch maximierte antimikrobielle Aktivitaten,
minimierte Peptidmengen und biologisch kompatible Eigenschaften auszeichneten, was ein breites
Einsatzgebiet im industriellen oder klinischen Sektor ermdglicht. Als Alternative dazu wurden
Oberflachenmodifikationen konstruiert, welche eine elektrostatische Anlagerung von kationischen
antimikrobiellen Peptiden in Kombination mit einer sukzessiven Freisetzung ermoglichten. Hierbei wurde
ersichtlich, dass die Abgabedauer des antimikrobiellen Peptids abhangig von der Komplexitat und der
Elektronegativitat der Oberflachenmodifikation war, weshalb mittels einer optimierten Beschichtung
langanhaltende antimikrobielle ~Aktivitaten gewahrleistet werden konnten. Diese entwickelten
Beschichtungen wurden ebenfalls daflir verwendet, um Kollagen-basierte Wundauflagen mit einem
praventiven Schutz vor bakteriellen Kontaminationen bei der Wundversorgung zu versehen. Folglich
konnten zwei verschiedene Strategien fir die Generierung von Peptid-basierten antimikrobiellen
Oberflachenbeschichtungen entwickelt werden. Wahrend sich die kovalente Modifikation von
Oberflachen mit antimikrobiellen Peptiden durch einen langanhaltenden Schutz auszeichnet, fir welchen
jedoch eine direkte Interaktion zwischen den Bakterien und der Oberflache gewahrleistet sein muss, ist die
sukzessive Freisetzung eines antimikrobiellen Peptids gut daflir geeignet, um das bakterielle Wachstum
bereits in oberflachennahen Regionen inhibieren zu kdnnen. Zudem eignet sich die kontinuierliche
Abgabe eines antimikrobiell wirkenden Stoffes besonders gut fiir porése Oberflachen, bei welchen eine
direkte Interaktion mit den Bakterien nicht immer gewahrleistet ist. Somit konnte gezeigt werden, dass je
nach Anforderung an die Oberflache verschiedene Modifikationen durchgefiihrt werden kénnen, um eine

auf antimikrobiellen Peptiden basierende Pravention vor bakteriellen Kontaminationen zu gewahrleisten.
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The intensive use of antibiotics has led to the development of a large variety of drug resistant bacteria,
including methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) or ESBL-expressing Enterobacteriaceae.
Therefore, the research on new antimicrobial agents for the treatment of bacterial infections has been
intensified. However, in recent years only a few new types of antibiotics have been developed.
Alternatively, antimicrobial peptides, a promising class of biomolecules, have gained significant ground in
research over the last years. They are a diverse class of biomolecules and differ strongly regarding their
sequence. Although, in most cases they possess antimicrobial and biocompatible properties, some may
also feature cytotoxic properties. This renders them inappropriate for industrial or clinical applications.
Furthermore, naturally occurring AMPs may possess limitations due to their manufacturing cost and poor
pharmacokinetic properties. Due to these facts it is worthwhile to develop novel antimicrobial peptides
with optimized characteristics such as antimicrobial activity, biological compatibility or proteolytic stability.
For this purpose, a rational design of artificial peptides with unique primary and secondary structures was
conducted. Using different peptide libraries the rational designed peptides were characterized regarding
their antimicrobial, cytotoxic and membrane permeabilization properties. Additionally, these features were
compared to well-characterized and commonly used AMPs. Based on the results of the different peptide
libraries, an optimization of the artificial sequence was carried out and a sequence with extensive
antimicrobial as well as biocompatible properties was concluded. This sequence was also characterized by
a minimal sequence length and an optimized peptide composition. Additionally, the research revealed a
dependency between peptide sequence, computed structural motif and antimicrobial activity. It could be
demonstrated that these peptides form putative B-strand motifs and thereby unique structures, which do
not correlate with previously identified a-helix or B-sheet forming peptides. In order to further optimize
the artificial peptide a C-terminal amidation was realized. Thus, an electrostatic interaction between the
cationic amino acids and the C-terminus was prevented, resulting in an increased stability of the motif.
Consequently, an artificial peptide with further increased antimicrobial properties could be developed.
Hence, an unnatural modification was introduced into the primary peptide sequence, which prevents
proteolytic digestion. Consequently, two optimized artificial antimicrobial peptides could be engineered,
which were characterized by improved antimicrobial and biocompatible properties as well as unique
secondary structures. These properties render them appropriate for clinical and industrial applications.
Furthermore, those results highlight the correlation between this novel B-strand structure and the
antimicrobial properties of bioactive peptides. This structure indicates a high relevance for the in silico
design of novel antimicrobial peptides and may be used as lead compound for future drug development.
Additionally, the identified antimicrobial acting B-strand conformation complements the existing a-helix
and B-sheet forming peptides, why it may be useful for the still ongoing fundamental research on the
mode of action of antimicrobial peptides. Due to the short and simple amino acid sequence of the
optimized peptide, it possesses reduced production cost and is therefore applicable for a variety of

industrial and clinical uses.
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7 Abstract

Beside the direct therapy of bacteria associated diseases the control of bacterial populations and the
protection against bacterial infections are of great interest in today’s society. Because bacteria are able to
accumulate on solid material, contaminated surfaces represent a significant reservoir of bacteria. Once
bacteria adhere to solid material, they may start to build up colonies resulting in biofilm formation, why
preventive methods, which protect against surface-mediated contamination prior to biofilm formation, are
beneficial. Thus, two different peptide-based antimicrobial surface coatings were engineered. The
covalent surface coatings revealed the antimicrobial mode of action as the decisive parameter for the
development of a covalent antimicrobial surface coating since only peptides with pronounced membrane
disruption abilities displayed meaningful activity in an immobilized state. In addition, the investigations
indicated that various chemical ligations resulted in different activities of the immobilized peptides.
Consequently, an optimized covalent peptide-based antimicrobial surface coating was concluded, which
was characterized by an improved antimicrobial activity and a reduced peptide amount. The surface
coating was also biocompatible, enabling a wide range of applications in an industrial or clinical
environment. Alternatively, surface modifications were engineered, which facilitate a continuous release
of antimicrobial peptide from the surface. For this purpose the electrostatic deposition of the cationic
antimicrobial peptides on negatively charged surface coatings was used. The results revealed the relation
between the time dependent release of the peptide and the complexity and electro negativity of the
surface coating. Hence, an optimized coating was concluded, which was characterized by long-lasting
antimicrobial properties. Additionally, these surface coatings were transferred to collagen-based wound
dressings in order to ensure a preventive protection against bacterial infections during wound care.
Consequently, two different peptide based antimicrobial surface coating could be engineered. While the
covalent coating is characterized by a long-lasting local protection, which requires a direct interaction
between the bacteria and the surface, the continuous release of an antimicrobial peptide is well suited to
inhibit the bacterial growth already near the surface. Moreover, the latter is particularly suitable for porous
surfaces, which may prevent a direct interaction between the bacteria and the antimicrobial coating. Thus,
it has been demonstrated that depending on the requirements, various surface modifications could be

designed, in order to realize a preventive peptide-based protection against bacterial contamination.
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Materialien

A Materialien

Anhang A.1: Geréte.

Gerateart

Geratename

Bezugsquelle

Autoklav

Autoclav VA65

Systec

Durchflusszytometer

Cytomics FC 500

Beckman Coulter

Hybridisierungsstation Prototyp Fraunhofer IBMT
Inkubationsmischer Thriller Peglab
Inkubationsschuttler Innova 40R New Brunswick Scientific
Inkubator Inkubator BD 115 Binder

Inkubator TECO 20 Selutec
Laborwasser-Aufbereitungsanlage Arium 611VF Sartorius

Microarryscanner

Axon Genepix 4200A

Molecular Devices

Mikroskop IX71 Olympus
Mikroskop IX81 Olympus
Mikroskop DMRB Leica
Mikrotiterplatten-Lesegerat FLUOstar Omega BMG Labtech
Photometer NanoDrop ND-1000 Peglab
Photometer BioPhotometer Eppendorf

Pipette, Mehrkanal

Charlotte 8 Kanal Pipette

VistaLab Technologies

Pipette, Mehrkanal

Research

Eppendorf

Pipette, verschiedene GroBen

Research plus

Eppendorf

Sicherheitswerkbank

Biowizard KR-130

Kojair Tech Oy

Trockenschrank

Trockenschrank E 28

Binder

Vakuumgerat

NT2/46N

Boss

Vortexmischer

Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Waage LE6202P, Prazisionswaage Sartorius

Waage ME235S, Semimikrowaage Sartorius

Waage ME5, S2, Mikrowaage Sartorius
Zentrifuge Centrifuge 5415 R Eppendorf
Zentrifuge Centrifuge Avanti J-26 XP Beckman Coulter
Zentrifuge Centrifuge 5804 R Eppendorf
Zentrifuge, Vakuum Concentrator 5301 Eppendorf
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Materialien

Anhang A.2: Peptide.

Peptidname Reinheit Peptidquelle Bezugsquelle

A1-A5 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

Bac2a (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

BMAP-27 >80% SPPS GenScript USA und GeneCust Europe
BMAP-27 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

BMAP-27/1 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

BMAP-27/2 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies
BMAP-27-Alexa647 >95% SPPS JPT Peptide Technologies

Buforin Il >80% SPPS GenScript USA und GeneCust Europe
C1-C8 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

D1-D8 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

H1-H8 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

Indolicidin (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

KL-Helix (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

LL-37 >80% SPPS GenScript USA und GeneCust Europe
M1-M9 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

Melittin >85% Bienengift Sigma-Aldrich Chemie

Melittin >80% SPPS GeneCust Europe und JPT Peptide Technologies
Melittin (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

Melittin/1 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

Melittin/2 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

N1-N8 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

01 >95% SPPS Fraunhofer IBMT

O1 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

02 >95% SPPS Fraunhofer IBMT

P7 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

Protamin >90 Rekombinante Expression ILBC

Protamin Grade IV Lachs Sigma-Aldrich Chemie

Protamin >80 SPPS GeneCust Europe und JPT Peptide Technologies
S1-510 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies

Tet127 (Bibliothek) >70% SPPS JPT Peptide Technologies
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Materialien

Anhang A.3: Mikroorganismen.

Name Spezifikation Bezugsquelle
E. coli DH5a Gramnegatives Bakterium DSMZ
) : : Dr. R. I. Lehrer (Center for Health Sciences,
E. coli ML-35p Gramnegatives Bakterium
Los Angeles, CA, USA)

L-929 Murine Fibroblasten-Zelllinie DSMZ

S. xylosus Grampositives Bakterium DSMZ

U-937 Humane histiozytare Lymphom-Zelllinie DSMZ

Anhang A.4: Puffer und Kulturmedien.

Name Variante Komponenten Bezugsquelle

3,03 g/l Na2CO3

Bicarbonat-Puffer 6,00 g/l NaHCO3 Einzelkomponenten
9,60 pH
DMEM-Medium Komplexes Zellkulturmedium Biochrom GmbH
10,0 mM HEPES
HEPES-Puffer 100,0 mM  NaCl Einzelkomponenten
7.2 pH
10,0 g/L  NaCl
_ unmodifiziert 10,0 g/L  Trypton Einzelkomponente
LB-Medium 7,0 g/l Hefeextrakt
mit Ampicillin 100 mg/L Ampicillin Einzelkomponente
25,0 mM  MES )
MES-Puffer Einzelkomponente
5,0 pH
19,5 g/l Pepton
Medium 1,5 g/l Starke AppliChem
MHB 74 pH
17,0 g/l Agar .
Agar Einzelkomponente
7,4 pH
8,00 g/L  NaCl
0,20 gL  KCI
PBS-Puffer 1,42 g/L  Na2HPO4 AppliChem
0,27 g/L  KH2PO4
7,40 pH
unmodifiziert Komplexes Zellkulturmedium Biochrom
RPMI 1640 Medium 2,0 mM  Glutamin
mit Glutamin und FCS Einzelkomponenten
10,0 %  FCS
1,0 mM TRIS
unmodifiziert 150,0 mM  NaCl Einzelkomponenten
TRIS-Puffer 80 L
) 1,0 %  BSA )
mit BSA Einzelkomponente
8,0 pH
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Anhang A.5: Verbrauchsmaterialien.

Materialart

Materialname

Bezugsquelle

Glasflaschen

Duran; mehrere GroBen

Schott

Handschuhe, einmal

Blossom, Verschiedene Ausfiihrungen

Mexpo International

Hullfluid

Isoton Il Diluent

Beckman Coulter

Kalibrierpartikel

PeakFlow Orange Flow Cytometry Reference Beads,

2.5 uM, 575 nm emission

Life Technologies

Klvetten

Einmalklvetten; PS

Brand

Mikrotiterplatten

PlateOne; PP; durchsichtig; flach

Starlab International

Mikrotiterplatten

BRANDplates; PS; schwarz; flach

Brand

Objekttrager Nunc Lab-Tek; 4er Thermo Fisher Scientific
Objekttrager Menzel-Glaser; Glas; geschliffen Gerhard Menzel
Objekttrager, modifiziert

Aldehyd 2D/3D-Aldehyde Glass Slide

Epoxy 2D/3D-Epoxy Glass Slide PolyAn

PDITC 2D/3D-PDITC Glass Slide

NHS 2D/3D-NHS Glass Slide

Pipettenspitzen

TipOne; mehrere GroBRen

Starlab International

ReaktionsgefaBe TubeOne; 1,5 ml Starlab International
ReaktionsgefdBe Rotilabo; 1,5 ml; schwarz Carl Roth
Rohren Reagenz und Zentrifugenréhren; 5 ml; 15 ml; 50 ml Sarstedt

Separationskammern

SecureSeal; 16er

Grace Bio-Labs

Separationskammern

ProPlate; 16er

Grace Bio-Labs

Trocknungsmittel

DriCap

Ted Pella Inc.

Zahlkammer

Neubauer-Improved; mehrer GréBen

Laboroptik

Zellkulturflaschen

T-75

TPP Techno Plastic Products
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Anhang A.6: Sonstige Chemikalien und Komponenten.

Name Summenformel CAS-Nummer Bezugsquelle

Agar n. a. 9002-18-0 AppliChem

Ampicillin CisH18N3NaOaS 69-52-3 AppliChem

APTS CoH23NOsSI 919-30-2 Sigma-Aldrich Chemie

Bersteinsaureanhydrid C4Ha03 108-30-5 Sigma-Aldrich Chemie

BSA n. a. 9048-46-8 AppliChem

CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay n. a. n. a. Promega

DMSO C2Hs0S 67-68-5 Carl Roth

EDC CgH17N3 25952-53-8 Sigma-Aldrich Chemie

Epicocconone

(LavaPep Peptide Quantification Kit / n.a n.a FLUOROtechnics Australia /

FluoroProfile Protein Quantification Kit) Sigma-Aldrich Chemie

Ethanol C2HsO 64-17-5 Carl Roth

FCS n.a n.a Biochrom

GOPTS CoH200sSi 2530-83-8 Sigma-Aldrich Chemie

Hefeextrakt n. a. 8013-01-2 Carl Roth

HEPES CgH18N204S 7365-45-9 AppliChem

Isopropanol C3HgO 67-63-0 Carl Roth

Kollagen n. a. n. a. BioCore Medical Technologies

L-Glutamin CsH10N203 56-85-9 Biochrom

MES CeH13NO4S 4432-31-9 AppliChem

Natriumcarbonat Na.COs 497-19-8 Carl Roth

Natriumchlorid NaCl 7647-14-5 Carl Roth

Natriumhydrogencarbonat NaHCOs3 144-55-8 Carl Roth

Natriumhydroxid NaOH 1310-73-2 Carl Roth

NHS C4HsNOs 6066-82-6 Sigma-Aldrich Chemie

Nitrocefin C21H16N40gS:2 41906-86-9 VWR International

ONPG Ci2H1sNOsg 369-07-3 Sigma-Aldrich Chemie

Penicillin - Streptomycin n. a. n. a. AppliChem

Pepton n. a. 91079-46-8 Carl Roth

PHQ C14HsO: 84-11-7 Sigma-Aldrich Chemie

PLL >300kDa n. a. 25988-63-0 Sigma-Aldrich Chemie

Polymyxin B CssHaeN16013 1405-20-5 Sigma-Aldrich Chemie

Propidiumiodid C27H34l2N4 25535-16-4 Sigma-Aldrich Chemie

Salzsaure HCI 7647-01-0 Carl Roth

SYBR Green | C32H37NaS 163795-75-3 Sigma-Aldrich Chemie

Toluol C7Hs 108-88-3 Carl Roth

TRIS C4H11NO3 77-86-1 Carl Roth

Triton X-100 C1aH2OCHON 5555 934 Sigma-Aldrich Chemie
mitn =9-10

Trypanblau C34H24N6Nas014S4 72-57-1 AppliChem

Trypsin n. a. n. a. Biochrom

Trypton n. a. 91079-40-2 Carl Roth

- 159 -






Zusatzliche Abbildungen

B Zusatzliche Abbildungen

Proben

>
w

Dichroitischer
Spiegel

Partikel / Zellen / Bakterien \
i
Filter / /

=) 0.0 f———— T —T T

P T T v
[ T 400 450 500 550 600 650 700
Hallfluid ——M z Wellenlange [nm]

—— Anregung SYBR Green | Emission SYBR Green |
Analyse - --- Anregung Emission — 488 nm

0.5

/

Normalisierte Anregung / Emission

Anhang B.1: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers sowie das Fluoreszenzspektrum von SYBR Green | und
Propidiumiodid. (A) Dargestellt ist der schematische Aufbau eines Durchflusszytometers [312][V], bei welchem die zu
analysierenden Proben mittels einer Duse injiziert werden und von einem Hullfluid ummantelt werden. Nach der Anregung mit
einem Laser, werden die daraus resultierenden Fluoreszenzen und Streustrahlungen mittels selektiver Filter separiert und die Signale
unter Verwendung von Photonenvervielfachern (PMT) amplifiziert. AnschlieBend werden die Signale unter Verwendung eines Digital-
Analog-Wandlers (ADC) in auswertbare Daten UberfUhrt. (B) Dargestellt sind die no'malisierten Anregungs- und Emissionsspektren
von SYBR Green | und Propidiumiodid, wie sie wahrend der Diskriminierung von Organismen mit intakten und beschadigten
Membranen verwendet wurden. Die beiden schraffierten Bereiche reprasentieren die Wellenlangenbereiche, welche durch die
verwendeten Detektoren erfasst wurden.

Nitrocefin (NCF) o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG)

_________ <+——— AuBere Membran

[-Lactamase «—— Periplasma

<+—— Innere Membran

«—— Zytoplasma
B-Galactosidase

Anhang B.2: Schamtische Darstellung von E. coli ML-35p. Dargestellt ist das Bakterium E. coli ML-35p, mit den fir die Analyse
der Permeabilisierung der auBeren und inneren Membran relevanten Enzymen [VI]. Waéhrend die B-Lactamase in dem
periplasmatischen Raum vorliegt, wird die B-Galactosidase als zytosolisches Enzym exprimiert. Die Substrate konnen die bakteriellen
Membranen nicht mittels passiver Diffusion durchdringen und das Bakterium besitzt auch keine Transporter, welche den Austausch
der Substrate Uber die Membranen ermoglichen wiirden. Somit kann eine enzymatische Reaktion erst stattfinden, sobald die jeweils
auBere oder innere Bakterienmembran permeabilisiert wird [257].
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Anhang B.3: Reaktionsmechanismus und Fluoreszenzspektrum von Epicocconone. (A) Dargestellt ist das exemplarische
Reaktionsschema von Epicocconone mit einem proteininternen, freien Amin [260][VII]. Aufgrund der kovalenten Bindung andert sich
der Konjugationszustand von Epicocconone, woraufhin fluoreszierende Eigenschaften induziert werden. (B) Dargestellt ist das

normalisierte Anregungs- und Emissionsspektrum von Epicocconone, welches kovalent mit der Aminogruppe eines Proteins
verbunden ist.

o NH THZ N
4+  HN=C—NH——(CHp)y—CH ——> \>—NH2
| N
© | COOH H
9,10 Phenanthrenequinone (PHQ) Arginin 2-amino-1H-phenanthro-(9, 10-d)-imidazol

Anhang B.4: Schematische Darstellung der Reaktion zwischen PHQ und Arginin. Dargestellt ist das Reaktionsschema, bei
welchem PHQ mit Arginin reagiert, woraufhin das l6sliche Produkt 2-amino-1H-phenanthro-(9,10-d)-imidazol entsteht [261,

262][VIII]. Dieses Produkt weist, im Vergleich zum Edukt, fluoreszierende Eigenschaften auf, welche bei einer Anregungswellenlange
von 280 nm und einer Emissionswellenlange von 405 nm detektiert werden kénnen.
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Anhang B.5: Silanisierung von Glasobjekttragern mittels GOPTS bzw. APTS. Dargestellt ist die schematische Polymerisation
der beiden monomeren Organosilane GOPTS und APTS mit den freien Hydroxylgruppen von anorganischen Oberflachen [258]. Die
Reaktion umfasst die Hydrolyse der Alkoxysilane, wodurch reaktive Silanole entstehen, welche im Anschluss daran
Wasserstoffbriickenbindungen zu anderen Silanolen oder den auf der Oberflache befindlichen Hydroxylgruppen ausbilden. Dies
resultiert in einem Netzwerk mehrerer Organosilane. Durch eine anschlieBende Kondensationsreaktion entstehen polymerisierte,
kovalente Oberflachenbeschichtungen, welche mit der jeweiligen reaktiven Gruppe funktionalisiert sind.

Bernsteinsaureanhydried

N\

Y
z
T
N

HO

Primares Amin Caboxygruppe

Anhang B.6: Reaktion von primdren Aminen mit Bernsteinsdureanhydrid. Dargestellt ist die chemische Reaktion von
primaren Aminen mit Bernsteinsaureanhydrid [258]. Durch die Reaktion des Anhydrids mit primaren Aminen findet ein

Ringoffnungsprozess statt, welcher die Ausbildung von Amidbindungen zur Folge hat und letztendlich in freien terminalen
Carboxygruppen resultiert.
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Anhang B.7: Chemische Aktivierung von Carboxygruppen mittels EDC/NHS. Dargestellt ist die chemische Aktivierung von
freien terminalen Carboxygruppen unter Zuhilfenahme von EDC und NHS [258]. Durch die Reaktion der Carboxygruppe mit EDC
entsteht ein aktiviertes O-Acylharnstoffderivat, welches ein Zwischenprodukt bei der Aktivierung darstellt. Durch die anschlieBende
Substitutionsreaktion mit NHS entsteht ein hydrolysestabiler NHS-Ester (aktivierte Carbonséaure), welcher sich durch seine hohe
Reaktivitat gegendber primdren Aminen auszeichnet.

R

|
NH,

Primares Amin

V
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NHS-Ester Amidbindung

NHS
Anhang B.8: Reaktion von NHS-Estern mit primdren Aminen. Dargestellt ist die chemische Reaktion von NHS-Estern mit

primaren Aminen [258]. Bei der Reaktion entstehen stabile Amidbindungen zwischen den zuvor aktivierten Carboxygruppen und
den primaren Aminen, wobei NHS als gute Abgangsgruppe fungiert.
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Anhang B.9: Reaktion von Aldehyden mit primdren Aminen. Dargestellt ist die chemische Reaktion von Aldehyden mit
primaren Aminen, wodurch hydrolyselabile Schiff'sche Basen entstehen [258].
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Anhang B.10: Reaktion von Epoxiden mit primdren Aminen. Dargestellt ist die chemische Reaktion von Epoxiden mit
primaren Aminen. Bei der Reaktion findet eine Ringdffnung statt, welche in der Ausbildung von stabilen sekunddren Aminen und
B-Hydroxygruppen resultiert [258].

Primares Amin

S
OX\NHJ\NH@N:C:S OX\NHJ\NH@NHW(NH\
R

PDITC Thioharnstoffverbindung S

Anhang B.11: Reaktion von Isothiocyanaten mit primdren Aminen. Dargestellt ist die chemische Reaktion von
Isothiocyanaten mit primaren Aminen, wobei stabile Thioharnstoffverbindungen entstehen[258].
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