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Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

Seit Hunderttausenden von Jahren ist der menschliche Organismus durch
Infektionen, ausgeldst durch eindringende Bakterien, bedroht. Durch
evolutionare Anpassung an diese Bedrohung hat das angeborene
Immunsystem dabei sehr effiziente Abwehrstrategien entwickelt, doch erst mit
der zufalligen Entdeckung des Penicillins durch Flemming in Jahre 1923
erschien es mdglich, durch gezielte Unterstitzung mit extern applizierten
Substanzen ,das Kapitel der Infektionskrankheiten zu schlieRen* (Zitat
Flemming). Doch die Bekampfung vieler Bakterienstamme ist dadurch
erschwert, dass auch bei einer Abtotung der infektidsen Keime die Bedrohung
des menschlichen Organismus nicht beendet ist. Werden bestimmte bakterielle
Molekule, wie z.B. das Lipopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil der Zellhille
Gram-negativer Bakterien, in die Blutbahn freigesetzt, I6sen sie eine
inflammatorische, d.h. entziindliche Immunantwort aus. Diese kann ein solches
Mal erreichen, dass hohes Fieber auftritt und letztendlich der Tod durch
Multiorganversagen folgt. Gegen dieses Syndrom, ausgeldst durch Bakterien,
welches als Sepsis bezeichnet wird, existiert bis zum gegenwartigen Zeitpunkt
keine effektive Therapie.

Die Bekédmpfung von Infektionskrankheiten wird dadurch erschwert, dass viele
Bakterienstamme rasch Resistenzmechanismen entwickeln und viele der heute
medizinisch gebrauchlichen Antibiotika zunehmend unwirksam sind. Die
dramatisch  schnelle  Ausbreitung von zum  Teil multiresistenten
Krankheitserregern ist eines der bedeutendsten medizinischen Probleme
weltweit.

Aus diesen Grinden mussen neue antibakterielle Substanzen entwickelt
werden, die zum einen die vorhandenen bakteriellen Resistenzen uberwinden
und zum anderen keine neuen Resistenzmechanismen induzieren. AuRerdem
sollten sie die Entstehung einer Sepsis wirksam unterbinden kdnnen, also
antiinflammatorisch sein und keine korpereigenen Zellen abtéten, also nicht
zytotoxisch wirken. Die Anforderungen an derartige Peptide sind schematisch in
Abb. 1 dargestellt. Eine mogliche Strategie dabei ist es, korpereigene
antibakterielle Peptide, die bisher keinerlei, bzw. lediglich in geringem Male,
bakterielle Resistenz verursacht haben, als Leitstrukturen zu verwenden und
diese so zu andern, dass sie fur ein bestimmtes Problem optimiert werden. Fur
eine zielgerichtete Optimierung muss jedoch notwendigerweise die Aktivitat und
der Wirkmechanismus dieser Peptide des Immunsystems bekannt sein.



Kapitel 1

Antibakterielle Septischer Schock

Peptide A
Lokale
Entziindung

Mediatoren
(TNFe, IL-1, IL-6)

Gram-negative - Makrgphage
Bakterien | .

P

Abbildung 1: Anforderungen an die Funktion eines antibakteriellen Peptids in
Hinblick auf eine medizinische Verwendung. Die Peptide sollten
antibakteriell wirken (a) und nicht zytotoxisch sein (b). Zusétzlich
sollten sie die Aktivierung von Makrophagen durch freigesetztes LPS
(c) unterbinden(d), damit kein septischer Schock durch die
Zytokinauschiittung von LPS-aktivierten Makrophagen initiert wird (e).

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, wie in Abb. 2 schematisch angedeutet, die
biologische Funktion der antibakteriell und antiinflammatorisch wirkenden
Peptide durch physikalische Untersuchungen an Bakterien und aus deren LPS
rekonstituierten Modellmembranen aufzuklaren und so zu einem tiefergehenden
Verstandnis der Wirkung von Peptiden auf Gram-negative Bakterien
beizutragen. Insbesondere wird der Einfluss von Variationen am LPS auf die
Wirkung der Peptide untersucht.

Da extern applizierte Substanzen zuerst mit der aulersten Schicht der
bakteriellen Zellhille interagieren und das Sepsis-induzierende LPS der
Hauptbestandteil dieser Schicht bei Gram-negativen Bakterien ist, wurden
Modellsysteme aus aufgereinigtem LPS verwendet. An diesen wurden
physikalische Untersuchungen mit verschiedenen Peptiden durchgefihrt, die
zum Teil auf der Struktur eines Peptids des menschlichen Immunsystems
beruhen. Werden die Erkenntnisse aus diesen Messungen mit Experimenten
am gesamten Bakterium verglichen, konnen sowohl die physikalischen Modelle
verifiziert oder verbessert werden, als auch Erkenntnisse Gber die Vorgange im
lebenden Organismus gewonnen werden.

Um Erkenntnisse Uber die Struktur-Wirkungsbeziehung fir die Interaktion
zwischen Peptiden und Bakterien zu erlangen, wurden im Rahmen dieser Arbeit
sowohl die chemischen Strukturen der Peptide systematisch variiert als auch
die des LPS. Die verwendeten LPS besitzen einen membranverankernden
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Bereich, das Lipid A, und eine nach aulien zeigende Saccharidkette. Die
Glycostruktur dieser Kette und Substitutionen am Lipid A wurden variiert, um
deren Einfluss zu charakterisieren. Mit physikalischen Methoden wird die
Wirkung verschiedener, grotenteils neu synthetisierter Peptide auf
Modellsysteme und Bakterien mit variierendem LPS beschrieben. Unterstitzt
durch die Charakterisierung der antibakteriellen und antiinflammatorischen
Wirkung durch mikrobiologische in vitro Methoden, kénnen damit Aussagen
sowohl dber die Struktur-Wirkungsbeziehung von antibakteriellen und
antiinflammatorischen Peptiden als auch der Einfluss der LPS-Struktur auf ihre
Wirkung getroffen werden. Aullerdem koénnen Aussagen Uber mogliche
Wirkmechanismen erlangt werden.

Um den Einfluss der Peptidstruktur zu ermitteln, wurden Peptide
unterschiedlicher Art verwendet. Zum einen wurde das relativ einfach
strukturierte 10 Aminosauren grof3e antibakterielle Peptid Polymyxin B
verwendet, fur welches ein sogenannter Detergensmechanismus in der
Literatur postuliert wird. Dieses ist medizinisch im Wesentlichen fir topische
Anwendungen nutzbar, besitzt aber sehr gute antiinflammatorische
Eigenschaften und wird haufig als Modellsubstanz fur membranaktive Peptide
verwendet. Obwohl dieses Peptid relativ gut charakterisiert ist, ist sein
Wirkmechanismus immer noch nicht im Detail verstanden. Mit neuen
Erkenntnissen aus physikalischen Untersuchungen an Modellsystemen soll
dieser Wirkmechanismus insbesondere in Hinblick auf den Einfluss von
Glycostrukturen verifiziert und besser verstanden werden. Zum Vergleich
wurden biologische Tests mit verschiedenen Detergentien durchgefuhrt.

Zum anderen wurde fur diese Arbeit eine Reihe neuer Peptide synthetisiert,
welche auf dem humanen Kathelizidin hCAP18 basieren. Die Kathelizidine, die
in vielen Saugetieren nachgewiesen wurden, wirken bereits etliche tausend
Jahre und es besteht die Hoffnung, dass die Bildung von bakteriellen
Resistenzmechanismen unmoglich oder zumindest extrem erschwert ist. Ein
Antibiotikum mit dieser Eigenschaft wurde das gravierende Problem der
multiresistenten Bakterien l6sen.

Mit  biologischen Methoden wurden die antibakteriellen und
antiinflammatorischen Eigenschaften der neuen Peptide bestimmt. Deren
Wirkungsweise wurde mit Hilfe von physikalischen Untersuchungen an LPS-
Modellsystemen aufgeklart und mit Hilfe physikalischer Strukturparameter
beschrieben. Im Fokus der Untersuchung lag das Verstandnis des Einflusses
der Glycostruktur und der Ladungssubstitution des LPS auf die antibakteriellen
und antiinflammatorischen Eigenschaften der Peptide. Zusatzlich kann dieses
Wissen moglicherweise auch bei der Entwicklung neuer Antibiotika von Nutzen
sein, die keine neuen Resistenzmechanismen induzieren und bereits
vorhandene uberwinden kdnnen.

Ferner wurde der Frage nachgegangen, ob ein Fragment des hCAP18, das LL-
32, eine antitumorale Wirkung besitzt, indem es, ahnlich wie im Fall der
Bakterien, spezifisch mit der Membran der Tumorzelle interagiert.
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Kapitel 1

Gram-negative
Bakterien

Antibakterielle Peptide

S

Modellmembran

G o) T

Isolation Rekonstitution

q LPS #

Korrelation der biologischen
und physikalischen Daten

Aufklarung des
Wirkmechanismus

Abbildung 2: Gleichberechtigtes Zusammenspiel von Biologie und Physik zur
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Aufklarung des biologischen Phinomens der antibakteriellen Peptide.
Durch  Vergleich von  biologischen  Untersuchungen  zum
Abtotungsverhalten  und  physikalischen = Untersuchungen  an
rekonstituierten Modellmembranen (z.B. Binde- und Einbauverhalten),
bestehend aus von Gram-negativen Bakterien isoliertem LPS, kann
sowohl das Modellsystem {iiberpriift werden als auch die Ursachen fiir
die antibakterielle Aktivitdt der Peptide bzw. der Resistenz bestimmter
Stimme ermittelt werden.




Einleitung und Zielsetzung

Kurzzusammenfassung

Lipopolysaccharid (LPS) befindet sich exklusiv in der aufderen Schicht der
aulleren Membran Gram-negativer Bakterien und bildet damit die auferste
Grenze des Bakteriums. Die LPS-Schicht ist somit der erste Angriffspunkt von
membranaktiven Peptiden. Bei der Abtdtung von Gram-negativen Bakterien
wird LPS freigesetzt und kann zu dem fatalen inflammatorischen Syndrom
Sepsis fihren. Damit ist die Wechselwirkung von membranaktiven Peptiden mit
LPS sowohl fur die antibakterielle als auch fur die antiinflammatorische Wirkung
der Peptide von entscheidender Bedeutung. Die Interaktion der Peptide
Polymyxin B (PMB) und einem aktiven Fragment des humanen Kathelizidins,
LL-32, mit LPS-Schichten wurde mit physikalischen und biologischen Methoden
an aus LPS rekonstituierten Modellsystemen und Bakterien untersucht. Zur
Uberprifung des fur PMB vorgeschlagenen Detergens-Wirkmechanismus auf
LPS-haltige Membranen mit unterschiedlicher Glycostruktur wurden
Untersuchungen mit PMB, einem inaktiven Derivat und Detergentien an
Bakterien und Modellmembranen vorgenommen. Aus den Ergebnissen wurde
abgeleitet, dass sowohl der Fettsaurerest von PMB essentiel fur die Aktivitat
von PMB ist und das eine langere LPS-Glycostruktur die Aktivitat durch eine
erhohte Aufkonzentrierung von PMB verstarkt, wahrend zusatzliche Ladungen
an der Glycostruktur die Aktivitat stark hemmen. Sie binden PMB und stellen so
eine sterische Hinderung fur weitere PMB-Molekule dar. Neuartige Antibiotika
sollten nicht nur die Bakterien abtoten, sondern auch die Entstehung einer
Sepsis wirksam unterbinden konnen. LL-32 stellt dafur aufgrund seiner
antibakteriellen und antiinflammatorischen Fahigkeiten eine mdgliche
Leitstruktur dar. Durch eine Charakterisierung der antibakteriellen,
antiinflammatorischen und zytotoxischen Aktivitat diverser LL-32 Fragmente in
Abhangigkeit einer variierenden Glycostruktur und Anzahl an Substitutionen am
LPS konnte die Bedeutung einzelner Aminosaurecluster von LL-32 flir dessen
Aktivitat beschrieben werden und infolgedessen kann nun die LL-32 Struktur in
Hinblick auf eine medizinische Nutzung optimiert werden. Durch die Messung
von physikalischen Parametern, sowohl an Modellmembranen als auch an
Bakterien selbst, konnten Rulckschliusse auf die unterschiedlichen
Wirkmechanismen fur die Aktivitaten gezogen und diese teilweise aufgeklart
werden. Lokale Effekte, die durch eine starke Bindung an und Insertion in LPS-
Schichten ausgeldst werden, sind fur die antibakterielle Aktivitat entscheidend.
Diese wird durch Substitutionen am Kdo bzw. Ko des LPS stark reduziert. Die
antiinflammatorische Aktivitat kann gut durch die Fahigkeit der Peptide LPS-
Aggregatfusionen zu induzieren beschrieben werden. Sie wird durch
Substitutionen am LPS verstarkt. An Bakterien und humanen Zellen konnte
gezeigt werden, dass die biologische Aktivitat von LL-32 mit dessen Fahigkeit
Lasionen in der bakteriellen und zellularen Zellhille zu bilden korreliert.
Zusatzlich  wurde aufgrund der ladungsspezifischen Bindung und
Lasionsbildung eine tumorspezifische Wirkung von LL-32 durch physikalische
und biologische Untersuchungen an Modellmembranen und Zelllinien belegt.
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Kapitel 1

Structure-activity-relationship between membrane-active peptides and
lipopolysaccharide

Lipopolysaccharide (LPS) is found exclusively in the outer layer of the outer
membrane of Gram-negative bacteria and forms the outer barrier of the
bacteria. The LPS-layer therefore poses the first point of attack for membrane-
active peptides. Killing Gram-negative bacteria leads to LPS release and may
cause the fatal inflammatory sepsis syndrome. Hence, the interactions of
membrane-active peptides with LPS are of great significance for the
antibacterial as well as the anti-inflammatory effect of peptides. The interaction
of the peptides Polymyxin B (PMB) and LL-32, a fragment of the human
cathelicidin, with LPS-layers are analysed utilizing biological and physical
methods on reconstituted model membranes containing LPS and on whole
bacteria. The detergent-like action proposed for the interaction between the
peptide Polymyxin B and membranes containing LPS differing in their
glycostructure is verified by use of PMB, an inactive derivative, and detergents
on whole bacteria and model membranes composed of LPS. It was shown that
the fatty acid of PMB is essential for its activity and that a longer LPS-
polysaccharide chain increases the activity of PMB caused by an increase of
the local concentration at the membrane surface. However, additional charges
bound to the polysaccharide chain decrease the activity. These substitutes can
bind PMB molecules leading to a sterical hinderance for further molecules.
Novel antibiotics should not only kill bacteria but additionally prevent the onset
of the sepsis syndrome. The active fragment LL-32 of the human cathelizidine,
hCAP18, represents due to its antibacterial and anti-inflammatory activity a
possible pharmaceutical lead structure. Characterization of the antibacterial,
anti-inflammatory and cytotoxic activity of a diversity of LL-32 fragments in
subject to varying glycostructures and number of LPS-substitutions helps to
determine the impact of single clusters of amino acids of LL-32 on its activity.
This may lead to optimization of the LL-32 structure in the face of medical use.
Physical assays, utilizing model membranes as well as whole bacteria, help to
draw conclusions about the different mode of action being responsible for its
activities. Local effects, created by a strong binding to and insertion into a LPS-
layer, are essential for the antibacterial activity of the peptides. This activity is
reduced by substituents at the Kdo or Ko of the LPS. The antiinflammatoric
activity can be described by the ability of the peptides to induce fusion of LPS-
aggregates. It is enhanced by LPS-substituents. For whole bacteria and human
cells it could be shown that the biological activity of LL-32 correlates with its
ability to form lesions in the bacterial and cellular cell wall. Last but not least the
tumor specific effect of LL-32 is supported by physical and biological tests on
model membranes and cell lines.
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. Hintergrund und Theorie

. Sepsis

~oepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen und / oder ihrer
Toxine in den Blutstrom zusammen mit der Reaktion des Organismus auf diese
Invasion." Ubersetzt nach (Bone et al., 1989).

Der Ausloser einer Sepsis (griech. Faulnis) ist immer eine lokale Infektion,
welche z.B. von Gram-negativen Bakterien verursacht wird. Das Immunsystem
reagiert auf die invasiven Erreger oder Bestandteile von ihnen mit der
sogenannten inflammatorischen Antwort, die essentiell zur Bekadmpfung und
Begrenzung der infektidsen Mikroorganismen ist. Diese Reaktion kann auch
durch molekulare Bestandteile der Bakterien ausgeldst werden, bei Gram-
negativen Bakterien ist es insbesondere das Lipopolysaccharid, ein Bestandteil
der Zellhille. Das wegen seiner Wirkung auch als Endotoxin bezeichnete
Molekul 16st schon bei sehr geringen Konzentrationen eine starke
inflammatorische Antwort aus (Karima et al., 1999). Dabei wird durch bestimmte
Botenstoffe, den Zytokinen, das Immunsystem aktiviert und Immunzellen
akkumulieren am Ort der Infektion. Es treten immer vier Symptome am
Infektionsort auf: Dolor (Schmerz), Calor (Uberwarme und Fieber), Rubor
(R6tung) und Tumor (Schwellung) (Definition der Entzindung nach Celsus, 1.
Jahrhundert AD). Zusatzlich kann die Funktion des betroffenen Organs
eingeschrankt sein.

Gelingt es dem Immunsystem nicht, diese Infektion zu begrenzen, kdnnen die
Erreger oder deren Toxine eine Entzindung des gesamten Korpers bewirken.
Nach wenigen Stunden weisen dann alle Organe die Anzeichen der
Entzindung auf. Der Korper schittet dabei exzessiv Zytokine aus, und es
kommt zu einer inflammatorischen Uberreaktion des Kdrpers, die sich am Ende
gegen das Individuum selbst richtet. Paul Ehrlich pragte hierfur den Begriff
»horror autotoxicus®, wobei aber auch ein Nichtreagieren des Korpers aller
Wahrscheinlichkeit den Tod zur Folge hatte. Diese Uberreaktion kann zu einem
Versagen der Organe fuhren und damit ohne intensivmedizinische Behandlung
zum sicheren Tod des Betroffenen. Doch selbst mit Behandlung liegt die
Mortalitat bei durch Gram-negative Bakterien verursachter Sepsis je nach
Studie zwischen 20% in Deutschland (Geerdes et al., 1992) und bei 30% bis
80% in den USA mit 215.000 Toten pro Jahr alleine in den USA (Glauser et
al.,, 1991). Pro Jahr wird bei 3 von 1000 US-Blrgern dieses Syndrom
diagnostiziert, bei Gesamtkosten von ca. 17 Milliarden US-Dollar (Angus et al.,
2001). Vermutlich durch die zunehmende Anzahl an Kathetern und invasiven
Prothesen und durch die allgemein hdhere Lebenserwartung zusammen mit der
daraus resultierenden hoheren Anzahl an immundefizienten Menschen
verdoppelte sich die Anzahl der von Sepsis Betroffenen in den USA zwischen
1979 und 1987 (Van Amersfoort et al., 2003). Damit fordert die Sepsis mehr
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Todesopfer als AIDS und Brust- und Darmkrebs zusammen und ist auf
chirurgischen Intensivstationen die Todesursache Nr.1 (Wochenzeitschrift ,Die
Zeit“ im April 2004).

Wird die Infektion durch extern applizierte Antibiotika bekampft, kann durch die
Abtétung der Bakterien weiteres LPS freigesetzt werden und so die Induktion
einer Sepsis fordern. Viele moderne therapeutische Ansatze versuchen, die
fatalen Folgen der Sepsis durch Eingriff und Regulierung der inflammatorischen
Antwort frihzeitig zu bekampfen. Dabei konnte leider noch kein wirklicher Erfolg
erzielt werden (Bernard et al., 2001; Rivers et al., 2001; Annane et al., 2002) .
Ein weiterer Ansatz ist, nicht erst in die Signalkaskade der Zytokine
einzugreifen, sondern die Erreger abzutdten und dabei deren Toxine sofort zu
binden oder zu blockieren, so dass es gar nicht zu einer exzessiven
Zytokinexpression kommt.

Einige antibakterielle Peptide besitzen die Eigenschaft, die Toxin-induzierte
Zytokinproduktion von Abwehrzellen vermutlich durch Bindung zu inhibieren.
Damit sind diese Peptide potentiell sehr sinnvolle Antibiotika, da sie zum einem
die bakteriellen Erreger bekampfen und zum anderen auch deren
Auswirkungen auf die inflammatorische Antwort positiv beeinflussen.

Die Zellhille Gram-negativer Bakterien

Aufgrund des Aufbaues ihrer Zellhillle zeigen die sogenannten Gram-negativen
Bakterien keine Reaktion auf den Farbetest des danischen Bakteriologen Hans-
Christian Gram. Bei diesem Test wird die Mureinschicht, die aus
peptidverknipftem Glycan besteht und die der aus Phospholipiden aufgebauten
Zytoplasmamembran liegt und die Zelle stutzt, gefarbt. Da aber die Gram-
negativen Bakterien im Vergleich zu den Gram-positiven nur eine sehr dinne
Murein-Schicht besitzen, die zusatzlich noch von einer weiteren Membran
umgeben ist, zeigt sich bei dieser taxonomischen Gruppe unter dem
Lichtmikroskop keine Farbung, bzw. die Farbung kann durch Alkohol
ausgewaschen werden.

Allgemein besteht ein Bakterium aus dem Zellinneren und der Zellhdlle. Im
Zellinneren, dem zytoplasmatischen Raum, befinden sich die meisten
essentiellen Bestandteile fur die Funktion des Bakteriums wie z.B. den
Mitochondrien zur Energiegewinnung, dem Zellkern zur DNA-Replikation und
dem endoplasmatischen Retikulum zur Prozessierung von Proteinen. Die
zytoplasmatischen Bestandteile des Bakteriums koénnen aufgrund ihrer
uberlebenswichtigen Funktion ein potentielles Wirkziel von antibakteriellen
Substanzen sein. Auf diese Bestandteile wird in dieser Arbeit nicht
eingegangen, deshalb wird fir eine Beschreibung auf die Literatur verwiesen
(Madigan et al., 1979; Lodish et al., 2000).

Die Zellhille von Bakterien dient, ahnlich wie die Haut und die Schleimhaut
beim Menschen, als physikalische Barriere des Organismus zur Umwelt. Sie ist
essentiell fir das Uberleben des Bakteriums, denn sie dient unter anderem der
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Aufrechterhaltung von Substanzkonzentrationen, wie z.B. Nahrstoff- und
Salzkonzentration und infolge dessen auch des osmotischen Drucks und des
elektrischen Membranpotentials. Sie dient als Zielstruktur bestimmter
antibakterieller Peptide, vor allem der sogenannten membranaktiven Peptide.
Bei Gram-negativen Bakterien besteht die Zellhille aus zwei verschiedenen
Membranen mit dazwischenliegender Murein-Schicht (Abb. 3). Die innere
Membran, die der Zytoplasmamembran Gram-positiver Bakterien &ahnelt,
bestent aus zwei Monoschichten die beide aus Glycerophospholipiden
aufgebaut sind. Die fur Gram-positive Bakterien charakteristische aullere
Membran mit einer Schichtdicke von ca. 5 — 10 nm hingegen ist asymmetrisch
aufgebaut, d.h. aus zwei Monoschichten mit unterschiedlicher Lipidkomposition.
Die innen liegende Monoschicht der aul’eren Membran besteht, wie beide
Monoschichten der inneren Membran, aus einem Glycerophospholipidgemisch,
die Lipidmatrix der aufderen Schicht hingegen besteht aus Glycolipiden, in der
Regel aus Lipopolysaccharid (LPS), welches sich exklusiv in der &ul3eren
Schicht der aulReren Membran befindet. Das LPS bildet die duRerste Grenze
des Bakteriums zur Umwelt und ist damit das Molekul des Gram-negativen
Bakteriums, welches als erstes mit Antibiotika in BerUhrung kommt. Deshalb ist
die Interaktion von Peptiden, insbesondere von membranaktiven, mit dem LPS
von essentieller Bedeutung fur ihre antibakterielle Wirkung. Ein Gram-negatives
Bakterium ist auch, zwar sehr eingeschrankt, ohne auliere Membran
lebensfahig und erst eine Lochbildung in der Zytoplasmamembran oder deren
Zerstorung kann letal sein. Die duf3ere Membran stellt daher eine Barriere dar,
die Uuberwunden werden muss und die mitbestimmt, wie viel Wirkstoff zur
inneren Membran gelangt.

Proteine
;\\i\l Lipopoly-
Aufere Qe saccharid
Membran] *"\\ \‘ 7 Phospholipid
Periplasmatischer
Raum +«— Peptidoglycan
Zytoplasma
Membran

Proteine

Abbildung 3: Die Zellhiille Gram-negativer Bakterien. Sie ist aus der dufleren und der
Zytoplasmamembran aufgebaut. Getrennt werden diese durch den
periplasmatischen Raum mit der Peptidoglycan- (Murein) Schicht.
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Aufgrund des Aufbaues sind reine Lipidmembranen fir nicht-hydrophobe Stoffe
per se impermeabel, aber da das Bakterium auf eine regulierte Zu- und Abfuhr
von Stoffen angewiesen ist, befinden sich neben den Lipiden als
Strukturmolekulle auch Proteine als funktionale Bestandteile in der Membran.
Diese sind nach dem Fluid-Mosaic-Modell (mit Erweiterung der dynamischen
Struktur ein noch heute gultiges Modell (Singer und Nicolson, 1972; Vereb et
al., 2003)) als periphere oder integrale Bestandteile in die Lipidmatrix
eingebettet. In der aulleren Membran befinden sich z.B. die sogenannten
Porine, wassergefullte Poren, die den Durchtritt von hydrophilen,
niedermolekularen Substanzen wie z.B. Zucker zur Nahrstoffversorgung des
Bakteriums ermoglichen (Nikaido, 2003). Durch diese Poren kdnnen auch
kleine Antibiotika die aullere Membran Uberwinden und zu ihrem letalen Ziel
gelangen, wie im Falle des Penicillins zum Peptidoglycan. GroRere Peptide
(>600 Da, (Nikaido und Vaara, 1985)) bendtigen einen anderen Weg, um sich
Zutritt zu verschaffen. Eine Mdglichkeit besteht darin, die auflere Membran so
stark zu schadigen, dass Ldécher entstehen, die grol3 genug fir die Substanz
sind, um selbst durch die Membran hindurchzugelangen. Dieser ,Selbsteinlass®
wird in der Literatur fur viele membranaktive Substanzen postuliert und als self-
promoted uptake bezeichnet (Hancock, 1984; Hancock, 1997).

Lipopolysaccharid

Die Lipidmatrix der aufReren Schicht der aulleren Membran Gram-negativer
Bakterien wird in der Regel vom Lipopolysaccharid gebildet. Eine Ausnahme
stellt die Gram-negative Spezies Sphingomonas dar, die anstelle des LPS
Glycosphingolipid exprimiert. LPS ist ein amphiphiles Heteropolymer, aufgebaut
aus einem hydrophoben Lipidanteil, der das LPS in der Membran verankert und
als Lipid A bezeichnet wird, und einer hydrophilen Glycostruktur (Abb. 4) mit
einem fur verschiedene Spezien und Stamme stark variierenden
Polysaccharidanteil.

Das Ruckgrat des Lipid A wird von einer Disaccharid-Gruppe gebildet, welche
aus zwei B-(1->6)-verknipften Glycosaminen besteht und in den Positionen 1
und 4" phosphoryliert ist (Zahringer et al., 1994). Die Gruppe ist insgesamt 4-
fach acyliert mit gesattigten 3-Hydroxy-Fettsauren, die in der Regel eine Lange
von 12 bis 14 Kohlenstoffatomen haben. Durch Veresterung der
3-Hydroxylgruppen mit weiteren Fettsauren sind insgesamt 4 — 7 Fettsduren am
Lipid A gebunden. Es existieren LPS-Varianten, bei denen die negativ
geladenen Phosphatgruppen Substituenten besitzen. Sind diese positiv
geladen, wie z.B. die Aminoarabinose, besitzt das Lipid A eine geringere
Nettoladung.

Die Glycostruktur besteht maximal aus einer am Lipid A gebundenen
Kernregion, bei der aufgrund unterschiedlicher Hexosen zwischen innerer und
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aulerer Kernregion unterschieden wird, und einer sogenannten O-spezifischen
Kette (Abb. 4).

Die O-spezifische Kette ist eine variable Kette aus verschiedenen
Glycosylresten, welche sich bis zu 40-fach wiederholen. Diese Kette ist
stammspezifisch und wird auch als O-Antigen bezeichnet (Kleinig, 1999).
Wurde bei einem LPS die O-spezifische Kette ausgebildet, wird es als S-Form
LPS bezeichnet, da die Bakterienkolonien eine glatte (smooth) Morphologie
besitzen. Die meisten Wildtyp-Stdamme, also Stdamme die in der Natur
existieren, haben S-Form LPS. Diese sind allerdings sehr heterogen. Hat ein
LPS keine O-spezifische Kette, wird es je nach Lange der Kernregion des
Polysaccharids als Re, Rd, .., Ra-LPS (komplettes Kernoligosaccharid)
bezeichnet und die zugehorigen Stamme als Raumutanten, bzw. bei Re-LPS
als Tiefrau-, aufgrund ihrer rauen Koloniemorphologie (Llideritz et al., 1982).
Re-LPS ist das kurzeste LPS, welches in der Natur vorkommt (Raetz, 1993).
Dessen Kernregion besteht nur aus zwei einfach-negativ geladenen 3-Desoxy-
D-manno-oct-2-ulosonsaure (Kdo).

Libldaitell Polysaccharidanteil
P | Glycostruktur
Lipid A Kernregion
€ —— AuRere
- - - —»
Wiederholungs-
einheiten
Tiefrau-Mutanten —— —— Rau-Mutanten —
. : Monosaccharid, .: Heptose, @ : Glucosamin, ——@—— : Fettséure
@ :Phosphat, ~~ : Ethanolamin, . : 3-Desoxy-D-manno-oct-2-ulosonséure

Abbildung 4: Allgemeine Struktur von Lipopolysaccharid. Das amphiphile Molekiil
besitzt einen hydrophoben Lipidanteil, bestehend aus Lipid A, und einen
hydrophilen Polysaccharidanteil, der sowohl in der Lénge als auch in der
exakten Komposition stark variieren kann. Diese Glycostruktur wird in
Kernregion Kette und O-spezifische unterteilt, wobei zwischen innerer
und duflerer Kernregion unterschieden wird. Bindungen von moglichen
Substituenten wie Phosphatgruppen oder Monosacchariden sind mit
gestrichelten Linien gekennzeichnet. Je nach Linge der Kernregion des
korrespondierenden LPS werden Bakterien als Rau- oder Tiefrau-
Mutanten bezeichnet. Die in der Abbildung verwendeten Symbole sind
in der Legende erklart.
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Fir die vorliegenden Untersuchungen des Einflusses der Glycostruktur und von
Ladungssubstitution im Lipid A-Teil des LPS auf die Interaktion mit Peptiden
wurden gezielt Bakterien ausgewahlt, die sich in ihren LPS-Strukturen
unterschieden. Die durchschnittliche Nettoladung, die wie in der gesamten
Arbeit als Vielfaches der Elementarladung angegeben ist, berechnet sich aus
den beiden Kdo der Kernregion, der Anzahl an Phosphatgruppen und
Aminoarabinosen. Diese Gruppen  wurden massenspektrometrisch
nachgewiesen (PD Dr. B. Lindner, FZ Borstel). Die Phosphatgruppen besitzen
jeweils eine negative Ladung, wahrend die Aminoarabinosen eine positive
Ladung tragen und damit die negative Netto-Ladung im Lipid A-Teil reduzieren.

Zur Ermittlung des Einflusses der Glycostruktur wurden Stamme von
Salmonella enterica serovar Minnesota (S. minnesota) verwendet, die LPS-
Varianten mit unterschiedlich langer Kernregion besitzen, die sogenannten
Chemotypen. Diese sind in Abb. 5 dargestellt. Alle S. minnesota-LPS haben 2
Phosphatgruppen im Lipid A und eine variierende Anzahl am
Kernoligosaccharid. Das LPS des Stammes R595 (im Folgenden als R595-LPS
bezeichnet) besitzt als einziges LPS der Reihe eine teilweise
Ladungssubstitution im Lipid A-Bereich, da bei 40% der Molekile das 1 bzw. 4’
Phosphat mit einer Aminoarabinose (Ara4N) substituiert sind. Die genaue
Position ist nicht bekannt. Damit ergeben sich die in Abb. 5 angegebenen
Ladungen.

Raumutanten-LPS von Salmonella enterica serovar Minnesota

Stamm R595| R4 R7 R5 | R345| R60
Ladung/e,| -36(-40(-41 | -41/-48|-6,0
Rz
-5.3

. : Monosaccharid, .: Heptose, @ : Glucosamin, ——@—— : Fettsdure
® :Phosphat (Q/e,=-1), . : 3-Desoxy-D-manno-oct-2-ulosonséure (Q /e, = - 1)
. :Aminoarabinose (Q /e, = + 1), ~  Ethanolamin (Q/e,=+ 1)

Abbildung 5: Raumutanten-LPS von Salmonella enterica serovar Minnesota mit
unterschiedlicher Glycostruktur im Kernoligosaccharid. Angegeben sind
die Stdmme, die das entsprechende LPS exprimieren und die
Nettoladung des LPS. Nur R595-LPS besitzt eine Ladungssubstitution
durch Aminoarabinose im Lipid A —Teil.
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Zur Untersuchung des Einflusses von Ladungssubstituenten im Lipid A- und
Kdo-Bereich wurden verschiedene Bakterien-Spezies verwendet, die Tiefrau-
LPS exprimieren. Dabei unterscheiden sich die LPS in Anzahl und Position der
Aminoarabinose (Ara4N), welche die Netto-Ladung reduziert. Die genaue
Verteilung der an die Phosphatgruppe gebundenen Ara4N (ob an 1- oder 4'-
Phosphat) ist nicht bekannt. In Abb. 6 sind die verwendeten LPS schematisch
dargestellt und die Position und Anzahl der substituierten Ara4N ist angegeben.
Das Ko2b-LPS von einem Burkholderia cepacia Stamm besitzt als einziges
verwendetes LPS kein zweites Kdo, sondern stattdessen eine D-glycero-D-talo-
oct-2-ulonsaure (Ko) (Gronow et al., 2003). In Tabelle 3 sind alle verwendeten
LPS mit den korrespondierenden Stammen, molaren Massen und Ladungen
angegeben.

Tiefraumutanten-LPS mit unterschiedlichen Substitutionen

&

= Anzahl der substituierenden
& | Aminoarabinosen
2,
P am Kdo
@ LPS am Lipid A Ko
@,_\ 1 wBB01-LPS 0 0
o/ (@ R595-LPS 0,4 0
% H R45-LPS 0,5 0,5
.. TA-LPS 17 0
Ko2b-LPS 1,6 0,5
@ : Glucosamin, —(@—— : Fettsaure ~ : Ethanolamin (Q /e, =+ 1)
® Phosphat (Q/e,=-1), . : 3-Desoxy-D-manno-oct-2-ulosonséure (Q /e, =- 1)
. : Aminoarabinose (Q /e, = + 1), =~k :genaue Position unbekannt

Abbildung 6: Schema der Substitutionen an Tiefraumutanten-LPS. Einige verwendete
LPS unterscheiden sich durch substituierte Ara4N. Diese sind in der
Tabelle mit der Position und der durchschnittlichen Anzahl an Ara4N
angegeben. Die exakte Position der Substituenten am Lipid A ist nicht
bekannt.

Aktivierung von humanen Immunzellen durch

Lipopolysaccharid

LPS im Blutkreislauf kann eine inflammatorische Uberreaktion des humanen
Immunsystems induzieren und damit eine Sepsis auslosen. Die
inflammatorische Antwort des Immunsystems wird durch Reaktion des LPS mit
bestimmten Immunzellen initiiert. Diese Zellen schitten in Folge dessen eine
erhohte Anzahl an serumstandigen Botenstoffen, sogenannte Zytokine aus.
Diese aktivieren ihrerseits weitere Zellen des Abwehrsystems. Ist die
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Zytokinproduktion zu hoch, kann sich die Immunantwort gegen den Wirt selber
richten und es kann zu einer fatalen Sepsis kommen.

Die Aktivierung von humanen Immunzellen durch LPS ist bis heute noch nicht
vollstandig aufgeklart und wird im Folgenden vereinfacht dargestellt (Abb. 7).

TLR 4=

. =

2
¥

" Transkriptions- < Signalkaskaden
fakto?en (MAP-Kinasen,

Tyrosin Kinasen, etc.)

RAGR

Zytokin-Gen

mCD14

TNF-a

Abbildung 7: Stark vereinfachtes Schema des Signalweges (blaue Pfeile) bei der
Aktivierung von Immunzellen durch LPS. Nach Bindung an Rezeptoren
der Zelloberfliche wie CD14 und / oder LBP wird das Signal iiber
Proteine wie den Kaliumkanal MaxiK oder TLR4 ins Zellinnere
vermittelt. ~ Dort werden durch eine  Signalkaskade  die
Transkriptionsfaktoren reguliert. Durch Promotion der Transkription
wird infolge dessen eine erhdhte Anzahl an Zytokinen wie TNF-a., IL-1
oder IL-6 ins umgebene Medium ausgeschiittet.

Eingeleitet wird sie durch die Bindung von LPS an die Zelloberflache von
Immunzellen, hauptsachlich mononukleare Zellen (MNC) wie z.B.
Makrophagen. Verschiedene LPS-bindende Proteine der Zellmembran wurden
bereits identifiziert, deren genaues Zusammenspiel und die Signalweiterleitung
in der Zelle sind jedoch nur in Ansatzen bekannt. Als Rezeptor konnte z.B.
CD14 identifiziert werden (Wright et al., 1990; Lee et al., 1992). Ein weiteres
wichtiges Protein zur Bindung und Detektion ist das LPS-bindende Protein
(LBP), welches je nach Konzentration die Immunantwort insgesamt deutlich
verstarken (Schumann et al., 1990) oder aber auch abschwachen kann (Wurfel
et al., 1994). Auch wenn die exakte Funktionsweise noch umstritten ist (Tobias
und Ulevitch, 1994; Schromm et al., 1996b), ist die membranstandige Form
mLBP wohl in der Lage, LPS-Aggregate zu detektieren, zu binden und in die
Membran der Immunzelle einzubauen (Gutsmann et al., 2001a; Gutsmann et
al., 2001c). Bei der Signalweiterleitung in die Zelle spielt neben den Toll-like-
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Rezeptoren (TLR) (Beutler, 2002) der Kaliumkanal MaxiK zusammen mit TLR4
eine wesentliche Rolle (Blunck et al., 2001; Seydel et al., 2001). Dabei wird eine
Signalkaskade bestehend aus intrazellularen Botenstoffen wie z.B. MAP- oder
Tyrosin-Kinasen ausgeldst. Diese regulieren die Transkriptionsfaktoren derart,
dass eine Promotion der Transkription von bestimmten Genabschnitten erfolgt,
welche fur Zytokine codierend sind. Diese werden darauf in erhdhter Anzahl
von der Zelle ausgeschittet. Im Serum leiten die Zytokine per Chemotaxis
Immunzellen zum Ort der hochsten Zytokinkonzentration, der Entzindung.
Aulerdem gelangen sie zu weiteren Immunzellen und regulieren deren
Aktivitat. Damit stellt die Zytokinproduktion einen ersten Schritt der
Immunantwort dar. Gelingt es, sie durch externe Applikation von
antiinflammatorischen Substanzen zu regulieren, kann die Entstehung einer
Sepsis frihzeitig verhindert werden.

Phospholipide

Glycerophospholipide, im Folgenden kurz als Phospholipide bezeichnet, sind
wie das LPS amphiphile Molekile. Sie bilden sowohl die innere Schicht der
auReren Membran als auch die Zytoplasmamembran bei Gram-negativen
Bakterien, dabei variiert allerdings deren exakte Komposition.

Das Glycerol als Strukturzentrum ist verestert mit einer Hydroxygruppe, die ein
enPhosphorsaurerest tragt. Diese Struktur bildet die hydrophile Kopfgruppe des
Phospholipids zusammen mit verschiedenen Resten (Abb. 8). Ist dies z.B. ein
weiteres Glycerol oder ein Ethanolamin, so ergibt das Phosphatidylglycerol
(PG) bzw. Phosphatidylethanolamin (PE).

Zusatzlich ist an das Glycerol der unpolare, also hydrophobe Anteil des Lipids
gebunden. Dieser Anteil besteht meistens aus 2zwei aliphatischen
Fettsaureketten mit einer Lange von 14 bis 24 Kohlenstoffatomen. Eine
Ausnahme bildet das Diphosphatidylglycerol (DPG), welches auch als
Cardiolipin bezeichnet wird. Dabei sind zwei Phosphatidylreste an ein Glycerol
gebunden.

Sowohl die innere Schicht der auReren Membran als auch die
Zytoplasmamembran der Gram-negativen Bakterien werden von den
Phospholipiden PE, PG und DPG gebildet. Bei der Zytoplasmamembran von
dem Bakterium Salmonella typhimurium liegen diese in einem molaren
Verhaltnis von PE : PG : DPG = 81 : 17 : 2 vor (Osborn et al., 1972). Die
gleichen Phospholipide kommen auch bei anderen Gram-negativen Bakterien
wie Escherichia coli (E. coli) in der Zytoplasmamembran vor. Das Phospholipid
PC stellt den grofdten Anteil an Lipiden der Zellmembran humaner Zellen dar
(Boon und Smith, 2002). Das negativ geladene Phosphatidylserin (PS) kommt
in geringem Malie vor, allerdings in hoherer Konzentration bei
Tumorzellmembranen (Boon und Smith, 2002). Die chemischen Strukturen von
den in dieser Arbeit verwendeten Phospholipiden sind in Abb. 8 dargestellt. Sie
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sind ein aufgereinigtes natlrliches Gemisch verschiedener Herkunft und
besitzen deshalb eine heterogene Verteilung der Fettsaurekettenlangen.

Phosphatidylethanolamin (PE)

R O-CHQ_CH2-® Diphosphatidylglycerol (DPG)
; n
o=:=-@ Phosphatidylcholin (PC) E A
CH3 [o] H o]
o / \
Hl R O—CH;CH;@— CH, - -0
H,C—— C—CH, H o 0 H
I I CH. 11 11
o] (o] H,C=—— C=CH, CH/~ C——CH,
| I Phosphatidylserin (PS) | a i

@ omg  CmoO omt Cmo
R: 0—CH,~CH~D

Phosphatidylglycerol (PG)
CI)H
R: O=CH,~CH=-CH,0OH

Abbildung 8: Chemische Strukturen der verwendeten Phospholipide
Phosphatidylglycerol, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin,
Phosphatidylserin und Diphosphatidylglycerol. PE und PC tragen keine
Nettoladung, PS und PG sind einfach negative geladen und DPG tréigt
zwei FElementarladungen. Die dargestellte Cl4-Fettsdurekette ist
beispielhaft, die eingesetzten Phospholipide besaBen aufgrund ihrer
natiirlichen Herkunft eine heterogene Fettsdurenkette.

2.6. Selbstorganisation amphiphiler Molekile

Molekile koénnen in Loésung aufgrund von Ladungswechselwirkungen
aggregieren und Uberstrukturen bilden.

Polare Bereiche eines Molekuls werden als hydrophil bezeichnet, da sie mit
anderen polaren Molekulen wie Wasser elektrostatische Bindungen wie
Wasserstoffbricken eingehen. Die Bindungsenergie fuhrt zu einer Minimierung
der Gibbs'schen Freien Energie des Gesamtsystems. Damit sind hydrophile
Bereiche vornehmlich von anderen hydrophilen  Molekulen oder
Molekulregionen umgeben, da nach dem thermodynamischen Prinzip zur
Minimierung der Gibbs’schen Freien Energie das Gesamtsystem dann einen
energetisch gunstigen Zustand einnimmt.

Unpolare Bereiche eines Molekulls werden hydrophob genannt, da sie nicht die
durch Ladungswechselwirkung hervorgerufenen Bindungen eingehen konnen,
auler den schwachen Van-der-Waals-Bindungen. Das Gibbs sche Prinzip fuhrt
deshalb dazu, dass die hydrophilen Moleklle sich mit anderen hydrophilen
Molekulen umgeben, so dass die hydrophoben Molekule ausgeschlossen
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werden. Damit werden sie an Grenzflachen verdrangt oder bilden geschlossene
Bereiche mit minimaler Kontaktflache zum Wasser. Dieses indirekte Bestreben
hydrophober Molekule, sich mit anderen hydrophoben Molekilen zu umgeben,
wird auch haufig als hydrophobes Moment bezeichnet. Dies ist die Anderung
der Gibbs’schen Freien Energie, die durch den Wechsel von Wasser zu einer
hydrophoben Umgebung verursacht wird. Als ein hohes hydrophobes Moment
wird dabei eine stark negative Anderung der Gibbs'schen Freien Energie
bezeichnet.

Besitzt ein Molekul sowohl hydrophile als auch hydrophobe Bereiche, wird es
als amphiphil bezeichnet. Damit nimmt es einen energetisch gunstigen Zustand
an, wenn die einen Bereiche eine hydrophobe Umgebung haben, die anderen
eine hydrophile. Dies ist an Grenzflachen von hydrophilen und hydrophoben
Bereichen der Fall. Eine solche Grenzflache liegt bei einer Membran im
Ubergangsbereich von den Kopfgruppen zu den Fettsduren der Lipide vor.
Amphiphile Peptide haben deswegen die Neigung, sich dort einzulagern. Zum
anderen konnen die amphiphilen Molekule derart miteinander aggregieren,
dass ihre hydrophoben Bereiche miteinander Kontakt haben und ihre
hydrophilen ebenfalls mit anderen polaren Molekulbereichen oder Wasser. Dies
fuhrt dazu, dass amphiphile Molekile wie Phospholipide und LPS in wassriger
Umgebung oberhalb einer molekulspezifischen Konzentration miteinander
Aggregate bilden. Die Konzentration, ab der diese Selbstorganisation eintritt,
wird als CAC bezeichnet (Critical Aggregate Concentration, Kritische Aggregat
Konzentration,(Abb. 9, (Israelachvili, 1991)). Die Form der entstehenden
Aggregate hangt dabei sowohl von der Form als auch von der
Ladungsverteilung der beteiligten Molekule ab.

Qo
®©
=&
S5 CAC v
c O
o< Monomere ohne
© 2 Nettoladung
c 2 {
@ o
)
S € .
X 9 Monomere mit
o Nettolad
2 ettola ulng
Molekulkonzentration

Abbildung 9: Abhidngigkeit der  Monomer-  und
Aggregatkonzentration von der
Molekiilkonzentration. Ab der markierten
Critical Aggregate Concentration nimmt
die Konzentration der Monomere nicht
mehr zu.
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Bei sehr niedriger Konzentration liegen die amphiphilen Molekule noch
vereinzelt in Losung vor und werden als Monomere bezeichnet. Mit steigender
Konzentration nimmt die Anzahl der Monomere bis zur molekulspezifischen
CAC zu (Abb. 9). Ab dieser lagern sich die Monomere zusammen und bilden
Aggregate unterschiedlichster Form wie z.B. kugelférmigen Mizellen, die eine
geschlossene kugelformige Einzelschicht darstellt, oder uni- oder multilamellare
Vesikel, welche aus einer oder mehreren kugelformig geschlossenen
Doppelschichten bestehen. Die Gestalt der Aggregate hangt von den beteiligten
Molekulen ab, eine bedeutende GrolRe ist die Form des Molekuls (shape). Bei
weiter steigender Konzentration der amphiphilen Molekule bilden sich immer
mehr Aggregate, wahrend die Anzahl der Monomere gleich bleibt bzw. bei
Lipiden oder LPS mit Nettoladung sinkt (Israelachvili, 1991). Auch wenn bei
gleichbleibender Konzentration die Anzahl der Aggregate und der Monomere
konstant bleibt, so unterliegen sie aufgrund des dynamischen
Reaktionsgleichgewichts einem stetigen Austausch. Die mittlere Zeit, die ein
Molekdl in einem Aggregat verbleibt, wird als Residenzzeit bezeichnet. Sie ist
antiproportional zur CAC. Fur mizellierende Lipide mit einer CAC von 1 mM
betragt sie 0,1 ms, fur Lipiddoppelschichten bereits Stunden (lsraelachvili,
1991; Brandenburg und Wiese, 2004).

Eine herausragende Bedeutung fur die Biologie haben lamellare Strukturen die
z.B. durch geschlossene planare Doppelschichten bei Zellmembranen
eingenommen werden. Sie bilden aufgrund des Gibbs’'schen Gesetzes zur
Minimierung der Freien Energie eine sich selbst organisierende stabile Struktur,
die von fast keinem hydrophilen Molekul passiert werden kann, da sie das hohe
Gesamtpotential der Membran (2.7.) Uberwinden mussten. Damit ist eine
Lipiddoppelschicht eine impermeable Barriere, die einen umgebenen Bereich
von der Umgebung abgrenzt.

Die LPS-Aggregate, die in dieser Arbeit als bakterielle Modellmembran
verwendet wurden, sind aulRerordentlich stabil aufgrund einer Residenzzeit von
wahrscheinlich Monaten (Buschner, 1999). Die LPS bilden schon ab sehr
geringen Konzentrationen Aggregate mit geschlossener LPS-Oberflache.

Membranpotential

Uber der Membran eines biologischen Organismus befindet sich in der Regel
eine elektrische Potentialdifferenz und damit eine Spannung. Diese ist
essentiell fir das Uberleben des Organismus, da nur durch sie eine kontrollierte
Stoffaufnahme , wie z.B. die Nahrstoffzufuhr, Uber die Membran gewahrleistet
wird (Matsuzaki et al., 1996). AulRerdem wird durch die Spannung die
Ausrichtung von Peptiden und Proteinen in der Membran reguliert (Gutsmann et
al., 2001b). Das Gesamtpotential setzt sich aus verschiedenen Anteilen
zusammen; zum einen aus dem aus der lonenkonzentration der Umgebung
verursachtem transmembranen Potential und zum anderen aus dem
intrinsischen Potential, welches von den membranbildenden Lipiden selbst
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verursacht wird. Damit sind interne und externe Komponenten fir den
Potentialverlauf Uber einer Membran entscheidend.

Das transmembrane Potential lasst sich mit Hilfe der Goldmann-Gleichung
berechnen.

RT ZPiCi,cis

(F1) u,,, = ln ¢ mit P; = Permeabilititskoeffizient der
F Z F, Ci,trans Ionensorte ;
Ci, cis= Konzentration der Ionensorte i
im ZellduBeren
Ci, ran s = Konzentration der Ionensorte i
im Zellinneren

Das transmembrane Potential ist die treibende Kraft fiur gesteuerte
Transportprozesse Uber eine Membran und beeinflusst die Ausrichtung von
Proteinen und Peptiden in oder an einer Membran. Es betragt im Falle der
zytoplasmatischen Membran ca. -60 mV, fur die aullere Membran bei Gram-
negativen Bakterien ca. -26 mV (Sen et al., 1988), wobei die Zellumgebung als
Nullpotential gesetzt wurde.

Das intrinsische Potential lasst sich weiter aufteilen, je nach Ursache der
Potentialanderung. Die Umgebungsanderung aus einer hydrophilen (wassriger
Puffer) zu einer hydrophoben Umgebung in der Membran bedingt ein zu
uberwindendes Potential, wenn ein hydrophiler Stoff die Membran passieren
will. Dieses sogenannte Born-Potential ist fir alle verwendeten Peptide stark
positiv und ist zusammen mit dem ebenfalls positiven Dipol-Potential der Grund
dafur, weshalb die verwendeten Peptide keine intakte Membran passieren
konnen. Das Dipol-Potential wird durch Ausrichtung von Wassermolekulen an
den eventuell polarisierten Lipidkopfgruppen und der daraus resultierenden
Anderung der Dipolladungsverteilung hervorgerufen. Die dritte intrinsische
Membranpotentialkomponente ist das sogenannte Gouy-Chapman-Potential,
ein  durch eventuelle Ladungen oder Teilladungen der Kopfgruppen
verursachtes elektrostatisches Oberflachenpotential. Dieses Potential ist
malfgeblich fir das sogenannte Zeta-Potential (3.8.1.), welches in einem
bestimmten Abstand zur Membran definiert ist und zusatzlich durch direkt an
die Membran angelagerte lonen reduziert ist. Es wird im Folgenden
ausfuhrlicher dargestellt. Da die anderen Potentialanteile in dieser Arbeit von
untergeordneter Bedeutung sind, wird fur eine tiefergehende Beschreibung auf
die Literatur verwiesen (Neumecke und Lauger, 1969; McLaughlin, 1977;
Gawrisch et al., 1992).

In Abb. 10 sind die intrinsischen Potentiale nach Schoch (Schoch und Sargent,
1976) dargestellt. Die drei Einzelpotentiale beider Schichten einer Membran
uberlagern sich zum ebenfalls dargestellten Gesamtpotentialverlauf. Werden
die beiden Einzelschichten der Membran von unterschiedlichen Lipiden
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gebildet, ist die Membran also asymmetrisch, besitzen die unterschiedlichen
Einzelschichten verschiedene Gouy-Chapman- und Dipol-Potentiale. Damit ist
der Potentialverlauf asymmetrisch.

Gouy-Chapman-
Potential

Subphase Membran

‘ X

Ul ™

Gesamtpotentialverlauf

Subphase Membran Subphase
LPS PL

Born-Potential L

Dipol-Potential

Abbildung 10: Potentialverlauf  iiber einer Membran mit asymmetrischer
Lipidkomposition (Schoch und Sargent, 1976). Das Gouy-Chapman-
Potential wird durch Ladungen der Lipide verursacht, das Dipol-
Potential entsteht durch Ausrichtung der Wasser-Dipole und das Born-
Potential wird durch den Wechsel der Umgebung von hydrophil zu
hydrophob erzeugt. Die drei Potentiale von beiden Lipid-Einzelschichten
tiberlagern sich zum Gesamtpotential, das eine Membran iiber sich
aufbaut.

2.8. Gouy-Chapman-Potential

Zur Beschreibung von elektrischen Potentialen von Membranoberflachen wurde
von Gouy und Chapman ein nach ihnen genanntes Modell entwickelt. Dessen
Grundlage ist die Poisson-Gleichung, mit der die elektromagnetische
Wechselwirkung zwischen Membran und lonen beschrieben wird, und die
Boltzmann-Gleichung, mit der die lonendiffusion beschrieben wird (Cevc, 1990).
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Das Gouy-Chapman-Modell geht von folgenden Vereinfachungen aus:

= J-funktionsartige Verteilung der Ladungsdichte an der Grenzflache
von
Lipid zur wassrigen Umgebung

= keine Wechselwirkung der lonen miteinander

= keine Membrananlagerung von lonen

= wassrige Phase ist homogen und damit ist deren
Dielektrizitatskonstante ¢ konstant

Fir das Gouy-Chapman-Potential gilt (Cevc, 1990):

kT . o 1
(F2) ¥, = 2——arsinh mit K= —ouor o
Ze, KJ /80002, NkT
Z = Wertigkeit der Ionen

¢ = Dielektrizititskonstante
der wissrigen Phase

Die lonenstarke der wassrigen Phase J wird durch die Konzentration der
einzelnen lonensorten i = 1,..,n bestimmt (Adam et al., 1995):

1S,
(F3) J = Ezl:cizi mit z; = Wertigkeit der lonensorte i
. ¢; = Konzentration der Ilonensorte i

Die Oberflachenladungsdichte ¢ berechnet sich zu:
(F4) o= Z_ZO mit z = Ladungszustand des Lipids
A = Platzbedarf eines Lipidmolekiils

Das Potential ist nach (F2) abhangig von der lonenstarke der wassrigen Phase
und der Oberflachenladungsdichte o. Die Reichweite wird durch die Debye
(-Huckel) Lange Ap beschrieben. Sie gibt die Entfernung an, in der das Potential
auf den e-ten Teil abgefallen ist.

(F5) A, =i e RT
F \2000J

Es hat sich jedoch gezeigt, dass eine Adsorption der lonen an der Membran
eine nicht zu vernachlassigende GrofRe ist (McLaughlin, 1977; Cevc, 1990;
Egorova et al., 1992). Durch Anlagerungen von Konterionen, die sogenannte
Langmuir-Adsorption, wird die Oberflachenladung teilweise kompensiert. Dies
ist in der Gouy-Chapman-Stern-Approximation bericksichtigt:
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(F6) sinh( &0

Falls das Potential groRer als RT / F = 25 mV ist, besitzt es keinen
exponentiellen Abfall. Dies war bei allen in dieser Arbeit verwendeten
Lipidschichten der Fall. In diesen Fallen wird das Potential folgendermalen
beschrieben (McLaughlin, 1989):

—Xx
1+ - &'
ar o] el
(F7) Y(x)= . In — mit g = 26T
0 l—aexp[j (eo\yoj
exp| —— |+1
A Pkt

Optische Dichte

In dieser Arbeit wurde die Zelldichte von Bakterien und Zellen Uber die
Messung der optischen Dichte einer Zellsuspension bestimmt.
Die optische Dichte ist ein Mal fur die Konzentration eines Lichtabsorbers. Sie
kann durch Intensitatsmessungen bestimmt werden.
Die optische Dichte OD oder Extinktion ist definiert als:
(F8) oD, = _mL mit [ : Intensitét

1, Ip: einfallende Intensitit

Mit dem Beer'schen Gesetz Uber die Abhangigkeit der Intensitat | in
Abhangigkeit von Wellenlange A und Wegstrecke x:

(F9) 1(4,x) =1,(4)-exp(-c(A)cx) mit Iy : einfallende Intensitét
o : spezifischer Wirkungsquerschnitt des
absorbierenden Mediums
¢ : Konzentration des Absorbers

ergibt sich nach Umformung:

(F10) OD, = o(A)cx

Damit ist bei gleicher durchlaufener Strecke im gleichen absorbierenden
Medium die optische Dichte linear von der Konzentration abhangig. Durch eine
Kalibriergerade von anderweitig bestimmten Konzentrationen mit dessen OD
kann somit jede Konzentration durch eine Extinktionsmessung bestimmt
werden. Wird die Steigung der Geraden bestimmt, so lasst sich bei bekannter
Wegstrecke der spezifische Wirkungsquerschnitt berechnen.
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Antibakterielle Peptide

Das in dieser Arbeit verwendete Peptid Polymyxin B wird gemeinsam mit dem
humanen Kathelizidin hCAP18 vorgestellt. LL-32, ein aktives Fragment des
hCAP18, wird neben weiteren Fragmenten in dieser Arbeit ebenfalls auf die
Interaktion mit LPS und Bakterien untersucht. In der Literatur ist das Peptid LL-
37, welches funf Aminosauren groler als LL-32 und ebenfalls ein aktives
Fragment vom hCAP18 ist, gut beschrieben. Andere in der Literatur
beschriebene Fragmente vom hCAP18 / LL-37 sind im Appendix aufgefihrt.

Polymyxin B

Polymyxin B, ein 1947 erstmalig isoliertes Stoffwechselprodukt des Gram-
positiven Bakteriums Bacillus polymyxa, ist ein zyklisches, funffach positiv
geladenes Decapeptid mit einemverzweigten Fettsaurerest (Abb. 11). Es ist ein
membranaktives Peptid und gehort nach einer Einteilung von Hancock zur
Gruppe der ,loops“ (verbrlickte Peptide) (Hancock, 1997). Es existieren 11
verschiedene Varianten vom PMB, die sich in der Lange des Fettsaurerest
unterscheiden. Die beiden Varianten PMB4s mit Isopelargonsaure (5-(oder
2-)Methyl-Hepta-acyl) und PMB;, mit (5-(oder 2-)Methyl-Hexa-acyl) stellen dabei
den Hauptanteil dar (Elverdam et al., 1981).

PMB besitzt ein antibakterielles Wirkspektrum gegen Gram-negative Bakterien,
wie z.B. Escherichia coli und verschiedene Pseudomonas und Salmonella
Spezies (Evans et al., 1999). Es existieren allerdings auch PMB-resistente
Gram-negative-Spezies, wie z.B. Proteus mirabilis und Sphingomonas
paucimobilis. PMB zeigt keine Wirkung gegen Gram-positive Bakterien und
auch nicht gegen Mykobakterien (Otten et al., 1975). Das Peptid besitzt eine
LPS-bindende und —neutralisierende Eigenschaft und wirkt damit einer Sepsis
(2.1.) entgegen (Baldwin et al., 1991; Jiang et al., 2004; Cirioni et al., 2006).
Dies konnte auch im Tiermodell gezeigt werden (Rifkind, 1967; Cirioni et al.,
2006) . Unglacklicherweise ist PMB aber auch zytotoxisch, was die
medizinische Verwendung stark einschrankt (Vinnicombe und Stamey, 1969;
Kunin und Bugg, 1971). Es wird hauptsachlich fir Oberflachenanwendungen
(Drabick et al., 1998), wie z.B. bei der Bekdmpfung bakterieller Infektionen im
Auge (Neosporin von Monarch Pharmaceuticals, Bristol, Grof3 Britannien) oder
als letztes Notfallmittel im Falle einer Sepsis verwendet.
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Abbildung 11: Struktur von PMB und seinem Derivat PMB-N, welches sich durch das
Fehlen einer Aminosdure und des Fettsdurerestes vom PMB
unterscheidet. Die  Strukturen der verwendeten Detergentien
Dodecyltriphenylphosphoniumbromid,
Dodecyltrimethylamoniumbromid und Natriumdodecylsulfat sind
ebenfalls abgebildet. Sie sind in 3.1. beschrieben.

Wie aus Abb. 11 ersichtlich, ist Polymyxin B ein Decapeptid (DAB — Thr — DAB
— DAB - DAB - D-Phe — Leu — DAB — DAB - Thr), wobei der C-Terminus von
Threonin (Thr) (10. Aminosaure) durch eine Amidbindung mit der Seitenkette
von der vierten Diaminobuttersdure (DAB) zu einem Ring verknupft ist.
Zusatzlich ist die N-terminale Diaminobuttersaure mit einer verzweigten
Fettsdure acyliert. Alle Aminosauren (AS) sind in der naturlich vorkommenden
L-Konfiguration, mit Ausnahme vom Phenylalanin (Phe). Durch die
nichtproteinogene Aminosaure Diaminobuttersaure ist das Peptid bei neutralem
pH-Wert funffach positiv geladen und damit bis auf einen hydrophoben Sektor,
bestehend aus Phenylalanin und Leucin (Leu), hydrophil.

In Verbindung mit der hydrophoben Fettsaurekette ist PMB deshalb amphiphil.
Diese Eigenschaft fuhrt zur Aggregatbildung ab einer Konzentration von ca. 10
mM (Gutsmann, 1997). Aus der chemischen Summenformel CssHgsN16013
ergibt sich eine molekulare Masse von ca. 1,3 kDa. Der maximale Durchmesser
des Molekduls betragt 1,23 nm (El Mashak und Tocanne, 1980).

Polymyxin B-Nonapeptid (PMBN) ist ein PMB-Derivat, bei welchem die acylierte
DAB-Aminosaure durch Ficin oder Papin enzymatisch abgespalten wurde
(Duwe et al., 1986). Damit besitzt PMBN eine Nettoladung von +4 und eine
molare Masse von 963 Da. Die antibakterielle Wirkung ist gegenuber PMB stark
reduziert, allerdings bindet es weiterhin LPS (Vaara und Vaara, 1983; Vaara,
1983). PMBN ist nicht zytotoxisch und kann die Wirkung anderer Antibiotika
durch synergistische Effekte erhdohen (Vaara, 1992).
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Kathelizidine

Kathelizidine sind Peptide mit einem konservierten N-Terminus, auch Cathelin
(Cystein Protease Inhibitor) genannt, und einem variablen antibakteriellen C-
Terminus. Sie unterstlitzen das Immunsystem in vielen Saugetieren und
wurden z.B. in den Neutrophilen des Menschen, von Rindern und Schweinen
gefunden [Ubersicht (Zanetti et al., 1995; Zanetti et al., 2000; Yang et al.,
2004)]. Sie werden als Prapropeptide synthetisiert. Die Pra-Sequenz besitzt
eine Signalfunktion, die Speicherung erfolgt in der Proform, aus der das aktive
Peptid proteolytisch freigesetzt wird. Erste Hinweise deuten auf eine
antibakterielle und Protease-inhibierende Funktion der Pro-Sequenz hin (Zaiou
et al., 2003).

Im Menschen befindet sich das Kathelizidin hCAP18, das human Cationic
Antimicrobial Peptide bestehend aus 140 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 18kDa, in Zellen des Immunsystems und an
Grenzflachen unseres Korpers zur Umwelt, wie z.B. der Haut oder der
Schleimhaut der Lunge.

hCAP18 und sein aktives Fragment LL-37

Als erstes Kathelizidin wurde in der Literatur CAP18 aus den Granulozyten des
Kaninchens beschrieben, das aufgrund seiner LPS-Bindefahigkeit entdeckt
wurde (Larrick et al., 1991). Uber DNA-Vergleich wurde bald beim Menschen
ein homologes Kathelizidin, das hCAP18, entdeckt (Larrick et al., 1995a) und
aus den myeloiden Knochenmarkzellen isoliert (Agerberth et al., 1995; Cowland
et al., 1995; Gudmundsson et al., 1996). Es ist bis heute das einzig entdeckte
Kathelizidin des Menschen. Beim hCAP18 wird das aktive C-terminale
Fragment hCAP 18404140 als LL-37 (Sequenz: LL GD FF RK SK EK IG KE FK RI
VQ RI KD FL RN LV PR TE S) bezeichnet, da es 37 AS lang ist und die ersten
beiden Aminosauren Leucin (L) sind. Das Fragment besitzt eine amphipatische
a-helikale Struktur und tragt eine Ladung von +6 ey bei physiologischem pH-
Wert (Sigurdardottir et al., 2006). LL-37 gehort zur Gruppe der linearen a-
helikalen Peptide (Brogden, 2005). Es wird vom Kathelizidin durch die
Proteinase-3 abgespalten (Gudmundsson et al., 1996; Sorensen et al., 2001).
Auf der Haut wird LL-37 weitestgehend durch Proteasen weiter sezerniert, so
dass kleinere Peptide wie z.B. RK-31 (Sequenz aus 31 AS beginnend mit RK),
KS-30, KR-20 (Murakami et al., 2004), KS-30, KS-27, KR-20 oder LL-23
(Yamasaki et al., 2006) entstehen. Fir eine genauere Beschreibung von LL-37
sei auf einen aktuellen und umfangreichen Ubersichtsartikel verwiesen (Diirr et
al., 2006).

Vorkommen

Mittlerweile wurde hCAP18 / LL-37 in den Granula der neutrophilen
Granulozyten, in  natlrlichen Killerzellen, T-Helferzellen, B-Zellen,
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Makrophagen, Alveolarmakrophagen (Agerberth et al., 1999; Agerberth et al.,
2000) und in Gelenkknorpel (Varoga et al., 2005) nachgewiesen.

AuBer in den genannten Zellen der angeborenen Immunabwehr befindet sich
hCAP18 / LL-37 auch in der Epidermis sowohl der Haut / Hoden (Frohm et al.,
1996; Frohm et al., 1997), als auch des Darms und der Lunge (Bals et al.,
1998), also an Grenzflachen des Korpers zur Umwelt. Der Hauptzelltyp der
Epidermis, die Keratinozyten, bildet als Teil der angeborenen Immunabwehr
eine physikalische Barriere (Ganz, 2002) gegen eindringende Pathogene.
Wahrend einer entzindlichen Reaktion setzten diese Zellen nicht nur
Mediatoren frei, die phagozitierende Leukozyten herbeiholen (Bals, 2000;
Zanetti, 2004), sondern exprimieren auch hCAP18 / LL-37. Die Expression kann
durch Entzindungsmediatoren, wie beispielsweise dem Interleukin-6, stimuliert
werden (Frohm et al., 1997). Auch bei einer Verletzung der Epithelzellen ist die
Produktion von hCAP18 / LL-37 erhoht (Dorschner et al., 2001). In
Wundflussigkeiten kann die Konzentration bis zu 5 pg / ml erreichen (Schaller-
Bals et al., 2002). Zusatzlich wird hCAP18 / LL-37 von weiteren Zellen der Haut,
wie den Neutrophilen (Turner et al., 1998), Mastzellen (Di Nardo et al., 2003)
und Schweilldrusen (Murakami et al., 2002), hergestellt. Die Bedeutung von
hCAP18 / LL-37 und anderen Peptide des Immunsystems flr die cutane
Abwehr gegen eindringende Bakterien (Nizet et al., 2001) wird bei einigen
Krankheitsbildern wie Psoriasis und atypischer Dermitis besonders deutlich
(Christophers und Henseler, 1987; Ong et al., 2002a; Leung, 2003). So haben
Patienten mit Psoriasis eine erhdohte Expression von hCAP18 / LL-37 und
anderen Peptiden und trotz der Defekte in der Hautbarriere eine geringe
Anfalligkeit gegen bakterielle Infekte (Henseler und Christophers, 1995; Frohm
et al.,, 1997; Harder et al., 1997; Harder et al., 2001; Nomura et al., 2003;
Schroder und Harder, 2006). Im Gegensatz dazu haben Patienten mit
atypischer Dermatitis ein vergleichsweise niedriges Niveau an hCAP18 / LL-37
und anderen Peptiden und sind infolgedessen anfallig fur Infektionen von
Bakterien und Viren (Ong et al., 2002b; Leung, 2003; Nomura et al., 2003;
Howell et al., 2004; Leung et al., 2004).

Damit unterstutzt hCAP18 / LL-37 die Haut und andere Grenzflachen
malgeblich bei der Abwehr von Infekten und kann somit als ein Teil des
angeborenen Immunsystems betrachtet werden (Zanetti, 2004).

Biologische Eigenschaften von LL-37

Neben den antibakteriellen und LPS-bindenden Eigenschaften besitzt hCAP18 /
LL-37 einen modulierenden Einfluss auf das Immunsystem. Auch Fragmente
von LL-37 besitzen zum Teil diese Eigenschaften.

Sowohl das synthetisch hergestellte C-terminale aktive Fragment vom
Kaninchen CAP18 (rCAP18), das rCAP18106.142, als auch sein Pendant vom
Menschen, das LL-37, besitzen eine breite antibakterielle Aktivitat gegen Gram-
negative und —positive Bakterienstamme (ICsp < 1 yM) (Larrick et al., 1993;
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Larrick et al., 1995b). Die antimikrobielle Aktivitdt von LL-37 ist vom pH-Wert
und Salzgehalt des Mediums abhangig (Bals et al., 1998; Johansson et al.,
1998). Des Weiteren wirkt LL-37 gegen Chlamydien (Donati et al., 2007), Viren
(Howell et al., 2004) und maRig gegen Mykobakterien (Martineau et al., 2007).
In Anwesenheit von anderen antibakteriellen Peptiden des Immunsystems wie
z.B. humanen p-Defensinen wird die antibakterielle Aktivitat von LL-37
gesteigert (Chen et al., 2005), wahrend Glycosaminglycan-reiche Flissigkeiten
diese senken (Baranska-Rybak et al., 2006). Auch die Wechselwirkung mit
klassischen, den Metabolismus attackierende Antibiotika kann die Wirkung von
LL-37 hemmen (Kristian et al., 2007).

Von den Peptiden rCAP184ps.142 und LL-37 wurden die letzten funf
Aminosauren weggenommen, die entstehenden Fragmente, rCAP18406.137 und
LL-32, hatten eine héhere antibakterielle Aktivitat (Larrick et al., 1993).

Antiinflammatorische Eigenschaften

rCAP18106.142, rCAP18406-137 und die entsprechenden Pendants des hCAP18,
LL-37 und LL-32, haben alle LPS-bindende Eigenschaften (Larrick et al., 1993;
Larrick et al., 1995a). LL-37 zeigte auch in Tiermodellen eine
antiinflammatorische Wirkung (Bals et al., 1999) und schutzte vor den Folgen
einer bakteriellen Sepsis (Cirioni et al., 2006).

Dies konnte auch auf genetischer Ebene gezeigt werden, da LL-37 die LPS-
induzierte Expression von Genen grofdteils unterdrickt (Mookherjee et al.,
2006b), dies Dbetrifft aber pro- und antiinflammatorische Rezeptoren
(Mookherjee et al., 2006a). Damit reguliert LL-37 die Immunantwort bei der
Aktivierung von Immunzellen durch LPS.

Immunmodulierende Wirkung von LL-37

Neben der Aktivierung von Abwehrzellen durch LPS werden durch das humane
Fragment LL-37 weitere Aktivitaten der zellularen Abwehr beeinflusst, die bei
der Immunreaktion infolge eines entzindlichen Prozesses beispielsweise in der
Haut von Bedeutung sind. Dazu gehoéren neben der Regulierung der
inflammatorischen Antwort auch die Chemotaxis fur neutrophile Monozyten
(Yang et al., 2000), Angiogenese, Zytotoxizitat gegen Wirtszellen und
Aktivierung, Wundheilung, Proliferation und Migration von Epithelzellen
(Heilborn et al., 2003; Shaykhiev et al., 2005) und die Induktion von Apoptose
(Ciornei et al., 2006). Fur tiefergehende Informationen wird auf ein
Ubersichtsartikel verwiesen (Niyonsaba et al., 2006).

Wirkmechanismus membranaktiver antibakterieller Peptide

Antibakterielle Substanzen stéren lebenswichtige Funktionen des Bakteriums
oder zerstoren essentielle Strukturen. Einige klassische Antibiotika wie

-35-



Kapitel 2

Penicillin greifen in die Synthese der Mureinschicht ein und unterbinden einen
Neuaufbau. Damit kann das Bakterium keine Zellteilung mehr durchfuhren,
bzw. verliert die mechanische Stabilitat der Zellhille und stirbt ab. Einige
resistente bakterielle Stdmme sind jedoch in der Lage, Enzyme zu
prozessieren, die die Struktur des Penicillins andern und es damit unwirksam
werden lassen. Auch existieren diverse Pumpsysteme, die eingedrungene
antibakterielle Substanzen wieder nach aulden pumpen.

Eine Klasse mit vollig anderem Wirkmechanismus sind die sogenannten
membranaktiven Peptide, zu der auch die beschriebenen kationischen
antibakteriellen Peptide PMB und LL-32 gehoren. Wahrend die klassischen
Antibiotika sich z.B. durch Porine den Zugang zum Wirkziel verschaffen,
attackiert diese Klasse von Substanzen direkt die Membran. Dabei erzeugen
sie Lécher in der Membran, machen also die Membran permeabel (diese
Locher werden im Folgenden als Lasionen bezeichnet). Dadurch kdnnen sie
sich mit Hilfe des sogenannten self-promoted uptake (Hancock, 1997) selbst
Zugang zu weiter innen liegenden Bereichen des Bakteriums verschaffen oder
toten das Bakterium direkt, denn ohne die Barrierefunktion der Membran ist das
Bakterium nicht lebensfahig, da z.B. der die Spannung uber einer Membran
erzeugende Salzgradient zusammenbricht. Da die Bindung von kationischen
Peptiden an die anionische LPS-Schicht auch durch elektrostatische
Wechselwirkung getrieben wird, ist zu vermuten, dass eine Netto-
Ladungsanderung des LPS diese Bindung beeinflusst. Damit ist ein Einfluss
von Ladungssubstitutionen im LPS auf die Lasionsbildung zu vermuten. Da die
Bindung an die Membranoberflache vermutlich auch durch die aus der
Membran herausragenden Glycostruktur von LPS beeinflusst wird, ist auch ein
Einfluss der Lasionsbildung von der Glycostruktur des LPS zu vermuten.

Im Falle Gram-negativer Bakterien ermoglicht der self-promoted uptake
(Abb. 12) den membranaktiven Wirkstoffen durch die aul’ere Membran zur
inneren Membran zu gelangen und diese ebenfalls zu permeieren. Ihre todliche
Wirkung entfalten sie durch Depolarisation der inneren Membran oder nach
einem weiteren self-promoted uptake durch Eingriff in intrazellulare Prozesse
(Matsuzaki, 1999).
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Abbildung 12: Prinzip des ,,self-promoted uptake®. 1) Die Peptide binden an die dulBere
Schicht der duleren Membran Gram-negativer Bakterien und 2) kreieren
eine Lésion. 3) Durch diese Lésion konnen die Peptide zur
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Zytoplasmamembran gelangen. 4) Durch eine erneute Lisionsbildung
konnen die Peptide zum Zellinneren gelangen.

Es existieren drei verbreitete Modelle zur Membranpermeabilisierung durch
membranaktive Peptide: das Barrel-Stave-, das Carpet-Modell und das
Torodial Pore-Modell (Brogden, 2005; Neville et al., 2006). Des Weiteren
existiert ein sogenanntes Detergens-Modell, ein ,Ausdinnungs“-Modell (Chen
et al.,, 2003) und ein Modell zur Bildung von nicht-lamellaren Phasen (Lohner
und Prenner, 1999).

Nach Literaturangaben kann die Wirkung von LL-37 und damit vermutlich auch
fur LL-32 entweder durch das Carpet- oder das Torodial Pore-Modell
beschrieben werden und die Wirkung von PMB mit dem Detergensmodell. Die
drei verbreiteten Modelle und das Detergensmodell werden im Folgenden
beschrieben.

Barrel-Stave-Modell

Bei dem sogenannten Barrel-Stave-Modell (dt.: Fassdauben-Modell) bauen sich
die Molekule des Wirkstoffes transmembran ein und durchspannen die gesamte
Membran. Diese Molekule lagern sich anschlieBend zu einem Verbund
mehrerer Moleklle zusammen, der im Inneren eine wassergefiilite Pore bildet
(Abb. 13).

Zuerst binden die als Monomere vorliegenden Molekule des Peptids an die
Lipidmembran und bewirken eine Aufkonzentration des Peptids an der
Oberflache der Membran. Anschlieend beginnen die Peptidmolekulle ab einem
kritischen Peptid-zu-Lipid-Verhaltnis zu oligomerisieren (Huang, 2000), wobei
die hydrophoben Flachen des Peptids mit den Acylketten-Bereich der Membran
interagieren. Die hydrophilen Bereiche sammeln sich derart an, dass eine Pore
gebildet wird, wobei die GrolRe durch Einbau von zusatzlichen Monomeren
vergroRert werden kann. Aufgrund von NMR-Untersuchungen wird dieses
Modell fur LL-37 verworfen (Henzler Wildman et al., 2003).

Torodial Pore-Modell

Sehr ahnlich wie das Barrel-Stave-Modell ist das sogenannte Torodial Pore-
Modell. Bei diesem Modell dringen die einzeln vorliegenden Peptide schon bei
geringen Konzentrationen in die Membran ein und biegen dabei die aullere
Monoschicht kontinuierlich um. Dabei entsteht durch das Zusammenspiel
mehrerer Peptide eine Lasion. Diese ist dabei nicht vollstandig von
transmembranen Peptiden ausgekleidet, sondern auch von den Lipiden der
Membran (Abb. 13). Dabei sind die polaren Seiten von den Peptiden mit den
polaren Kopfgruppen der Lipide assoziiert. Dieses Modell wird zum Teil auch fur
LL-37 vorgeschlagen (Brogden, 2005).
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Barrel-Stave Modell Toroidal Modell

Abbildung 13: Unterschied in der Lasionsbildung zwischen dem Barrel-Stave- und dem
Toroidal Pore-Modell. Wihrend beim Barrel-Stave-Modell die Lésion
vollstindig von den hydrophilen Bereichen des Peptids ausgekleidet ist
(links), wird die nach dem Toroidal Pore-Modell gebildete Lésion auch
von Lipiden der Membran gebildet (rechts). Die Ausrichtung der Lipide
bleibt beim Barrel-Stave- im Gegensatz zum Toroidal Pore-Modell
unverdndert. Die Zeichnung wurde (Yang et al., 2001) entnommen.

Carpet-Modell

Die Adsorption der Wirkstoffe an die Kopfgruppen der membranbildenden
Lipide erfolgt bei diesem Modell in paralleler Orientierung. Die Stérung der
Membranintegritat erfolgt entweder durch Mizellierung der Membran oder durch
Porenbildung. Dabei wird immer haufiger der Carpet-Mechanismus als ein
allgemeiner Wirkmechanismus angesehen (Shai, 2002).

Beim sogenannten Carpet-Modell (dt.: Teppich-Modell) bauen sich die Molekule
des Wirkstoffs zuerst nicht transmembran ein, sondern binden fast
ausschlieBlich auf der Oberflache der Membran (Abb. 14). Dabei storen sie die
Ausrichtung und Ordnung der Lipide und erzeugen damit mechanischen Stress
/ Spannung. Ab einer kritischen Konzentration ist der Stress grof3 genug, um die
Membran kollabieren zu lassen. Dabei schnrt sich die Lipiddoppelschicht bis
zur Verbindung beider Seiten ein. Ahnlich wie beim Toroidal Pore-Modell
entstehen dabei Lasionen, aber auch aus der Membran herausgeloste Mizellen.
An die Lasions- und Mizellenbildung kann sich der komplette Kollaps der
Membran anschlie3en (Yang et al., 2001).

Abbildung 14: Das Carpet-Modell. 1) Die Peptide binden an die Membran und 2)
bilden Lasionen oder 16sen Mizellen aus der Membran; 3) Vollstindiger
Kollaps der Membran. Verdndert nach (Shai und Oren, 2001).
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Far LL-37 ist das Carpet-Modell vorgeschlagen und weitestgehend akzeptiert
(Oren et al., 1999; Henzler Wildman et al., 2003; Henzler-Wildman et al., 2004).
NMR-Untersuchungen und Differential Scanning Calorimetry Untersuchungen
konnten zeigen, dass LL-37, wie im Modell vorgeschlagen, zuerst die Membran
bedeckt und erst dann die Membran schadigt (Henzler Wildman et al., 2003;
Henzler-Wildman et al., 2004). Da dies auch fur LL-32 und andere Fragmente
gezeigt werden konnte (Gutsmann et al.,, 2001b), wird davon ausgegangen,
dass der Wirkmechanismus sehr ahnlich oder gleich ist.

In Ubereinstimmung mit dem Modell konnte gezeigt werden, dass LL-37 die
Oberflachen sowohl von zwitterionischen als auch von negativ geladenen
Lipiden bedeckt, wobei aber die Oligomerisation von der Membrankomposition
abhangt (Durr et al., 2006). LL-37 bildet schon in Lésung Oligomere (Johansson
et al., 1998; Oren et al.,, 1999) und bindet so auch an die Kopfgruppen von
zwitterionischen Lipiden. Bei der Bindung an negativ geladene Lipide
monomerisiert es dagegen (Oren et al., 1999). Die Stérung der Membran wird
durch Induktion von positivem Krimmungs-Stress auf die Lipiddoppelschichten
erzeugt, was nicht-lamellare Phasen stabilisiert. Allerdings konnte nicht gezeigt
werden, dass es isotrope Phasen wie mizellare oder kubische Phasen erzeugt.
In weiteren Studien wurde der Einfluss von LL-37 auf den hydrophoben Bereich
der Lipiddoppelschicht untersucht (Henzler-Wildman et al., 2004). Sowohl bei
ionischen als auch bei zwitterionischen Membranen aus Phospholipiden wurde
deren Hauptphasenubergang durch den Einfluss des Peptids breiter und damit
weniger kooperativ. Aulerdem gibt es Hinweise, dass bei hohen Peptid-
Konzentrationen LL-37 nicht homogen verteilt ist, wie an ahnlichen Peptiden
gezeigt wurde (Lohner und Prenner, 1999). Der Einfluss von LL-37 auf die
Packungsdichte der Acylketten wurde ebenfalls untersucht, wobei gezeigt
werden konnte, dass LL-37 sowohl die Packung als auch die Kooperativitat der
Fettsdureketten stort. Dies konnte auch fur LL-32 gezeigt werden (FTIR-
Messungen, unveroéffentlichte Daten der Arbeitsgruppe Biophysik). Der Einbau
in die hydrophob-hydrophile Grenzschicht der Membran hangt von der exakten
Membrankomposition ab, wobei bei cholesterolhaltigen Membranen die Stérung
unterdrickt wird. Dieser Effekt von Cholesterol wurde auch fir andere
membranaktive Peptide beobachtet (Andra et al., 2004). Cholesterol ist in den
Membranen von z.B. Korperzellen enthalten, aber nicht in bakteriellen
Membranen. Da bei diesem Modell also die Bindung an die Membran und der
Einbau in diese entscheidend ist fir die Lasionsbildung, ist zu erwarten, dass
auch Anderungen in der Glycostruktur und in der Ladungssubstitution des LPS
eine Anderung des Binde- und Einbauverhalten von LL-32 bewirken. Damit
sollte dann auch die Lasionsbildung eines Peptids von der exakten LPS-
Struktur abhangig sein. Dies wurde in der Arbeit untersucht.
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Das fur die Wirkung von PMB vorgeschlagene Modell basiert auf dem
sogenannten Detergens-Mechanismus (Abb. 15) (Helenius und Simons, 1975;
Schroder et al., 1992), weil PMB mit der hydrophilen Ringstruktur und der
Fettsaure selbst eine Detergens-ahnliche Struktur besitzt. Sehr ahnliche
Modelle werden in der Literatur auch als Worm-hole- (dt.: Wurmloch-) Modelle
bezeichnet (Matsuzaki, 1999).

Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass PMB durch elektrostatische
Wechselwirkung an die Membran bindet und dort aufkonzentriert wird. Wird
eine kritische Konzentration uberschritten, bilden sich PMB-Mizellen. Aus
diesen baut sich PMB in die Membran ein und stort den lamellaren Aufbau, da
das Peptid eine andere Moleklulform (shape) besitzt. Ist der erzeugte
mechanische Stress grold genug, so entstehen in ahnlicher Weise zum Carpet-
Modell Lasionen.

Der vorgeschlagene Mechanismus wird in dieser Arbeit auf seine Gultigkeit bei
variierender LPS-Glycostruktur hin untersucht, indem der Einfluss der LPS-
Glycostruktur auf die Wirkung von PMB und Detergentien verglichen wird.
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Abbildung 15: Der Detergens-Mechanismus ist der in der Literatur vorgeschlagene
Wirkmechanismus von PMB. 1) Zuerst erfolgt eine Aufkonzentrierung
von PMB an der Membran 2) Ab einer bestimmten Konzentration bildet
PMB Mizellen und baut sich daraus in die Membran ein. 3) Durch den
dabei verursachten Stress werden Lisionen erzeugt. Sie ermdglichen den
Durchtritt weiterer Molekiile (self-promoted uptake). 4) Die Lidsionen
konnen sich durch Herauslésen von PMB aus der Lipidschicht oder
durch Verdiinnung aufgrund von lateraler Diffusion in der Membran
wieder schliefen.
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Material & Methoden

Im dritten Teil dieser Arbeit, Material und Methoden, werden die verwendeten
Materialien wie die Peptide (3.2.), deren Wechselwirkung mit Phospholipiden
(3.3.), Bakterien (3.4.) und deren Lipopolysacchariden (3.5.) und humanen
Zellen (3.6.) untersucht wird, vorgestellt. AnschlieRend werden die fur die
Charakterisierung der Peptide verwendeten biologischen Tests (3.7.) erlautert.
Mit einem biologischem Test wurde von den 18 LL-32 Fragmenten die
antibakterielle Aktivitat (3.7.1.), also ab welcher Peptidkonzentration die
Bakterien abgetotet oder am Wachstum gehemmt werden, gegeniber 12
Gram-negativen  Bakterienstammen bestimmt. AulRerdem wurde die
Zytotoxizitat (3.7.2.), also die Aktivitat gegen korpereigene Zellen der Peptide
gemessen. Die antiinflammatorischen Eigenschaften wurden mit einem
immunologischen Zytokinnachweis (3.7.3.) untersucht. Die Interaktion der
Peptide mit Bakterien, Zellen und LPS-Modellsystemen wurde mit
physikalischen Messungen des Zeta-Potentials (3.8.1.), der AggregatgrofRRe
(3.8.2.), der Reaktionswarme mittels Isothermer Titrationkalorimetrie (3.8.3.)
und optisch mithilfe eines konfokalen Mikroskops (3.8.4.), der
Durchflusszytometrie  (3.8.5.) und mit fluoreszenzspektroskopischen
Messungen (3.8.6.) untersucht. Zusatzlich wurde das hydrophobe Moment der
LL-32 Fragmente berechnet (3.8.7.).

Puffer und Reagenzien

Die zur Versuchsdurchfuhrung bendétigten Puffer und Reagenzien wie
Detergentien werden im Folgenden beschrieben. Die verwendeten Peptide,
Lipide und Bakterien werden spater ausfuhrlich dargestellt.

M-CSF: rekombinantes Human Macrophage Colony Stimulating Factor zur
Ausdifferenzierung von Mononuklearen Zellen zu Makrophagen (R&D Systems,
Minneapolis, USA).

Pen/Strep: enthalt 10.000 U/ml Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin (Biochrom
AG, Berlin).

Amphotericin-B: besitzt eine Konzentration von 250 upg/ml und wurde von
Biochrom AG, Berlin bezogen.

BSA: Bovine Serum Albumin, wurde als ,Albumin Fraktion V (aus
Rinderserum)” von Merck, Darmstadt gekauft.

FCS: Fotales Kalberserum (Fetal Calvin Serum) von der Firma Linaris
(Battingen/Main).
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Humanes AB-Serum: aus dem Blut gesunder Spender mit Blutgruppe AB
gewonnen. Die zellularen Bestandteile wurden durch Zentrifugation entfernt.

RPMI _1640: gebrauchsfertiges Kulturmedium, welches mit 2 mM Glutamin,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin versetzt wird. Es wurde von
Biochrom AG, Berlin bezogen.

LB-Medium: Das Luria-Bertani Nahrmedium nach Miller (Salzgehalt) wurde von
Merck KGaA (Darmstadt) als Bouillon bezogen. Es wurden 25 g LB pro 1|
Wasser verwendet. Vor der Verwendung wurde es 15 min lang bei 121°C
autoklaviert.

Thimerosal: bezogen von Merck, Darmstadt.

HEPES: Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure (Merck, Darmstadt) wurde als
Puffersubstanz fur einen pH-Wert um Sieben verwendet.

TRIS: Trishydroxymethylaminomethan wurde ebenfalls als Puffersubstanz fur
einen pH-Wert um Sieben benutzt (NeoLab, Heidelberg).

Braun-Wasser: das sterile und hochreine Wasser wurde von der Firma Braun,
Melsungen bezogen.

HBSS: Hanks™ buffered Salt Solution mit 8 mg/ml Phenol Rot ohne NaHCOs.
Wurde von Biochrom AG, Berlin als 10fach Konzentrat geliefert und vor
Benutzung mit Braun-Wasser verdunnt. Es enthalt dann 138 mM mg NacCl, 5,4
mM KCI, 0,34 mM NayHPO,, 0,44 mM KH2PO4, 0,81 mM MgSO4e7H20, 1,3
mM CaCl2, 5,6 mM Glucose und 28 uyM Phenolrot.

MEM: Minimal Essential Medium ist ein Pulver mit essentiellen und nicht-
essentiellen Aminosauren und wurde bezogen von Biochrom AG, Berlin.

MEM-Puffer: Der Puffers enthalt 9,7 g MEM, 20 mM HEPES und 8,8 mM
NaHCOs3;. Mit NaOH wurde pH = 7,3 eingestellt. Anschlielend wurde pro Liter
100 ml FCS, 2 ml Pen/Strep und 10 ml Amphotericin-B hinzugegeben. Der
Puffer wurde steril filtriert und bei 4° C gelagert.

D-MEM-Puffer: Mit einer Salzzusammensetzung von Dulbecco modifiziertes
MEM. Bezogen von Biochrom AG, Berlin.

PBS: Fur viele Versuche wurde Phosphate Buffered Saline nach Dulbecco
(Salzgehalt) verwendet. Es wurde als PBS-Dulbecco (1x) w/o Ca®", Mg*'
(Biochrom AG, Berlin) in flussiger Form bezogen. Der Puffer enthalt 153 mM
Na*, 4.2 mM K*, 139,9 mM CI', 8,1 mM HPO,* und 1,5 mM H,PO,. Er ist steril
und besitzt einen pH-Wert von 7,2.
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Natriumphosphat-Puffer: Fur die Bestimmung der LD90 wurde ein steriler Puffer
verwendet, der 10 mM Natriumphosphat enthielt und auf einen pH-Wert von 7,4
eingestellt wurde.

CsCI-Puffer: Fur die Messungen am Zeta-Sizer wurde eine steril filtrierte
Pufferlésung mit 10 mM TRIS, 2 mM CsClz2 bei pH = 7 verwendet.

Puffer fur ITC Messungen an LPS-Aggregaten: Fir die Isothermen
Titrationskalorimetrie-Messungen an LPS-Aggregaten wurde ein steriler und
entgaster Puffer mit 20 mM HEPES verwendet.

Ficoll: gebrauchsfertig mit einer Dichte von 1,077 g/cm® von Biochrom AG,
Berlin bezogen. Ficoll wird auch als Biocoll bezeichnet.

PFA: Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt).

NaCl, NaOH, CsCl,, NaHCOs; und NaOH wurde von Merck, Darmstadt
bezogen.

Detergentien
Als  Vergleichssubstanzen zur  Uberpriifung des  vorgeschlagenen

Detergensmechanismus fir PMB wurden vier Detergentien verwendet. Die
kationischen Substanzen Dodecyltriphenylphosphoniumbromid (DTPPB) und
Dodecyltrimethylamonniumbromid (DTMAB). Zusatzlich wurde auch das
anionische Natriumdodecylsulfat (SDS) verwendet. Die chemische Struktur der
drei Detergentien ist in Abb. 11 dargestellt. In Losung tragen alle eine
Nettoladung und sind in der Lage, Membranen zu solubilisieren. Fur DTPPB
und DTMAB konnte gezeigt werden, dass sie in LPS-haltigen
Modellmembranen Lasionen verursachen (Gutsmann, 1997).

DTPPB hat eine molare Masse von 511 Da, eine CAC (2.6.) von ca. 1mM in
einem Puffer mit 100 mM KCI und 5mM MgCl,. Die Substanz bildet in planaren
asymmetrischen LPS-Membranen Lasionen ab ca. 5 uyM.

DTMAB besitzt eine molare Masse von 308 Da, eine CAC von ca. 14 mM in
einem Puffer mit 100 mM KCI und 5mM MgCl,. Das Detergens bildet ab ca. 100
MM Lasionen in LPS-Membranen.

SDS besitzt eine molare Masse von 288 Da. Die CAC ist stark salzabhangig
und betragt in H»0 8,2 mM und in 500 mM NaCl-Lésung 0,52 mM (Helenius und
Simons, 1975). Die Lasionsbildungsfahigkeit ist unbekannt.

DTPPB und DTMAB wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland) in einer Bromid-Salzform gekauft. In wassriger Umgebung I6st
sich das Anion ab und das Detergens tragt eine Nettoladung.

SDS wurde von der Firma Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA) bezogen.
In Lésung trennt es sich in Na* und ein negativ geladenes Dodecylsulfat.
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Peptide

Polymyxin B

Das verwendete Polymyxin B und das Polymyxin B-Nonapeptid (PMBN) wurde
von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) als Sulfatsalz (Produkt-Nummer
P1004, MDL Nummer MFCD00131991, bzw. Produkt-Nummer P2076, MDL
Nummer MFCD00214217) bezogen. Polymyxin B liegt dabei als Mischung aus
PMB1 und PMB2 (Stoffmengenanteii von PMB, ~20% nach
massenspektroskopischer Analyse) vor. Fur die Experimente wurde PMB und
PMBN in Konzentrationen bis maximal 2 mM in 0,01-%iger Essigsaure gelost.

LL-32 und Fragmente

Das Peptid LL-32, welches aus den ersten 32 Aminosauren von LL-37 besteht,
besitzt ebenso wie PMB antibakterielle und antiinflammatorische Eigenschaften.
Es hat eine a-helikale Sekundarstruktur, eine Nettoladung von +7 bei pH = 7
und ein Molekulargewicht von 3921,7 Da. Die Seitenketten der Aminosauren
sind derart angeordnet, dass sich auf der einen Seite der Helix hydrophile, auf
der anderen Seite hydrophobe Aminosauren befinden. Damit besitzt das Peptid
ein ausgepragtes hydrophobes Moment und eine amphipatische Struktur. Die
Struktur des homologen rCAP 18406137 Peptids ist in Abb. 16 dargestellt.

Abbildung 16: NMR-Struktur des homologen rCAP18106-137 (Chen et al., 1995).

Zur Aufklarung der Wirkung und einer eventuellen Optimierung der Struktur
wurden diverse Fragmente von LL-32 hergestellt und untersucht. Sie wurden
ebenso wie LL-32 und die fluoreszenzmarkierten Peptide am
Forschungszentrum Borstel von R. Bartels (Arbeitsgruppe Strukturbiochemie)
mit amidierten C-Terminus synthetisiert und in aufgereinigter Form zur
Verfugung gestellt. Die Fragmente sind Analoga von LL-32, bei denen die
Aminosauresequenz gekirzt oder verandert wurde. Je nach Ort der Deletion
oder Substitution lassen sie sich in die in Tabelle (Tab.) 1 dargestellten
Gruppen einteilen. Die Peptide wurden nach den ersten beiden Aminosauren
(nach der 1-Buchstabennomenklatur) der Sequenz und ihrer Lange bezeichnet.
Bei interner Deletion wurden die Peptide nach den ersten beiden Buchstaben
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der Aminosauresequenz und der Lange der Sequenz bis zur Deletion benannt.
Der Buchstabe der beiden Aminosaurenbezeichnungen nach der Deletion
werden ebenso wie die Lange der folgenden Sequenz zusatzlich an den Namen
gehangt. Bei den Peptiden der Gruppe mit der internen Substitution gibt die
Bezeichnung die Haufigkeit der Substitution und die neue Aminosaure an. Die
angegebenen Ladungen beinhalten die Ladung vom amidierten C-Terminus.
Die verschiedenen Peptide wurden fir die einzelnen Versuche wie dort
beschrieben angesetzt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde LL-32 jeder
Gruppe vorangestellt.
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1. Basispeptide
Name Aminosédure-Sequenz La:i:cng ( Ans) :UI[I;:;
LL-37 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRIVQRIK DFLRN LVPRTES 7 37 14493
LL-32 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRIVQRIK DFLRN LV 7 32 [3922
rCAP18,,,,;, |GLRKRLRKFRNKIKE KLKKIGQKIQGLLPKLA 13 37 | 3801
2. N-terminale Deletion
LL-32 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRI VQRIK DFLRN LV 7 32 (3922
FF-28 F FRKSKEKIGK EFKRI VQRIK DFLRN LV 8 28 3523
SK-24 SK EKIGK EFKRIVQRIK DFLRN LV 6 24 12945
IG-20 IGK EFKRIVQRIK DFLRN LV 5 20 (2472
3. C-terminale Deletion
LL-32 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRIVQRIK DFLRN LV 7 32 |3922
LL-20 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRIVQ 5 20 | 2465
4. N- und C-terminale Deletion
LL-32 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRIVQRIK DFLRN LV 7 32 3922
GD-28 GDF FRKSK EKIGK EFKRI VQRIK DFLRN 7 28 3483
FF-24 F FRKSK EKIGK EFKRI VQRIK DFL 7 24 | 3041
RK-20 RKSK EKIGK EFKRIVQRIK D 7 20 | 2486
5. Interne Deletion
LL-32 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRI VQRIK DFLRN LV 7 32 3922
LL-15-KR15 |LLGDFFRKSKEKIGK KRIVQRIKDFLRNLV 8 30 [3645
LL-14-R114 LLGDF FRKSK EKIG RIVQRIK DFLRN LV 6 28 |3389
LL-12-VQ-12 |LLGDFFRKSKEK VQRIK DFLRN LV 5 24 (2950
LL-10-RI-10 LLGDF FRKSK RIK DFLRN LV 5 20 | 2465
6. Interne Substitution
LL-32 LLGDF FRKSK EKIGK EFKRIVQRIK DFLRN LV 7 32 3922
2A LLGDF FRKSK EKIGK AAKRIVQRIK DFLRN LV 8 32 | 3788
2G LLGDF FRKSK EKIGK GGKRIVQRIK DFLRN LV 8 32 3760
4A LLGDF FRKSK EKIGA AAARIVQRIK DFLRN LV 6 32 3673
4G LLGDF FRKSK EKIGG GGGRI VQRIK DFLRN LV 6 32 |3617

Tabellel: Einteilung der LL-32 Fragmente in Gruppen je nach Ort der Modifikation.
Angegeben sind die zu den 5 verschiedenen Gruppen gehdrige Peptide
mitsamt ihrer Aminosduresequenz, Ladung inkl. der Ladung am
amidierten N-Terminus, Aminosdurenanzahl (n(AS)) und molarer Masse
(MM). LL-32 ist als Bezug jeder Gruppe zugeordnet. Verdnderte
Aminosduren sind griin dargestellt, kationische rot und anionische blau.
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3.3. Phospholipide
Die verwendeten Phospholipide sind naturliche Isolate und wurden von den
Firmen Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) und Sigma (Deisenhofen,
Deutschland) bezogen. Sie sind in Tab. 2 angegeben.

Lipid "af':o"g Wolare Masse | Herkunft
Phosphatidylethanolamin (PE) 0 872 E. coli
Phosphatidylcholin (PC) 0 761 Ei
Phosphatidylserin (PS) -1 812 Gehirn
Phosphatidylglycerin (PG) -1 771 E. coli
R s B

Tabelle 2: Angegeben sind die verwendeten Phospholipide und ihre Abkiirzungen
ebenso wie die Ladung pro Molekiil und das relative Molekulargewicht.
Da die Fettsduren der natiirlichen Phospholipide variieren, ist dies ein
mittleres Gewicht. Die Herkunft der natiirlichen Isolate ist ebenfalls
angegeben.

Praparation
Die Phospholipide wurden fur die Messung des Zeta-Potentials als Vesikel in

wassriger Losung vorliegend verwendet. Dazu wurden sie als lyophilisiertes
Pulver eingewogen und mit der entsprechenden Menge des CsCl-Puffers (3.1.)
fur eine 1 mM Losung aufgefullt. Die Proben wurden intensiv geschuttelt und
anschlie3end folgendem Thermozyklus mit Ultraschallbehandlung unterzogen:

= 20 min bei 65° C im Ultraschallbad

= 20 min bei4° C

= 20 min bei 60° C im Ultraschallbad

= 20 minbei4° C

= 20 min bei 60° C

= 20 minbei4° C

= 20 min bei 60° C

= 20 min bei4° C

= Lagerung uber Nacht bei 4° C

Durch diese Behandlung wurden thermodynamisch instabilere Aggregate mit
uneinheitlicher = makroskopischer  Struktur  durch  den  mehrfachen
Phasenubergang und die mechanischen Krafte des Ultraschallbades
aufgebrochen. Damit wurde eine einheitliche Gestalt erzielt. Durch diese
Behandlung bilden sich kleine unilamellare Vesikel, sogenannte SUVs (Small
Unilamellar Vesicles). Vor Messbeginn wurde die 1 mM Stammlésung auf die
Konzentration von 0,01 mM mit CsCI-Puffer verdunnt.
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Bakterien
Fir die dargestellten Versuche wurden folgende Bakterienstamme verwendet:

= Escherichia coli WBB01

= Salmonella enterica serovar Minnesota R595, R4, R7, Rz, RS,
R345, R60 und T1-Mutante

= Proteus mirabilis R45

= Burkholderia cepacia ATCC 25416 und Ko2b-Mutante

Escherichia coli

Das Gram-negative Bakterium Escherichia coli (E. coli, 1919 entdeckt von
Theodor Escherich) gehort zur Familie der Enterobacteriaceae (griech. fir
Darm) und kommt im menschlichen und tierischen Darm als Kommensale vor.
Das stabchenformige Bakterium dient in der Forschung weltweit als
Modellorganismus und ist entsprechend gut untersucht.

E. coli ist im Allgemeinen fakultativ pathogen, d.h. nur krankheitsauslésend,
wenn es am falschen Ort/Organ ist. Wahrend innerhalb des Darms nur wenige
Stamme Krankheiten hervorrufen, konnen sie aufllerhalb Harnwegsinfekte,
Peritonitis oder bei Neugeborenen Meningitis hervorrufen.

Der verwendete E. coli Stamm WBBO01 ist eine Tiefraumutante und im
Allgemeinen sehr leicht durch Antibiotika abzutéten. Er wurde als Bezugsstamm
zum Vergleich mit Literaturdaten verwendet und zur Bestimmung des
Einflusses von Substitutionen im Lipid A Teil des LPS. Der Stamm produziert
LPS ohne Substitutionen am Lipid A und ist in Tab. 3 in der ,Substitutions-
Reihe“ und in Abb. 6 dargestellt.

Salmonella enterica serovar Minnesota

Die verwendeten Stamme von Salmonella enterica serovar Minnesota (S.
minnesota) gehoren ebenso wie E. coli zur Familie der Enterobacteriaceae.
Nach alteren Einteilungen existieren zahlreiche Spezies von den Salmonellen,
wobei die meisten jedoch der Gruppe S. enterica ssp. enterica angehdren.
Nach einer neuen molekularbiologisch gestutzten Einteilung existieren nur noch
zwei verschiedene Spezies (Tindall et al., 2005). Die mit ca. 2 ym kurzen
stabchenformigen Bakterien sind im Allgemeinen opportunistische Pathogene,
also Erreger, die auch bei Gesunden haufig vorkommen und nicht
notwendigerweise Krankheiten verursachen. Bei Eintritt in die Blutbahn oder bei
immunsupprimierten Menschen konnen sie allerdings Wundinfektionen, Sepsis
oder Pneumonie verursachen. Viele Stamme rufen auch Durchfallerkrankungen
hervor (in Deutschland ca. 55.000 Erkrankte im Jahr 2005 (Wikipedia), in den
USA mehr als 500 Tote pro Jahr (Mead et al., 1999). Ein Grofteil der
Infektionen ist auf Tier-zu-Mensch Ubertragung durch den Verzehr von
tierischen Erzeugnissen zurtickzufuhren (Holmberg et al., 1984).
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Mit den S. minnesota-Stammen standen Bakterien zur Verfligung, deren LPS
sich hauptsachlich in der Glycostruktur unterscheidet. Sie wurden verwendet,
um den Einfluss dieser Struktur auf die Wechselwirkung mit Peptiden zu
charakterisieren und sind zur  ,Glycostruktur-Gruppe“ (Tab. 3)
zusammengefasst. In Abb. 5 sind sie schematisch dargestellt. Der
Tiefraumutantenstamm R595 und sein LPS wurden zusatzlich zur
Untersuchung des Einfluss von Substitutionen am Lipid A verwendet, da er nur
einen sehr geringen Anteil an Substitutionen aufweist. Er ist, wie in Tab. 3
ersichtlich, auch in der ,Substitutions-Reihe” eingeordnet. Eine Variante vom
Stamm R595, die R595 280 puM T1-Mutante, besitzt ein Tiefrau-LPS mit einer
deutlich erhdhten Anzahl an Substitutionen am Lipid A. Das LPS wird als T1-
LPS bezeichnet und ist in Tab. 3 in der ,Substitutions-Reihe“ eingeordnet. Die
modglichen Positionen der Substituenten von den Tiefrau-LPS sind in Abb. 6
dargestellt.

Proteus mirabilis

Der verwendete Stamm Proteus mirabilis (P. mira.) R45 gehdrt zur Gattung
Proteus in der Familie Enterobacteriaceae. Die Gram-negativen
stabchenférmigen Bakterien sind fakultativ anaerob, nicht sporenbildend und
stark begeil3elt. Die in ihrem Erscheinungsbild sehr wandelbaren Bakterien
(benannt nach dem griech. Hilfsgott Proteus, der ein sehr unterschiedliches
Erscheinungsbild hat) sind opportunistische  Krankheitserreger, die
naturlicherweise im Darm vorkommen. (Walker et al., 1999). Bei
immungeschwachten Personen konnen Harnwegsinfekte, Pneumonie,
Wundinfektionen und letztlich Sepsis ausgeldst werden (Warren et al., 1982).
Die klinische Bedeutung dieses Erregers ist gering. Allerdings sind einige
Stamme resistent gegen (-Lactam-Antibiotika wie z.B. Penicilline oder
Cephalosporine.

Der verwendete Tiefraumutantenstamm R45 besitzt LPS mit Substitutionen am
Lipid A (Abb. 6) und wird deshalb in der ,Substitutions-Reihe“ (Tab. 3)
verwendet. Das Bakterium ist resistent gegen einige Antibiotika, insbesondere
auch gegen PBM, was es zu einem guten Testobjekt dafur macht, ob ein neues
Peptid auch gegen Stamme wirksam ist, die Resistenzen gegen herkdmmliche
Antibiotika zeigen.

Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia (B. cepacia, 1950 von W.H. Burkholder entdeckt, fruher
als Pseudomonas cepacia bezeichnet) ist ein Komplex, also eine Gruppe eng
verwandter Spezies, der Gattung Burkholderia (Coenye und Vandamme, 2003)
und gehort zu den virtuellen-ubiquitéaren, aeroben stabchenformigen Gram-
negativen Bakterien (Yabuuchi et al., 1992). B. cepacia ist pathogen fur
immundefiziente Menschen und kann diverse Infekte auslésen (Goldmann und
Klinger, 1986). Bei Patienten mit cystischer Fibrose kann eine pulmonale
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Infektion ausgelost werden, die zum Teil zum fatalen, nicht therapierbaren
~,Cepacia Syndrom® fuhren kann (Govan und Nelson, 1992; Jones et al., 2001).
Erschwerend fur eine Behandlung ist, dass B. cepacia eine naturliche Resistenz
gegen viele gelaufige Antibiotika wie Aminoglycoside und auch PMB besitzt
(McGowan, Jr., 2006). Teilweise sind auch Resistenzen gegen Penicillin
verbreitet (Prince, 1986). Die Resistenzen gegen membranaktive Peptide wie
PMB sind auf Substitutionen am Lipid A des LPS zurickzuflihren (Cox und
Wilkinson, 1991; Shimomura et al., 2003).

Der verwendete Tiefraustamm Ko2b wurde durch Inaktivierung des waaC-Gen
durch Insertion einer Kanamycinresistenz-Kassette aus dem B. cepacia Stamm
ATCC 25416 kreiert (Gronow et al.,, 2003). Sein LPS besitzt von allen
verwendeten LPS die meisten Substitutionen am Ko und einem hohen Anteil an
Substituenten am Lipid A (Abb. 6). Es ist in Tab. 3 in der Substitutions-Reihe
dargestellt. Da B. cepacia die am starksten ausgepragte Resistenz gegen
membranaktive Peptide von allen verwendeten Bakterien hat, ist es ein gutes
Modell dafiir, ob neue Peptide auch in der Lage sind, sehr stark ausgepragte
Resistenzmechanismen zu Uberwinden.

In Tab. 3 sind die verwendeten Stamme mit Daten zu ihrem LPS angegeben.
Sie wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Die Bakterienstamme der Glycostruktur-
Gruppe unterscheiden sich in der Glycostruktur vom LPS, haben aber einen
vergleichbaren Membrananker. Sie eignen sich deshalb, um den Einfluss der
Glycostruktur zu untersuchen. Die Ladungssubstitutionsgruppe umfasst drei
Bakterienstamme, deren LPS eine unterschiedliche Anzahl an substituierten
Gruppen im Lipid A besitzt. Sie wurden verwendet, um den Einfluss dieser
Substituenten zu untersuchen.

Die Bakterienstamme wurden vom Forschungszentrum Borstel zur Verfigung
gestellt, der B. cepacia Stamm und die S. minnesota R595 puM-Mutante T1 von
Dr. S. Gronow (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig).

Die Bakterienkonzentrationen wurden Uber eine Vergleichsgerade ermittelt. Fur
diese wurde per Neubauer-Zahlkammer die Bakterienanzahl nach
unterschiedlichen Wachstumszeiten ermittelt und die optische Dichte (2.9.) an
einem Spektrometer gemessen. Die optische Dichte wurde durch eine optische
Extinktionsmessung bei einer Wellenlange von 620 nm bestimmt. Nach
mehrfacher Wiederholung konnte so eine Vergleichsgerade zwischen
Bakterienkonzentration und optischer Dichte gewonnen werden. Zusatzlich
konnten die Generationszeiten der Bakterienstamme ermittelt werden.

Fir die Versuche wurden die Stamme einzeln aus einer tiefgefrorenen
Stammsammlung auf Kryokugelchen (Mast Diagnostica, Reinfeld) in 4 ml LB-
Medium nach Miller als Vorkultur Uber Nacht angezogen. Aus der Vorkultur
wurde durch geeignete Verdinnung in LB-Medium nach Miller und nach
geeigneter neuer Wachstumszeit die Kultur fur die Messung gewonnen. Fur die
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Messungen zur Bestimmung der MHK (3.7.1.) wurden diese Kulturen auf eine
Bakterienkonzentration von 1x10° / ml mit LB-Medium verdiinnt.

Fir die Messungen der Bindung der Peptide an Bakterien mit Hilfe
durchflusszytometrischer Verfahren (3.8.5.), fur die Messungen mit dem Zeta-
Sizer (3.8.1.) und fur die Isothermen Titrationskalorimetrie-Messungen (3.8.3.)
wurden die Bakterien nach geeigneter Wachstumsphase mehrmals mit PBS
durch Zentrifugation und Dekantieren gewaschen und auf die gewlnschte
Konzentration verdinnt. Die genauen Bedingungen sind in den jeweiligen
Kapiteln beschrieben.

Lipopolysaccharide

Von den verwendeten Bakterienstdmmen wurde deren LPS nach der Phenol-
Chloroform-Petrolether Methode (Galanos et al., 1969) extrahiert und stand fur
diese Arbeit zur Verfigung. Sie wurden in der Triethylammonium-Salzform
verwendet. Die LPS werden nach ihrem Kkorrespondierenden Stamm
bezeichnet. Eine Ubersicht ber die LPS und ihrer strukturellen Parameter ist in
Tab. 3 gezeigt. Darin sind die LPS in zwei Gruppen eingeteilt, je nachdem ob
sie  zur Ermittlung des Einflusses der Glycostruktur oder der
Ladungssubstitution dienten.

Die verwendeten LPS wurden sowohl fir die Messung der TNF-a Inhibierung,
des Zeta-Potentials, den Isothermen Titrationskalorimetrie-Messungen, der
Bestimmung der Aggregatgrof3en mit dem Zeta-Sizer als auch fur den FRET-
Assay als Aggregate in wassriger Losung vorliegend verwendet. Sie wurden
genauso wie die Phospholipide angesetzt und einem Thermozyklus unterzogen
(3.3.). Eine Ausnahme stellt das LPS von B.cepacia dar, das nur in
chloroformischer Lésung vorlag. Das Lésungsmittel wurde zuerst unter einem
Stickstoffstrom abgedampft, bevor die entsprechende Menge an Puffer
dazugegeben wurde. Bei den verwendeten LPS stellt sich jedoch, im
Gegensatz zu den Phospholipiden, eine nicht so einheitliche Groéfle und
Struktur ein und die genaue Uberstruktur ist weitestgehend unbekannt. Deshalb
wird nicht von Vesikeln, sondern von Aggregaten gesprochen. Aufgrund
thermodynamischer Gesichtspunkte kann aber davon ausgegangen werden,
dass sie alle eine Struktur mit geschlossener aufierer LPS-Schicht ausbilden.
Die Stammldsungen mit 1 mM oder 500 yM wurden kurz vor den Messungen
mit entsprechendem Puffer auf die jeweiligen Endkonzentrationen verdinnt.
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Glycostruktur-Gruppe Kernoligosaccharid
MM | Ladung | Anzahlder | Ladung
LPS Stamm / Da le, Saccharide le,
Sal lla enteri
R595-LPS | ciovar MinnesotaRsos | 2186 | -36 2 2,0
Salmonella enterica
R4-LPS serovar Minnesota R4 2430 -4,0 3 -2,0
Sal lla enteri
R7-LPS serovar Minnasota R 2622 | 41 4 2,1
Sal lla enteri
Rz-LPS s:rg/oa,:?\/lfnﬁgs%qgaRz 2824 -5,3 4 -3,3
Salmonella enterica
R5-LPS serovar Minnesota R5 2784 -4,1 5,25 -2,1
Sal lla enteri
R345-LPS | ciovarMinnesotaRads | 3504 | 48 8 28
Sal lla enteri
RB0-LPS | ciovar Minnesota R60 3826 | 60 9 4.0
Substitutions-Gruppe Substitutionsanzahl
MM Ladung - am KdO
LPS Stamm / Da e, am Lipid A /KO
WBBO01-LPS | Eschericia coli WBBO1 2238 -4,0 0 0
Salmonella enterica
R595-LPS serovar Minnesota R595 2186 _3’6 0’4 0
R45-LPS Proteus mirabilis R45 2369 -3,0 0,5 0,5
Sal lla enteri
T1-LPS s:rgz/oeﬁ?\/lfnﬁgs%qgapuMZSOT1 2461 2,3 1.7 0
Ko2b-LPS Burkholderia cepacia KO2b 2513 -1,9 1,6 0,5
Tabelle 3: Die verwendeten LPS und ihre korrespondierenden bakteriellen Stamme

sind mit ihren strukturellen Daten angegeben. Die angegebenen Werte
fiir die Ladungen und Anzahl von Sacchariden und Substitutionen sind
Durchschnittswerte, die durch massenspektrometrische Untersuchungen
ermittelt wurden. Die angegebenen molaren Massen (MM) entsprechen
den durchschnittlichen MM des jeweiligen Hexaacyl-LPS.

FUr die spektroskopischen Messungen zum FRET-Fusionsassay wurden die
LPS-Aggregate mit fluoreszensmarkierten Phospholipiden versetzt. Dafur
wurden N-(7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)-PE (NBD-PE, Molecular Probes
(Eugene, OR, USA)) und N-(Rhodamin B sulfonyl)-PE (Rh-PE, Molecular
Probes (Eugene, OR, USA)) einzeln in chloroformischer Phase mit LPS in
einem molaren Verhaltnis [LPS]:[NBD-PE] = 100:1 , bzw. [LPS]:[Rh-PE] = 100:1
gemischt und nach Abdampfen des Chloroforms unter einem Stickstoffstrom als
Aggregat wie oben beschrieben prapariert. Die 1 mM Stammlésung wurde vor
dem Versuch auf eine Konzentration 0,01 mM mit PBS verdiinnt und die beiden
einzeln markierten LPS-Aggregate zusammengegeben. Damit lag insgesamt
eine LPS-Konzentration von 0,01 mM vor, wobei die eine Halfte der Aggregate
Rh-PE enthielten, die andere Halfte NBD-PE.
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Aus mikroskopischen Untersuchungen ist bekannt, dass die Bakterien ungefahr
eine Gesamtlange von 2 um und eine Hohe von 1 pm besitzen.

Zur Abschatzung, wie viele LPS Molekule ein Gram-negatives Bakterium
besitzt, wird das stabchenférmige Bakterium durch einen Zylindermantel der
Hohe h mit zwei Halbkugeln mit dem Radius r an den Enden genahert. Damit
ergibt sich folgende Oberflache A des Bakteriums:

(F11) A=27-r-h+4rx-r

Damit ergibt sich: r =500 nm und h = 2r. Damit ist die Oberflache A = 6,3x10°
nm?. Mit den Annahmen, dass die Oberflaiche zu ca. 75% mit LPS besetzt ist
und ein LPS-Molekiil einen ungefihren Platzbedarf von 1,2 nm? (Hagge et al.,
2008) besitzt, ergibt sich, dass sich ca. 4x10° LPS Molekiile auf der Oberflache
eines Gram-negativen Bakteriums befinden. In der Literatur ist dieser Wert mit
3,5x10° angegeben (Rietschel et al., 1994). Diese Abschitzung dient im
Folgenden der Berechnung molarer Verhaltnisse von Peptid zu LPS bei
Versuchen mit Bakterien.

Humane Zellen und Zelllinien

Isolation von mononuklearen Zellen und Differenzierung zu Makrophagen

Zur Gewinnung von mononuklearen Zellen (Mononuclear Cells, MNC) wurde
mit dem peripheren Vollblut gesunder Spender (vom Forschungszentrum
Borstel) eine diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt.
Frisches heparinisiertes Blut (20 IE/ml) wurde mit HBSS im Verhaltnis 1:2
verdunnt, je 38 ml wurden davon Uber 9 ml Ficoll geschichtet und 30 min lang
bei ca. 400 g und 4° C zentrifugiert. Die sich in der Interphase befindlichen
MNC wurden geerntet. Die Zellen wurden dreimal gewaschen (zweimal mit
HBSS, einmal mit RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin, jeweils 10 min bei 300 g und 4° C) und anschlie3end
wieder in RPMI 1640 (mit 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/mli
Streptomycin) uberfuhrt. Die Zellzahl sowie die Viabilitat wurde durch Zahlung
unter einem Mikroskop (ID 02, Zeiss, Jena) nach einer Trypanblau-Farbung
(0,4% in 0,75% NaCl-Losung; Merck, Darmstadt) bestimmt. Der prozentuale
Anteil an gefarbten und damit nicht-viablen Zellen wurde bestimmt und lag
ublicherweise zwischen 1% und 3%. Durch geeignete Verdunnung wurde die
MNC-Konzentration auf 5x10° / ml eingestellt.

Die fur einige Versuche bendtigten Makrophagen wurden aus frisch isolierten
MNC ausdifferenziert. Dazu wurden die wie oben beschrieben aufgereinigten
MNC 7 Tage lang in RPMI 1640 mit 4% humanem AB-Serum (2 mM Glutamin,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin, 4% humanes AB-Serum) in
Gegenwart von 2 ng/ml M-CSF (3.1.; R&D Systems, Minneapolis, USA) bis zur
vollstandigen Reifung zu Makrophagen in Teflonbeuteln kultiviert. Wie die MNC
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wurden die Makrophagen dreimal in serumfreien Medium gewaschen.
AnschlieRend wurde die Zellzahl auf 0,5x10° / ml eingestellt.

Erythrozyten

Diese primaren Zellen stammen ebenso wie die MNC aus dem peripheren
Vollblut gesunder Spender und konnten gleichzeitig mit diesen gewonnen
werden. Nach der diskontinuierlichen Dichtegradientenzentrifugation befinden
sich die Erythrozyten im Bodensatz und wurden von dort enthommen.
AnschlieRend wurden sie dreimal mit PBS gewaschen und die optische Dichte
bei 412 nm auf 1,4 durch Verdinnen mit PBS eingestellt. Dies entspricht einer
Konzentration von 5x102 Zellen pro ml.

HaCaT- und HTB-43-Zellen

Da die Bindung und damit die Wirkung vom kationischen LL-32 vermutlich
ladungsabhangig ist und Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen einen
erhohten Anteil an negativen Lipiden in der Zellmembran aufweisen (Schroder-
Borm et al., 2005), wurde auch der Fragestellung nachgegangen, ob LL-32 eine
tumorspezifische Wirkung besitzt.

Dafur wurden zwei Zelllinien verwendet, die HaCaT (Human adult low Calcium
high Temperature Ceratinocytes) als Modellzelllinie fir normale Keratinozyten
(Hautzellen), die HTB-43 als Modellzelllinie fur ein schuppiges Kopf- und
Halskarzinom (Human squamous head and neck carcinoma). Um die
Bindungsstarke und Wirkungsweise zu bestimmen, wurden an diesen beiden
Zelllinien nach Inkubation mit fluoreszenzmarkiertem LL-32 und LL-20 sowohl
durchflusszytometrische Messungen als auch konfokale Mikroskopaufnahmen
angefertigt. AuRerdem wurde mit einem Apoptose Detection Kit (TACS Annexin
V-FITC Apoptosis Detection Kit TA4638, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
der Fragestellung nachgegangen, ob LL-32 Apoptose (der sogenannte
programmierte Zelltod) oder Nekrose verursacht.

Die HaCaT Zelllinie wurde als Modellzelle fir die Wirkung auf Keratinozyten
benutzt. Sie besitzt eine Differenzierungskapazitat, = biochemische
Zusammensetzung und Leistungsfahigkeit wie native Keratinozyten. Durch eine
p54 Mutation ist diese Zellllinie immortalisiert, wodurch sie sich als Kulturzelle
eignet. Sie ist nicht tumorbildend im Gegensatz zur HTB-43-Zelllinie. Diese
ursprunglich von einem 56jahrigen Kaukasier aus der Peripherie eines
schuppigen Kopf- und Halskarzinomes entnommenen Zellen lassen in Mausen
ein Epithelzellkarzinom entstehen. Deshalb wurde diese Zelllinie als
Tumormodell verwendet. Beide Zellsorten sind konfluent adhasiv (Informationen
von ATCC, www.atcc.org).

Sie wurden von PD Dr. J. Meyer (Universitatsklinikum Schleswig-Holstein,
Campus Lubeck) im Rahmen einer Kooperation zur Verfugung gestellt. Die
Zellen wurden den ATCC-Richtlinien entsprechend in MEM-Puffer mit 10% BSA
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kultiviert. Fur die durchflusszytometrischen Messungen wurden sie durch
enzymatischen Verdau mit 500 ul Trypsin / EDTA (0,05% W/ 0,02% V in PBS;
Biochrom AG, Berlin) suspensiert. Die Aufnahmen am konfokalen Mikroskop
dagegen wurden im adharenten Zustand durchgeflnhrt.

Charakterisierung der biologischen Aktivitaten der Peptide

Bestimmung der antibakteriellen Aktivitat von Peptiden

Die Fahigkeit eines Wirkstoffes, Bakterien am Wachstum zu hindern
(bakteriostatisch) oder abzutdten (bakteriozid) wird hier als ,antibakterielle
Aktivitat® bezeichnet. Diese Aktivitat ist spezifisch fur den jeweiligen
Bakterienstamm und hangt weiterhin in starkem Male von den &ul3eren
Bedingungen wie Salz- und Nahrstoffgehalt des Mediums, Temperatur, usw.
ab.

Bestimmung der minimalen Hemm-Konzentration

Ein Mal} fur die antibakterielle Aktivitat eines Peptids auf einen Bakterienstamm
ist die sogenannte ,Minimale Hemm-Konzentration“ (MHK). Sie ist definiert als
die niedrigste Konzentration eines Wirkstoffs, die eine Bakterienpopulation am
Wachstum hemmt. Je nach Betrachtung stellt sie damit sowohl ein Mal} fur die
Aktivitat des Peptids als auch flr die Sensitivitat eines Bakterienstammes dar.
Experimentell wird die MHK bestimmt, indem eine Verdlinnungsreihe mit
variierender  Wirkstoffkonzentration auf Bakterien gegeben und die
Konzentration ermittelt wird, bei der kein Wachstum mehr stattfindet.

Um Messdaten zur Charakterisierung der biologischen Aktivitat der LL-32
Fragmente und der Detergentien in Abhangigkeit der Glycostruktur und der
Ladungssubstitution des LPS zu erhalten, wurde die MHK der Fragmente
sowohl gegen die Bakterien der Glycostruktur-Gruppe als auch der
Substitutions-Gruppe  (Tab. 3) mit Hilfe eines so genannten
Mikrosuszeptibilitatstest bestimmt.

Auf einer Platte mit 96 kleinen Testkammern, einer sogenannten 96-Well Platte
(PS-Microplate, F-Form, Greiner bio-one, (Kremsmiinster, Osterreich)) wurden
in jede verwendete Kammer 90 yl 20 mM HEPES-Puffer sowie 10 pl einer
Bakteriensuspension mit einer Konzentration von 1x10° / ml in LB-Medium
gegeben. Des Weiteren wurde eine Positiv- und Negativ-Kontrolle, d.h. eine
Kammer ohne Peptid und eine Kammer ohne Bakterien, angelegt, um
Kontrollwerte fur 100% und fur 0% Wachstum zu erhalten. Zu den Stadmmen
wurden die Peptide in einer seriellen 1 : 2 Verdunnungsreihe titriert. Die Platten
wurden Uber Nacht verschlossen im Brutschrank bei 37° C gelagert. Am
nachsten Tag wurde bei einer Wellenlange von 620 nm die optische Dichte
durch eine Extinktionsmessung an einem Photometer der Firma Tecan
Rainbow (Salzburg, Osterreich), bestimmt. Die niedrigste
Wirkstoffkonzentration, die das Wachstum der Bakterien inhibiert, wurde als
MHK bezeichnet.
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Bestimmung der letalen Dosis

Ein weiteres Mal} der biologischen Aktivitat ist die Dosis eines Wirkstoffes, bei
dem 90% der Bakterien abgetdtet werden, die sogenannte LD90. Von der
Arbeitsgruppe von Dr. R. Podschun am Institut fur Infektionsmedizin der
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel wurden im Rahmen einer Kooperation
dieser LD90-Wert von den LL-32 Fragmenten gegen verschiedene
Bakterienstamme ermittelt und zur Auswertung und Verwertung zur Verfigung
gestellt.

Zur Ermittlung dieses Wertes wurde ebenfalls mit einer seriellen 1 : 2
Verdiinnung des Wirkstoffes gegen 10* bis 10° Bakterien in
Natriumphosphatpuffer-Puffer (10mM Natriumphosphat, pH = 7,4) gearbeitet.
Aulerdem wurden Kontrollen ohne Wirkstoff durchgefihrt, um ein Mal} flr
unbeeintrachtiges Bakterienwachstum zu erhalten. Nach einer Wirkzeit von 2
Stunden bei 37 °C wurde die Anzahl an kolonieformenden und damit lebenden
Bakterien der einzelnen Verdinnungsstufen des Peptids durch ausplattieren
nach dem Koch'schem Plattenguldverfahren auf Brain-Heart-Infusion-Agar
ermittelt.

Zusatzlich wurde die Abhangigkeit der antibakteriellen Aktivitat von LL-32 von
dem Salzgehalt des Mediums ermittelt. Aus Platzgriinden sind die zugehérigen
Ergebnisse im Anhang prasentiert.

Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat

Die Fahigkeit von Peptiden Erythrozyten zu lysieren, wird in dieser Arbeit als
zytoxozische Aktivitat bezeichnet. Diese Aktivitat der LL-32 Fragmente, wurde
fur verschiedene Peptid-Konzentrationen mit Hilfe eines Hamolysetest
bestimmt. Dabei wurde als Bezugswert flir 0%-Lyse die optische Dichte von
Erythrozyten in PBS und fur 100%-Lyse die optische Dichte von Erythrozten in
destilliertem Wasser verwendet.

Die Erythrozyten (3.6.2.) wurden dreimal mit PBS gewaschen und in 5 ml PBS
aufgenommen. Durch Verdlinnung mit PBS wurde die optische Dichte bei 412
nm auf 1,4 eingestellt, was einer Konzentration von 5x10° Zellen pro ml
entspricht. Anschlielend wurden pro verwendetem Peptid eine Spalte mit 8-
Kammern einer Rundbodenplatte mit 96 Kammern (Nunclon Surface 163320,
NUNC, Roskilde, Danemark) mit 80 pul einer seriellen 1: 6 Verdunnung des
Peptids versehen. Die Startkonzentration lag bei 100 yM, die niedrigste bei 0,03
MM. Fur die 8 positiv- und negativ-Kontrollen wurden je 80 pl PBS bzw.
entsalztes Wasser verwendet. Durch den osmotischen Druckunterschied vom
zytoplasmatischen Raum und dem entsalzten Wasser lysieren die Erythrozyten
vollstandig. In dem Nahrmedium PBS dagegen nicht. Zu jeder Kammer wurden
anschliefend 20 yl der Erythrozyten-Suspension gegeben. Die Platten wurden
30 min bei 37° C auf dem Schuttler bei 160 U/min inkubiert und danach die
Reaktion durch schnelles Abkuhlen auf Eis gestoppt. Die Platten wurden 10 min
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bei 500 g zentrifugiert und die zellfreien Uberstdnde in neue Platten Uberfiihrt.
Dort wurden sie 1:10 mit PBS verdunnt und ihre optische Dichte im Elisareader
(Rainbow, Tecan, Crailsheim) bei 405 nm gemessen. Durch Bezug auf die 0%-
und 100%-Lyse Werte kann der Anteil an lysierten Zellen bestimmt werden, da
lysierte und nicht-lysierte Zellen ein unterschiedliches Absorptionsverhalten
besitzen.

Bestimmung der antiinflammatorischen Aktivitat

Die Fahigkeit von Peptiden, die LPS-induzierte Produktion und Sektretion des
pro-inflammatorischen Zytokines TNF-o. durch humane mononukleare Zellen
(MNC) zu senken, wird hier als Mal flr die antiinflammatorische Aktivitat
verwendet. Die Konzentration von TNF-o im Kulturiberstand LPS-stimulierter
Zellen wurde mit Hilfe eines Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)
gemessen. Dabei wird die TNF-a Konzentration indirekt Gber eine Oxidation
eines Farbstoffes spektroskopisch quantifiziert. Da die nachzuweisende
Substanz von zwei spezifischen Antikérpern umschlossen wird, spricht man
auch von Doppelsandwich-ELISA. Das Funktionsprinzip ist in Abb. 17

schematisch dargestellt.

®

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Funktionsprinzip des verwendeten
Doppelsandwich ELISA. 1) Beschichtung der Platte mit einem TNF-a
AK (griin). 2) Spezifische Bindung von TNF-a (blau) an den AK.
3) Bindung des zweiten AK (rot) mit Enzym E (gelb). 4) Enzym setzt
TMB (grau) zu farbigem Produkt (orange) um. 5) Schwefelsdure stoppt
die Reaktion.

Aus den verschiedenen verwendeten LPS wurden durch mehrfaches Erhitzen
uber  die Phasenubergangstemperatur, Abkuhlen unterhalb  der
Phasenubergangstemperatur und Beschallen in 20 mM HEPES-Puffer
einheitliche Aggregate hergestellt (Thermozyklus, 3.3.). Die LPS-Aggregate
wurden in geeigneter Weise verdunnt und mit 2 yM Peptidlésung fur 10 min bei
37 °C inkubiert, so dass eine LPS-Konzentration von 500 nM, 50 nM, bzw. 5 nM
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LPS mit einem Verhaltnis von Peptid zu LPS von 40:1, 400:1, bzw. 4000:1
eingestellt wurde.

Die antikérperbindende Oberflache einer Flachboden-Mikrotiterplatte (96-
Kammer-Platten, Firma Greiner, Solingen, Deutschland) wird mit einem
monoklonalen murinen Antikérper gegen humanes TNF-a (Klon 6b von der
Intex AG, Schweiz; geldst in 100 mM Natriumphosphat, pH = 6,0) beschichtet.
Dieser AK bindet TNF-a. und immobilisiert es. Zusatzlich wurden evtl. Freistellen
der Kammeroberflache durch bovines Serumalbumin (BSA) blockiert und in
diesem BSA-haltigem Blockierungspuffer gelagert (20 mM Tris/HCI, pH 7,5;
10 g/l BSA; 0,25 g/l Thimerosal). Dieser wurde kurz vor Gebrauch der Platte
ausgeschlagen.

In einer 96-Kammer-Platte mit Rundboden (Nunclon Surface 163320, NUNC,
Roskilde, Danemark) werden 200 pl MNC mit einer Konzentration von 5x10°
Zellen pro ml zusammen mit den vorbereiteten LPS-Peptid Aggregaten
5 Stunden lang bei 37° C und 5% CO; inkubiert. Der Zellkulturiberstand wird
mit Verdunnungspuffer (100 mM TRIS / HCI, pH = 9,0; 100 ml/l FCS; 0,5 g/l
Thimerosal; 1 g/l Phenol) verdunnt und 100 pl davon in die vorbereitete
Flachboden-Mikrotiterplatten transferiert.

Zusatzlich  zum Zellkulturiberstand wurden 25 puyl eines 1:500 im
Verdunnungspuffer gelosten zweiten Antikorpers mit gebundener Peroxidase
(anti-human TNF-o Antikorper - Meerrettich Peroxidase Konjugat; Intex AG,
Schweiz), in die Kammern der vorbereiteten Platte gegeben, so dass der zweite
AK in einer Konzentration von 80 ng / ml vorlag. Die Platte wurde dann uber
Nacht bei 4° C auf einem Schuttler (PSU 2T plus, Rudolf Franke Labortechnik,
Hamburg) inkubiert.

Zur Entfernung von freien Antikdrpern wurden die Platten dreimal mit Reinst-
Wasser gewaschen.

Im Anschluss wurde 100 pl  TMB/H;O2-Lésung (TMB: [3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine, Fluka, Neu-Ulm, Deutschland) dazugegeben. Dabei wird
die Peroxidase oxidiert und reagiert erst dann mit dem TMB zu einem
chromogenen Produkt. Diese Reaktion wird nach 10 min durch Zugabe von 50
pl 0,5 M Schwefelsaure gestoppt, indem die Peroxidase zerstort wird. Die bis
dahin entstandene Menge des Farbstoffes ist ein Mal} fur die Menge an TNF-a
im Zellkulturiberstand. Die Farbstoffkonzentration wurde durch photometrische
Extinktionsmessungen bei einer Wellenlange von 450 nm mithilfe eines ,ELISA-
Readers” (Rainbow, Tecan, Crailsheim) bestimmt.

Die Extinktionen wurden auf die Positiv-Kontrolle (nur LPS ohne Peptid)
normiert, um ein Mal} fur den Einfluss von den Peptiden auf die LPS-induzierte
TNF-a Sekretion durch MNC zu erhalten.

Damit sichergestellt ist, dass nicht die verwendeten Peptide die MNC abtdten
und diese deswegen eine geringere Menge an TNF-a ausschutten, wurde die
Zellviabilitat mit Hilfe einer Trypanblau-Farbung Uberpruft. Dabei wurden MNC
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mit Trypanblau (0,4% in 0,75% NaCl-Losung; Merck, Darmstadt) in einem
Volumenverhaltnis von 1:1 gemischt. Der prozentuale Anteil an gefarbten und
damit toten Zellen wurde unter dem Mikroskop ausgezahilt.

Physikalische Untersuchungen zur Interaktion der Peptide auf
bakterielle Modellsysteme und Bakterien

Zur Beschreibung des Wirkmechanismus der verwendeten membranaktiven
Peptide wurden verschiedene Methoden verwendet, die eine Aussage Uber das
Bindungsverhalten von den Peptiden, sowohl an den LPS-Modellsystemen als
auch an Bakterien und humanen Zellen, erlauben. Des Weiteren konnten zum
Teil auch Aussagen uber die Wirkung, wie z.B. Lasionsbildung, gewonnen
werden.

Messung des Zeta-Potential

Aufgrund der unterschiedlichen Ladung der untersuchten Reaktionspartner LPS
und Peptid wird vermutet, dass die elektrostatische Anziehung eine
malgebliche Rolle bei der Interaktion einnimmt. Deshalb wurde das Zeta-
Potential, ein Mal} fur die Oberfachenladung eines Partikels (siehe Theorie),
von Phospholipiden, LPS und Bakterien in Abhangigkeit von der
Peptidkonzentration bestimmt.

Zur Bestimmung des Zeta-Potentials wurde der ZetaSizer 4 (Malvern
Instruments GmbH, Herrsching) benutzt, der jedoch wahrend der Entstehung
dieser Arbeit funktionsunfahig wurde. Deshalb wurde anschlielend der
ZetaSizer Nano (Malvern Instruments GmbH, Herrsching) benutzt, welcher von
Prof. Dr. M. Winterhalter (Arbeitsgruppe Biophysik an der Jacobs University
Bremen) freundlicherweise zur Verfigung gestellt wurde. Bei den Geraten wird
das Zeta-Potential auf unterschiedliche Weise bestimmt (siehe Messweise),
jedoch ist durch gleiche Kalibriersubstanzen eine Vergleichbarkeit der
Messwerte gewahrleistet.

An dem ZetaSizer 4 wurde der Einfluss von LL-32 auf das Zeta-Potential von
Phospholipiden bestimmt. AuRerdem gelang es, die Anderung des Zeta-
Potentials durch PMB an Bakterien selbst zu messen. Mit dem ZetaSizer Nano
wurde der Einfluss der Glycostruktur vom LPS auf die Bindung von LL-32 und
PMB untersucht, exemplarisch auch fur die Peptide LL-20 und PMB-N und fur
das Detergens DTPPB.

Theorie

Das Zeta-Potential ist ein Maly fur die Oberflachenladung eines Partikels,
abhangig hauptsachlich von der Debye-Lange des umgebenen Mediums und
der Oberflache des Partikels. Zur Bestimmung dieses Potentials wird das zu
untersuchende Partikel in einer Suspension mithilfe einer angelegten Spannung
in Bewegung versetzt. Die elektrophoretische Geschwindigkeit ist dann ein Maf}
fir das Zeta-Potential des Partikels.
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Jedes polare oder geladene Partikel besitzt eine Oberflachenladung und damit
ein Oberflachenpotential yo. Im Zusammenhang mit dem Zeta-Potential wird
das Oberflachenpotential oft als Nernst-Potential bezeichnet und nicht wie sonst
ublich als Gouy-Chapman-Potential.

Abscherschicht
@®

Stern-Schicht

Partikel mit
negativer Ladung

Gouy-Chapman-
Potential

|
|
<4+—— Stern-Potential

Potential

Zeta-Potential

Abstand vom Partikel

Abbildung 18: Geladenes Partikel mit angelagerten Schichten der lonen des umgebenen
Mediums. Wird das Partikel in Bewegung versetzt, werden die Ionen
auBerhalb der Abscherschicht durch hydrodynamischen Widerstand
abgestreift. Das Zeta-Potential entspricht dem Potential an der
Abschergrenze.

In einem wassrigen Medium mit Ladungstragern, wie z.B. salziger Ldsung,
lagern sich nach dem Schichtenmodell nach Stern, Helmholtz und Gouy-
Chapman Ladungstrager in verschiedenen Schichten an das Partikel an. An der
Oberflache bildet sich die sogenannte Stern-Schicht mit fest gebundenen lonen
aus. Das Potential wird durch die Gouy-Chapman-Stern-Approximation
angenahert und deshalb auch als Stern-Potential bezeichnet. Dieses Potential
wird nach Gouy und Chapman in einer diffusen Schicht aus locker gebundenen
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lonen kompensiert und fallt exponentiell ab. Abb. 18 zeigt ein geladenes
Partikel mit den angelagerten Schichten. Durch diese Anlagerung wird das
Potential des Partikels kompensiert und lasst es aus grolier Entfernung
elektrisch neutral erscheinen. Die Lange, an dem das Potential auf den e-ten
Teil abgefallen ist, wird als Debye-Lange Ap bezeichnet und ist ein Mal} fur die
effektive Reichweite von elektromagnetischen Wellen in Medien mit
Ladungstragern. Der Debye-Huckel-Parameter « ist dabei das Reziproke der
Debye-Lange ip.

Wird das Partikel in Bewegung versetzt, haften die starker gebundenen
Ladungstrager weiterhin an dem Partikel. Die sich aul3erhalb einer bestimmten
Grenzschicht befindenden lonen der diffusen Schicht sind zu schwach
gebunden um dem hydrodynamischen Druck zu widerstehen und werden
abgeschert. Damit kompensieren nur die Ladungstrager innerhalb dieser
Schicht das Coulomb-Potential. Der Abstand dieser Schicht hangt stark von der
Ladungstragerdichte des Mediums und der Oberflachenbeschaffenheit wie z.B.
der Rauigkeit ab. Die Grenzschicht wird als Abscherebene und das dort
existierende Potential als Zeta-Potential bezeichnet. Bei gleichem Medium und
gleicher Oberflachenbeschaffenheit ist es also ein Mal} fur die Ladung und
damit fur die Oberflachenladungsdichte.

Auch wenn die umgebenen Ladungstrager des Mediums das Partikel aus
grol3er Entfernung elektrisch neutral erscheinen lassen, kann das Partikel durch
Anlegen einer Spannung in Bewegung versetzt werden. Durch die thermische
Eigenbewegung liegt auch bei scheinbarer Ruhe keine vollstandige
Kompensation des Potentials vor.

Bestimmt werden kann das Zeta-Potential, indem durch Anlegen einer
Spannung ein elektrisches Feld aufgebaut wird, welches eine Kraft auf das
geladene Partikel ausubt und es in Bewegung versetzt. Die elektrophoretische
Geschwindigkeit ist dann proportional zum Zeta-Potential (siehe Herleitung in
5.2.).

Fir weitere Betrachtungen inklusive Effekte aufgrund von Partikelform,
Viskositats- und Dielektrizitatsdnderungen an der Abschergrenze und des
retardierenden Effekts, sei auf die Literatur verwiesen (Lagaly, 1984; Nitzsche
und Simon, 1997).
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Messweise

Die Messungen wurden sowohl an einem ZetaSizer 4 als auch an einem
ZetaSizer NanoSeries (beide von Malvern Instruments GmbH, Herrsching)
durchgefuhrt. Bei beiden Geraten werden die Partikel durch Anlegen einer
Spannung in Bewegung gesetzt und die Geschwindigkeit der Partikel durch
Lichtstreumessungen bestimmt. Zur genaueren Messung wird die angelegte
Spannung mehrfach umgepolt, damit die Partikel sich zur anderen Seite der
Messkuvette bewegen konnen und Wiederholungsmessungen ermaoglicht
werden.

Zeta Sizer 4

Beim Zeta Sizer 4 wird die Geschwindigkeit durch die sogenannte Laser-
Doppler-Anemometry (LDA) bestimmt. Entgegen der Namensgebung wird
dabei aber kein Dopplereffekt ausgenutzt, da die Wellenlange des reflektierten
Lichts nicht bestimmt wird. Bei dem Verfahren wird ein Laserstrahl in zwei
Teilstrahlen aufgetrennt und mit Hilfe einer Optik im Messvolumen unter einem
Winkel im Bereich um 12,7° gekreuzt. Durch Interferenz entsteht im
Kreuzungsvolumen ein paralleles Hell-Dunkel-Streifenmuster. Wenn Partikel
nun in diesem sogenannte LDA-Messvolumen einen Hell-Bereich passieren,
streuen sie Licht in den Detektor solange, bis sie in den nachfolgenden Dunkel-
Bereich eindringen. Wahrend der Passage dieses Bereiches streuen sie kein
Licht mehr zum Detektor, erst wenn sie wieder in einen Hell-Bereich eintreten.
Die Streifenbreite d berechnet sich aus der Wellenlange A des eingestrahlten
Laserlicht und den Winkel «, unter dem die beiden Strahlen gekreuzt werden,
zZu:

A
(F12) d = E(%)

Mit dem Streifenabstand d lasst sich die Geschwindigkeit der Partikel in
Beziehung zur Frequenz, unter der das Streulicht beim Detektor eintrifft, setzen.
Offensichtlich passiert ein Partikel mit der Geschwindigkeitskomponente vs
senkrecht zum Streifenmuster pro Sekunde (vs / d) —Streifen. Damit ergibt sich
die Frequenz f, unter dem das Streulicht zum Detektor gelang zu:

(F13) ro 2vg siz(%)

Die Frequenz des Detektorsignals ist damit ein Mal fur die Geschwindigkeit
des Partikels. Das Vorzeichen der Geschwindigkeit wird ermittelt, indem der
Einstrahlwinkel in das Messvolumen eines Halbstrahls kontinuierlich variiert
wird, so dass die Streifenbreite kontinuierlich geandert wird und damit die
Streifen wandern. Jetzt erzeugen Partikel, die sich mit gleicher Geschwindigkeit
und Richtung bewegen wie die Streifen, ein kontinuierliches Signal am
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Detektor, also mit der Frequenz 0. Teilchen, die sich in Richtung der Streifen
bewegen, eine niedrigere Frequenz, Teilchen die sich entgegen der Streifen
bewegen, eine erhohte Frequenz. Durch eine weitere Messung an den
Partikeln, bei dem sie aber diesmal durch die angelegte Spannung in die
andere Richtung bewegt werden, kann dann das Vorzeichen der
Geschwindigkeit und damit das Vorzeichen des Zeta-Potentials ermittelt werden
(1996; Mdller, 1996).

Ein weiterer Vorteil der Messungen mit moduliertem Strahlengang ist, dass
Partikel mit keiner oder geringer Ladung ein deutliches Frequenzsignal liefern.
Die Wandung des Messrohrchens aus Quarzglas Dbesitzt eine
Oberflachenladung. Die dadurch entstehende ungleiche Verteilung der lonen
bewirkt bei Anlegen einer Spannung ein Fluss im Rohr. Dabei wird die
Stromung im Auflenbereich zur Kathode durch einen Ruckfluss im Inneren
kompensiert, der sogenannte elektroosmotische Fluss. Dabei existiert ein
Bereich (Abstand zur Wandung: 14,6% des Innendurchmessers), die
sogenannte stationare Schicht, in dem sich beide Strome kompensieren. In
diesem Bereich ist das Messvolumen, da sich hier die elektrophoretische
Geschwindigkeit der zu untersuchenden Partikel nicht durch eine
Stromungsgeschwindigkeit Gberlagert und damit verfalscht wird.

Das Messsignal wird mit einem PC-Programm der Herstellerfirma ausgelesen
und analysiert.

ZetaSizer Nano

Bei den Geraten der ZetaSizer Nano Serie wird der Laserstrahl in einen Mess-
und einen Referenzstrahl geteilt. Der Messstrahl dringt senkrecht zur
Bewegungsrichtung der Partikel ein und das unter einem Winkel von 17°
gestreute Licht wird mit dem Referenzstrahl Gberlagert und detektiert.

Die Geschwindigkeitsmessung beruht auf einer Weiterentwicklung der
traditionellen LDA-Technik, der sogenannten M3-PALS Technik. Diese von
Malvern patentierte Technik ist nicht mehr darauf angewiesen, dass sich das
Messvolumen in der stationaren Schicht befinden muss, da die M3- (Mixed
Mode Measurement) Technik durch unterschiedlich schnelles Umschalten des
angelegten Feldes die elektroosmotische Eigenbewegung des Mediums
bestimmen und somit rausrechnen kann. Bei der eigentlichen
Geschwindigkeitsmessung durch die PALS- (Phase Analysis Light Scattering)
Technik wird die Tatsache ausgenutzt, dass das unter 17° am Partikel gestreute
Licht einen Phasenversatz proportional zur Partikelgeschwindigkeit aufweist.
Dieser Phasenversatz wird bestimmt, indem die Phasen des Messstrahls mit
denen des Referenzstrahls verglichen werden.

Experimentdurchfliihrung
Die Experimentdurchfihrung ist bei den beiden verwendeten Geraten,
ZetaSizer 4 und ZetaSizer Nano, weitestgehend identisch. Von der Moglichkeit
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mit dem neueren ZetaSizer Nano an geringeren Konzentrationen zu messen
wurde Gebrauch gemacht.

FUr die Messungen am ZetaSizer 4 wurde die Phospholipid-Vesikellosung auf
eine Konzentration von 10 uyM verdinnt und 3 ml wurden fir die Messungen
verwendet. Die zugegebene Menge von jeweils 6 pl LL-32 mit einer
Konzentration von 1 mM wurde so gewahlt, dass sich das molare
Konzentrationsverhaltnis von LL-32 zu den Phospholipiden pro Zugabe um 0,2
erhoht. Am Ende der Messreihe wurde ein Volumen von 12 ul dazugegeben,
um das Verhaltnis um 0,4 zu steigern,

Bei den Messungen des Zeta-Potentials von Bakterien mit dem ZetaSizer 4
wurden die Bakterien mit einer optischen Dichte von ca. 0,04 bei 620 nm in
PBS verwendet (entspricht einer Konzentration von 1,5x10” / ml). PMB wurde in
verschiedenen Mengen dazugegeben und die Losung vor jeder Messung kraftig
geschuttelt. Nach einer Wirkzeit von 5 min wurden die Messungen
durchgefuhrt.

Die Messungen am ZetaSizer Nano wurden mit 600 ul einer 2 uM LPS-
Aggregatldosung durchgefuhrt. Die in Volumen von je 12 pl zugegebenen
Peptide mit einer Konzentration von 20 yM erhdhen das molare Verhaltnis von
Peptid zu LPS um 0,2 je Zugabe. Am Ende der Messreihe wurde das molare
Verhaltnis durch Zugabe von 30 ul um 0,5 erhdht.

GroRenbestimmung durch den Zeta-Sizer

Die Bestimmung der PartikelgroRe erfolgt beim ZetaSizer 4 durch Analyse von
90° Streulicht der ruhenden Partikel. Nach der Lorentz-Mie-Streutheorie ist
dessen Intensitat abhangig von der GroRRe des Streuzentrums:

Die Lorentz-Mie-Streuung beschreibt die Lichtstreuung an sphéarischen
Partikeln, die mindestens so grof3 sind wie die Wellenlange des eingestrahlten
Lichts (d = X). Hier ist die Intensitat des gestreuten Lichts proportional zum
Quadrat des Durchmessers des Partikels. Durch Kalibrierungsmessungen an
bekannten Teilchen kann damit die Grol3e bestimmt werden.

Beim ZetaSizer Nano wird die Grofde von Partikeln mit Hilfe der sogenannten
Dynamischen Licht Streuung (Dynamic Light Scattering (DLS), auch als Photon
Correlation Spectroscopy (PCS) bezeichnet) bestimmt. Im Prinzip wird der
Diffusionskoeffizient bestimmt und daraus auf die MolekullgroRe
zuruckgeschlossen.

Wenn koharentes und monochromatisches Licht, wie z.B. beim Laser, an
Partikeln in Losung gestreut wird, empfangt der Detektor zeit-abhangige
Fluktuationen der Streulichtintensitat. Diese Fluktuationen stammen aus der
zufalligen thermischen Bewegung der Molekile, die die Abstande zwischen den
Molekulen variiert. Interferenz  vom Streulicht benachbarter Partikel im
Messvolumen erhoht die Fluktuationen. Damit enthalten die Fluktuationen
Information aus der Brownschen Bewegung und damit des
Diffusionkoeffizienten. Dadurch kann aus der Zeitabhangigkeit der
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Fluktuationen der Diffusionskoeffizient bestimmt werden. Bei bekannter
Viskositat des Mediums kann uUber die Stokes-Einstein-Gleichung der
hydrodynamische Radius der Partikel berechnet werden.

Zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten wird das Detektorsignal mittels
einer Autokorrelationsfunktion ausgewertet. Der zeitliche Abfall der
Autokorrelationsfunktion ist charakteristisch fur den Diffusionskoeffizient. Auch
kann die Verteilung der Gro3en errechnet werden, da monodisperse Partikel
einen exponentiellen Abfall der Autokorrelationsfunktion verursachen,
multidisperse Partikel jedoch eine Uberlagerung aus mehreren exponentiellen
Abfallen. Durch Anfitten der tatsachlichen Autokorrelationsfunktion mit
theoretischen Berechnungen aus angenommenen Verteilungen wird dann die
Grolenverteilung berechnet.

Isotherme Titrationskalorimetrie

Generell wird bei der Isothermen Titrationskalorimetrie (Isothermal Titration
Calorimetry; ITC) die bei beliebigen Reaktionen umgesetzte Warme bestimmt
(Langerman und Biltonen, 1979; Ladbury und Chowdhry, 1996). Dabei kann ein
vollstdndiges thermodynamisches Profil der untersuchten Reaktion erstellt
werden (Wiseman et al., 1989). Vorteilhaft bei dieser Methode ist, dass die
Anforderungen an die Probenqualitat in Hinblick auf optisches Verhalten oder
Eigenbewegung der Probenobjekte gering bzw. gleich Null sind. Auch auf eine
Markierung der zu untersuchenden Stoffe kann bei dieser Methode verzichtet
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Warmefreisetzung von Peptid — LPS und
Peptid — Bakterien Reaktionen mithilfe des Gerates MCS-ITC (MicroCal Inc.,
Northampton, MA, USA) und der Steuersoftware MCS-Observer untersucht
sowie mit dem Programm Origin 6.0 ausgewertet.

Das Gerat besitzt zwei thermisch isolierte Zellen, die Referenz- und die
Reaktionszelle mit angeschlossener Titrationseinheit. In beiden Zellen befinden
sich je ein Warmesensor und ein Heizelement. Die jeweils 1,5 ml gro3en Mess-,
bzw. Referenzvolumina kénnen mithilfe von Rdéhrchen befillt werden. Beide
Zellen sind von einem sogenannten isothermen Mantel umgeben, der mit Hilfe
von Heiz- und Sensorelementen auf einer konstanten Temperatur gehalten
wird. Die mit einer Hamiltonspritze mit einem Volumen von bis zu 120 ul
ausgestattete Titrationseinheit wird Uber einen Schrittmotor bedient und
ermoglicht eine nahezu stufenlose Volumenwahl und Injektionshaufigkeit. Die
Spitze der Spritze ist mit einer RUhreinheit ausgestattet, so dass eine moglichst
gleichmafige Probendurchmischung erreicht wird.

Zur Bestimmung der Reaktionswarme wird grundsatzlich ein standiger
Vergleich zwischen der Temperaturdifferenz der Referenz- und der Messzelle
durchgefuhrt. Beide sind grundsatzlich baugleich und aus einem Material, das
einen schnellen Temperaturausgleich gewahrleistet. Da beide Zellen den
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gleichen Warmeverlust an den isothermen Mantel besitzen, ist die Differenz des
Stroms ihrer Heizelemente, der bendtigt wird, um die Zellen auf einer
konstanten Temperatur zu halten, ein Mal fur die Reaktionswarme. Findet also
eine exotherme Reaktion in der Messzelle statt, so ist die Heizleistung flr die
Messzelle geringer als die fur die Referenzzelle und somit die Differenz von
Heizstrom der Referenzzelle und des Heizstroms der Messzelle bei gleicher
angelegter Spannung ein Mal} fir die freiwerdende Reaktionswarme der
Reaktion. Bei einer endothermen Reaktion ist die Heizleistung der
Referenzzelle geringer und damit andert sich das Vorzeichen der Differenz der
Heizstrome.

Diese Grofe ist messtechnisch schnell und exakt erfassbar, so dass eine gute
Zeitauflosung und eine hohe Genauigkeit erreicht wird. Fur eine genauere
Betrachtung wird auf die Literatur verwiesen (Wiseman et al., 1989; Livingstone,
1996).

Experimentdurchfihrung

Zur Experimentdurchfihrung wurde die Referenzzelle mit 1,5 ml entgastem
sterilen 20 mM HEPES-Puffer und die Messzelle entweder mit 1,5 ml einer 50
MM LPS-Aggregatsuspension in entgastem 20 mM HEPES-Puffer (3.1.) gefullt
oder mit einer Bakteriensuspension in PBS mit einer optischen Dichte von 0,5
bei 620 nm. Die Titrationseinheit wurde mit 110 pl Peptidlésung beflillt. Die
Haufigkeit der Peptid-Injektionen, die Konzentration und das Volumen der
Peptidldsung richtete sich nach den speziellen Anforderungen des Experiments.
Bei den Messungen an LPS-Aggregaten wurde das molare Verhaltnis von
Peptid zu LPS durch jede Injektion um 0,07 erhdht, bis ein Verhaltnis von 2 : 1
erreicht wurde. Bei den Messungen an Bakterien wurde die Peptidkonzentration
durch funf Zugaben um jeweils 1,07 uM bzw. 10,7 uM erhéht. Nachdem sich ein
thermisches Gleichgewicht zwischen isothermen Mantel und beiden Zellen
eingestellt hat, wurde das Peptid in gewunschter Weise zu verschiedenen
Zeitpunkten injiziert. Bei den Messungen an Bakterien wurde mindestens 1
Stunde (max. 1,5 Std.) gewartet, damit die Bakterien sich an die neuen
Umgebungsparameter anpassen konnen (Lag-Phase). Eine gute Versorgung
mit Sauerstoff konnte leider nicht gewahrleistet werden, das PBS wurde nicht
entgast. Zur Ermittlung des Einflusses von Verdinnungs- und Mischenthalpien
wurde sowohl die Peptidlésung in Puffer als auch der Puffer der Peptidlésung in
die LPS-Suspension titriert.

Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

Mithilfe der Konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM)) ist es mdglich, optische Schnitte mit einer Tiefe von ca. 1
pm aufzunehmen. Dies wird dadurch erreicht, dass mithilfe einer Lochblende,
die sich in der Fokusebene der abzubildenden Ebene befindet, idealer Weise
nur Strahlen von einem einzigen Punkt abgebildet werden. Damit muss zur
Aufnahme eines Bildes das Objekt abgerastert werden.
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Bei der klassischen Mikroskopie wird das gesamte Objekt ausgeleuchtet und
die Reflektionen werden durch eine Linse abgebildet. Dabei werden die
Teilbereiche des Objekts (unterschiedlicher Gegenstandsweite) aufgrund der
Linsengleichung in unterschiedlichen Ebenen scharf  abgebildet
(unterschiedliche Bildweite). Damit wird auf einem Schirm nicht nur eine
Objektebene scharf abgebildet, sondern das Bild wird durch unscharfe
Abbildungen von Gegenstanden vor und hinter der Objektebene Uberlagert.
Diese Uberlagerungen werden bei der konfokalen Mikroskopie durch eine in der
Fokusebene des abzubildenden Punkts angebrachte Lochblende
ausgeschlossen. Durch das Loch der Blende gelangen fast nur Strahlen von
einem einzigen Punkt aus der Objektebene. Durch Abrastern der Objektebene
kann aus den Einzelpunkten ein Bild zusammengesetzt werden. Eine weitere
Verbesserung der Tiefenscharfe wird dadurch erreicht, dass mithilfe einer
llluminationsblende nur der abzubildende Objektbereich ausgeleuchtet wird.
Dies reduziert Streulicht von den nichtabzubildenden Objektpunkten.

Die konfokalen Aufnahmen wurden an einem Leica TCS SP (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar) durchgefuhrt. Dieses Mikroskop besitzt Laser
mit unterschiedlichen Wellenlangen, so dass Aufnahmen mit mehreren
unterschiedlich fluoreszierenden Substanzen angefertigt werden kénnen.

Mit der CLSM wurde im Rahmen dieser Arbeit die Bindung von
fluoreszensmarkierten Peptiden an humanen Zellen untersucht. Dabei konnte
der Bindungsort identifiziert werden und Uber die Auswirkungen auf die
Zellmorphologie konnten Ruckschliusse auf den Wirkmechanismus gezogen
werden.

Experimentdurchflihrung

Mithilfe von Membran- und Zellkernfarbung wurde mit fluoreszensmarkiertem
LL-32 und LL-20 deren Bindefahigkeit und —ort an Zellen der HaCaT und die
HTB-43 Zelllinien bestimmt. Aus der Morphologie der Zellen kdnnen
Ruckschlisse auf die Wirkung der Peptide geschlossen werden. Dazu wurden
mikroskopische Aufnahmen nach drei unterschiedlich langen Inkubationszeiten
der Peptide angefertigt.

Fir die Experimente wurden HaCaT und HTB-43 Zellen nach den ATCC-
Richtlinien kultiviert. Jede Zelllinie wurde in alle Kammern je einer 8-Kammer-
Platte (Lab Tek Il, Boden mit Deckglaschendicke, Nunc, Wiesbaden) mit einer
Zellzahl von 200.000 in 500 pyl MEM-Medium mit 10% FCS transferiert.
AnschlieRend wurden die Zellen bei 37° C im Brutschrank Uber Nacht inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, bevor zu beiden Zelllinien
in jeweils drei Kammern 250 pl NBD-markiertes LL-32 oder 250 pl NBD-
markiertes LL-20 mit einer Konzentration von je 5 uyM dazugegeben wurde. Von
den jeweiligen drei Kammern wurde bei einer Kammer nach 1 min, 5 min oder
10 min das fluoreszenzmarkierte Peptid abgesaugt und die Zellen 2 min bei
Raumtemperatur mit 400 pl PBS und 2% PFA fixiert. AnschlieBend wurden alle
Kammern dreimal mit 500 yl PBS gewaschen, bevor bei allen Kammern die
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Membranfarbung mit 250 pl Weizenkeimagglutinin-Alexa555 (Molecular Probes,
Eugene, Oregon, USA) mit einer Konzentration von 5 ug/ml in PBS und 10%
BSA vorgenommen wurde. Die Zellen wurden 40 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert, bevor das Medium abgesaugt wurde. Wiederum wurden sie
2 min mit 500 pyl PBS und 2% PFA fixiert und anschlief3end dreimal mit PBS
gewaschen. Anschlief3end wurde in allen Kammern mit 250 yl TOTO3 (1 uM in
PBS und 10% BSA, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) eine
Zellkernfarbung  durchgefuhrt. Nach einer dreiviertel Stunde bei
Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Kammern dreimal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden sie mit 2 Tropfen Vectashield (Vector
Laboratories, Burlingame, Californien, USA) eingebettet und bei 4° C bis zu den
Aufnahmen gelagert.

Bei den Aufnahmen am konfokalen Mikroskop wurden die gelbfluoreszenten
NBD-markierten Peptide durch einen Argon-Laser mit der Wellenlange 488 nm
angeregt, WGA A555 mit 543 nm und TOTO3 mit einem Helium-Neon-Laser
bei 647 nm. Mithilfe geeigneter Filtereinstellungen des variablen 3-stufigen
Tiefpasses wurde fur jedes Fluorophor die Intensitat Uber einen gewissen
Spektralbereich eingestellt. Die Bilder sind akkumulierte Aufnahmen aus 4
Einzelbildern. Die Versuche wurden mit gleichbleibenden Gerateeinstellungen
durchgefuhrt.

Es wurden sowohl Ubersichtsaufnahmen von Zellverbiinden als auch
vergroRerte Darstellungen einzelner Zellen oder Zellbestandteile angefertigt.

Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Bindefahigkeit von LL32 an lebende Zellen und Bakterien
wurde die sogenannte Durchflusszytometrie, haufig auch als Fluorescence-
activated cell sorting (FACS) bezeichnet, verwendet. Die Messungen wurden
am Gerat FACS-Calibur (BD Biosciences, Heidelberg) durchgefihrt. Diese
Methode wird nur kurz dargestellt, flr eine tiefergehende Beschreibung wird auf
die Literatur verwiesen (Alvarez-Barrientos et al., 2000; Herzenberg et al.,
2002).

Hierbei handelt es sich um ein durchfluRzytometrisches Verfahren, bei dem an
hydrodynamisch fokussierten und separierten Zellen (Dean et al., 1978)
Lichtstreu- und fluoreszenzspektroskopische Messungen durchgefiihrt werden
(Bonner et al., 1972; Tanke und van der, 1993). Dadurch kénnen Erkenntnisse
uber physikalische und molekulare Eigenschaften von Einzelzellen gewonnen
werden. Im Gegensatz zu normalen mikroskopischen Messungen koénnen
hierbei Informationen von mehreren tausend Zellen pro Sekunde aufgenommen
werden (Brehm-Stecher und Johnson, 2004).

Verschiedene Photomultiplier detektieren dabei Kleinwinkel- und Weitwinkel
(90°)-Streulicht und die Intensitat bei verschiedenen Wellenlangen. Die
Kleinwinkelstreuung, auch als Forward Scattering (FSC) bezeichnet, bei der der
Detektor durch einen Shutter vor direkter Lasereinstrahlung geschutzt ist, liefert
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ein Malk fur die Grolle des analysierten Partikel. Die Intensitat der
Weitwinkelstreuung, auch als Side Scattering (SSC) bezeichnet, ist ein Mal} fur
die Granularitat der Zelle, also die Anzahl an weiteren Streuzentren. Dadurch,
dass Laserlicht mit bis zu vier verschiedenen Wellenlangen gleichzeitig
eingestrahlt werden kann, ist es moglich, verschiedene Fluorophore parallel
anzuregen und das emittierte Fluoreszenzlicht nach vier
Wellenlangenbereichen getrennt an Detektoren aufzuzeichnen. Damit kann also
von jeder einzelnen Zelle gleichzeitig eine Information Uber GroRe, Granularitat
und Anzahl an gebundenen Fluorophoren gewonnen werden. Da die
gewonnenen Informationen keine absoluten Werte darstellen, missen sie
immer in Bezug zu unbehandelten Kontrollen betrachtet werden.

Experimentdurchfihrung

Insgesamt wurden drei verschiedene Messreihen am FACS-Calibur
durchgefuhrt. Es wurde die Bindungsfahigkeit von fluoreszenzmarkiertem LL-32
sowohl an die Bakterien der verschiedenen Stamme, als auch an die HaCaT
und HTB-43 Zellen bestimmt. Mit Hilfe des DNA-interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffes Propidiumjodid (Pl) wurde aulerdem ermittelt, ob, wie
stark und wie schnell LL-32 die Integritat der bakteriellen, bzw. der zellularen
Hulle beeintrachtigt. An den verwendeten Zelllinien wurde au3erdem mit einem
Farbetest (TACS Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, R&D Systems)
untersucht, ob LL-32 Apoptose-induzierend ist. Fir die Messungen an den
Zellen wurden immer dieselben Gerateeinstellungen verwendet, ebenso wie fur
alle Bakterienmessungen.

Aufgrund der verwendeten Bakterien, die fast alle der Sicherheitsstufe L2
unterliegen, wurden die durchflusszytometrischen Messungen an den Bakterien
im S3-Labor am FZB durchgefihrt, da kein FACS-Gerat in einem L2- oder S2-
Labor zur Verfigung stand.

Durchflusszytometrische Messungen zur Bindefahigkeit und Wirkung von LL-32
an Gram-neqativen Bakterien

Um die Bindefahigkeit und Wirkung von LL-32 in Abhangigkeit von der
Glycostruktur und der Ladungssubstitution vom LPS an Bakterien zu messen,
wurde die Bakterienkonzentration von den verschiedenen Stammen (3.4.) nach
zweimaligem Waschen (in PBS mit Zentrifugation (8000g, 10min, 20°C))
mithilfe der optischen Dichte und der Eichkurve auf 10’ / ml eingestellt. 2400 pl
der PBS-Bakteriensuspension wurden wiederum zentrifugiert und das Pellet
wurde in 400 pl eines sogenannten Inkubationsreagenz resuspendiert. Dieses
besteht aus PBS mit 10% Propidiumjodid (PI). PI ist ein fluoreszierender
Farbstoff, der verwendet wird, um eine Lasionsbildung in den Zellmembranen
zu detektieren, da er nur passiv in die Zelle diffundieren kann, also nicht
membrangangig ist. In der Zelle bindet Pl an DANN. Er ist in dem verwendeten
Farbetest enthalten (aus TACS Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, R&D
Systems). Deshalb ist die Menge von internalisietem Pl ein Mal} fur die
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Lasionsbildung. Nach 15 min wurden 2 ml PBS dazugegeben und damit wieder
eine Bakterienkonzentration von 107 / ml erreicht.

Zur Kontrolle wurden 2-mal je 100 ul der Bakteriensuspension entnommen, die
jeweils mit 900 yl PBS mit 15,4 mM Natriumazid versetzt wurden. Eine
Kontrollmessung fand vor der Messung der LL-32 Wirkung statt, eine nach
63 min. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit NBD-LL32 versetzt, so
dass sie eine Konzentration von 5 uM LL-32 enthielten. Zur Aufnahme einer
Wirkkinetik wurden 100 ul Proben nach 1 min, 5 min, 9 min,... und 61 min
Wirkzeit entnommen, mit 900 yl PBS mit 15,4 mM Natriumazid verdunnt und
30 s spater gemessen.

Durchflusszytometrische Messungen zur Interaktion zwischen LL-32 und
HaCaT sowie HTB-43 Zellen

Zur durchflusszytometrischen Bestimmung der Bindung von
fluoreszenzmarkietem LL-32 an die HaCaT und HTB-43 Zellen (3.6.3.) und
dessen Auswirkung auf die Integritat der Zellhille wurden ahnlich wie die
entsprechenden Messungen an den Bakterien durchgefuhrt (siehe oberer
Absatz). Dazu wurden 2,4x10° Zellen in D-MEM mit 10% FCS zentrifugiert
(250 g, 5 min, T = RT) und mit PBS gewaschen. Nach einer wiederholten
Zentrifugation wurde das Pellet in 400 pl des oben beschriebenen
Inkubationsreagenz resuspendiert. Nach ca. 15 min wurde die Losung mit
2000 pl PBS auf eine Zelldichte von 10° / ml verdiinnt.

Die Proben wurden auf gleiche Weise wie bei den Bakterienmessungen
entnommen, so dass 2 Kontrollmessungen ohne LL-32 und eine Wirkkinetik von
LL-32 von 1 min bis 61 min Wirkzeit aufgenommen wurden. Dabei wurde die
LL-32 Konzentration auf 25 uyM eingestellt. Zur Bestimmung der
Konzentrationsabhangigkeit der LL-32 Bindung wurde LL-32 unterschiedlicher
Konzentration auf je 5x10° Zellen in 1 ml PBS titriert und Gber Nacht (20 h)
wirken lassen. Bei einer anderen Messung wurde 1 puM LL-32 bei einer
Inkubationszeit von 12 Stunden verwendet und die Zellen dann wie oben
beschrieben flr die Messungen vorbereitet.

Durchflusszytometrische Messungen zur Unterscheidung zwischen
apoptotischem oder nekrotischem Zelltod von HaCaT- und HTB-43 Zellen
ausgeldst durch LL-32

Die Messungen zur apoptotischen oder nekrotischen Wirkung wurden mit
einem Farbetest (TACS Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit TA4638, R&D
Systems), welches fluoreszenzmarkiertes Annexin V und Pl enthalt, nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefihrt. Grundlage des Tests ist das Verhalten
einer Zelle bei Apoptose. Dabei gelang am Anfang des Absterbevorgangs der
Zelle Phosphatidylserin (PS), ein negativ geladenes Lipid, verstarkt in die
aulBere Schicht der Zellmembran. AnschlieBend wird die Integritat der
Zellmembran zerstort. Annexin V, welches mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC
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markiert ist, bindet spezifisch an PS, so dass die Menge an gebundenen
Annexin V-FITC ein Mal fur die PS-Exposition in der Membran ist. Da bei
Apoptose zuerst die Membranladung steigt und erst danach die Membran
permeabel wird, steigt also erst die Menge an gebundenem Annexin V-FITC
und anschlieBend die Menge an internalisiertem PIl. Bei einem nekrotischen
Vorgang steigt die Menge an internem PI zuerst an, anschliel3end kann evtl. die
Annexin V Bindung ebenfalls erhéht werde, da jetzt auch die vorher
unzuganglichen Lipide der inneren Schicht der Zellmembran zuganglich sind.

Forster Resonanz Energie Transfer Spektroskopie

Mit einer fluoreszenzspektroskopischen Methode wurde der Einfluss der
verwendeten Peptide auf LPS-Aggregate untersucht. Dabei wurde mit Hilfe
fluoreszensmarkierter LPS-Aggregate untersucht, inwiefern die verwendeten
Peptide in der Lage sind, sich in die Aggregate einzubauen und diese
miteinander zu fusionieren.

Das Prinzip des intermolekularen Foérster Resonanz Energie Transfers (FRET)
basiert darauf, das ein angeregter Fluorophor seine Energie nicht nur durch
Aussenden eines Lichtquants (Fluoreszenz) abgeben kann, sondern auch
durch strahlungslose Nahfeld-Dipol-Dipol-Wechselwirkung auf benachbarte
Molekule Ubertragen kann (Cardullo, 2007). Im Falle von benachbarten
Fluorophoren konnen diese dadurch derartig angeregt werden, dass sie
anschlielend die Anregungsenergie durch Aussenden eines Lichtquants
abbauen, also selbst fluoreszieren. Damit wird die Anregungsenergie des
ersten Fluorophors, auch als Donor bezeichnet, auf den zweiten Fluorophor,
dem Akzeptor, Ubertragen. Deshalb sinkt durch den FRET die
Fluoreszenzintensitat des Donors, wahrend die des Akzeptors steigt. Dies hat
zur folge, dass das Verhaltnis von Fluoreszenzintensitat von Akzeptor zu Donor
(Ia/lp) ansteigt. Voraussetzung ist, dass sich das Anregungsspektrum des
Akzeptors mit dem Fluoreszensspektrum des Donors Uberlappt und der
angeregte Donordipol nicht senkrecht zum unangeregtem Akzeptordipol ist
(Dale and Eisinger 1974).

Da die Effizienz des FRET sehr stark vom Donor-Akzeptor Abstand abhangig
ist, kann eine Anderung des mittleren Abstandes von Akzeptor und Donor durch
Anderung des (la/lp)-Wertes detektiert werden (Cardullo, 2007).(Schromm et
al., 1996a)

Theorie

Im Zusammenhang mit Selbstausloschungs-Effekten (Quenching) von
Fluorophoren erkannte Jean Perrin Anfang des 20. Jahrhunderts, dass ein
angeregter Fluorophor seine Anregungsenergie auf ein nah benachbartes
Molekul durch Wechselwirkung zwischen oszillierenden Dipolen Ubertragen
kann. Es findet jedoch kein Energietransfer statt, wenn der angeregte Dipol
senkrecht zum empfangenden Dipol ist. Ist das benachbarte Molekul ebenfalls
ein Fluorophor, kann die Anregung zur Fluoreszenz flhren. Dieses
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quantenmechanische Verhalten findet im Nahfeld des angeregten Fluorophores
statt, also in einer Entfernung bis zu A/2n mit A als Wellenlange des freien
elektrischen Feldes, das mit der Frequenz des atomaren elektrischen Felds
schwingt. Dies sind meist Entfernungen bis ca. 10 nm.

Bei der Weiterentwicklung der Theorie machte Perrin jedoch einige Fehler.
1946 griff Theodor Forster, der sich mit Photosynthese beschaftigte, Perrins
Idee auf und entwickelte sie zu Ende. Dabei konnte er seine quanten-
mechanischen Herleitungen experimentell untermauern und zeigen, dass fur
die abstandsabhangige Energie-Transfer-Effizienz E zwischen einem einzelnem
Donor und einem einzelnen Akzeptor folgende Beziehung gilt:

(F14) Eper =77 mit R = Abstand Donor-Akzeptor
1+ R Ry = Forster Radius, entspricht dem
Abstand bei E = 0,5

Dabei bedeutet Errer = 1, dass die gesamte von Donor aufgenommene Energie
an den Akzeptor transferiert wurde. Durch die starke Abstandsabhangigkeit zur
sechsten Potenz kann innerhalb eines gewissen Langenbereiches bis etwa
10 nm eine Abstandsanderung zwischen Donor und Akzeptor sehr genau
detektiert werden.

Im Falle von Molekilen in komplexen Membranen hat sich aber gezeigt, dass
eine genaue Berechnung der FRET-Signale nicht moglich ist (Zimet et al.,
1995). Deshalb beschranken sich die Aussagen Uber einer Anderung der
Intensitaten der Signale in dieser Arbeit auf relative Anderungen und damit auf
relative Abstandsanderungen.

Experimentdurchflhrung

Die spektroskopischen Messungen zur Wirkung von Peptiden auf
farbstoffmarkierte LPS-Aggregate wurden am Fluorolog F1 T11 der Firma Spex
Instruments (Edison, NJ, USA) durchgefuhrt. Bei dem verwendeten
Spektrometer wird die Probe durch eine Quecksilberdampflampe mit einem
Wellenlangendiskriminator ausgeleuchtet. Senkrecht zur Anregung wird das
reflektierte oder emittierte Licht durch zwei Photomultiplier detektiert. Sowohl
Anregungsintensitat als auch die Intensitat des detektierten Signals lassen sich
durch mechanische Spaltblenden regulieren. Fiur die beschriebenen Versuche
wurden die Proben mit einer Wellenlange von 470 nm, der
Hauptanregungswellenlange von NBD, beleuchtet und die Intensitaten bei den
Wellenlangen 531 nm und 593 nm detektiert. Dies sind die
Emissionswellenlangen von NBD und Rh.

Far die Messungen wurden die mit NBD-PE oder Rh-PE markierten LPS-
Aggregate (3.5.) in PBS auf eine Konzentration von 10 uM verdinnt.
AnschlieBend wurden jeweils 500 pl der markierten LPS-Aggregate
zusammengegeben, so dass LPS-Aggregate mit einer Konzentration von
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10 uM vorlagen, wobei die eine Halfte mit einem FRET-Donor- und die andere
Halfte mit einem FRET-Akzeptor-Farbstoff markiert ist. Die Messungen wurden
bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Nachdem die Probe in den Strahlengang des Spektrometers gestellt wurde,
wurden die Intensitaten der detektierten Wellenlangen auf ein einheitliches
Niveau von 200.000 Ereignissen / s eingestellt. Dann wurde die Messung
gestartet und nach 100 s wurden 10 ul 0,3 mM Peptid (in Reinst-Wasser mit
0,01-%iger Essigsaure) dazutitriert. Damit lag ein LPS zu Peptid Verhaltnis von
1:0,3 vor. Dann wurde alle 50s durch Zugabe von 10 pl Peptidlosung
passender Konzentration das Verhaltnis auf 1:0,6, 1:1, 1:2 und nach 300 s auf
1:5 erhoht. Nach 400 s wurden die Messungen gestoppt.

Es wurden LPS-Aggregate aus R595-, R60- und R45-LPS gegen alle LL-32
Fragmente und gegen PMB und PMB-N gemessen. Zusatzlich wurde ein
Verdinnungseffekt durch die 10 yl Zugaben durch eine Kontrollmessung mit
Zugaben von 0,01%-iger Essigsaure uberpruft. Zur Unterscheidung von Peptid-
Aggregat- und Aggregat-Aggregat-Effekten wurden Messungen mit dem Peptid
FF-28 an nur mit einem Farbstoff markierten R45-LPS-Aggregaten
durchgefuhrt. Dies wird explizit im Kapitel 4 erlautert.

Hydrophobes Moment und hydrophober Winkel

Zur Berechnung des hydrophoben Moments der LL-32 Fragmente wurde ein
frei verfuigbares Programm (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel) verwendet.

Das hydrophobe Moment des Peptids ist die Vektorsumme der hydrophoben
Momente der Aminosauren. Der Betrag des hydrophoben Moments der
einzelnen AS beruht auf experimentellen Werten fur die Anderung der
Gibb’schen Freien Energie bei Anderung der Umgebung von Wasser zu einer
ungeladenen Phospholipidmembran-Umgebung (z.B. fur die Aminosaure
Leucin ist AG = -2 345 + 167 J/mol bei dem Ubergang von Wasser zu POPC)
(Jacobs und White, 1989). Fiur die Berechnung der Vektorsumme wird jeder
Aminosaure eine Position auf einer idealen a-Helix zugeordnet. Dabei wurde
angenommen, dass zwischen zwei Aminosauren ein Winkel von 100° ist, also
zwischen 1. und i-ter AS ein Winkel von (i-1)*100° ist.

Damit ergibt sich das hydrophobe Moment u zu:

(F15) 1= (AG-cos((i—1)-100°)),(AG - sin((i — 1) 100°))

Fir viele Belange ist haufig auch nur der Betrag des hydrophoben Moments
von Interesse. Fur eine tiefergehende Beschreibung wird verwiesen auf:

(i) das Programm (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel),

(i) die Internet-Inhalte: (http://blanco.biomol.uci.edu/hydrophobicity scales.html)
(i) die Literatur (Schiffer und Edmundson, 1967; Kamtekar et al., 1993).
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die dramatisch  ansteigende  Anzahl an resistenten infektidsen
Bakterienstdmmen schrankt zunehmend die Wirksamkeit herkdmmlicher
Antibiotika ein. Neuartige Antibiotika mussen nicht nur bei den bereits
vorhandenen Resistenzen wirksam sein, sondern sollten auch keine neuen
Resistenzmechanismen induzieren oder zumindest die Bildung neuer
Resistenzen stark erschweren. Zusatzlich sollten sie in der Lage sein, die
Entstehung einer Sepsis durch freigesetztes LPS wirksam zu unterbinden, also
antiinflammatorisch sein.

Das antibakterielle Polymyxin B (PMB) wurde in dieser Arbeit als
Modellsubstanz flir ein membranaktives Peptid verwendet. LL-32, ein aktives
Fragmente des zum angeborenen Immunsystem gehdérenden humanen
Kathelizid hCAP18 (2.10.2.), kann aufgrund seiner antibakteriellen und
antiinflammatorischen Eigenschaften als Leitstruktur flr die Entwicklung neuer
Antibiotika dienen. Die Induktion einer Resistenz in Bakterien durch
membranaktive antibakterielle Peptide scheint fast unmoglich, bzw. extrem
erschwert zu sein (Perron et al., 2006).

Die auRere Schicht der aulieren Membran Gram-negativer Bakterien wird durch
LPS gebildet (2.2.). Werden die Bakterien durch membranaktive Peptide
abgetotet, wird LPS freigesetzt. Freies LPS kann im Blutkreislauf das fatale
inflammatorische Syndrom Sepsis auslésen (2.1.). Verschiedene Peptide
konnen freies LPS neutralisieren. Damit ist die Interaktion von Peptiden mit LPS
sowohl fur deren antibakterielle als auch fur deren antiinflammatorische Aktivitat
von entscheidender Bedeutung. Die Struktur-Wirkungsbeziehungen zwischen
LPS und den membranaktiven Peptiden PMB und LL-32 wurde in dieser Arbeit
mithilfe biologischer und physikalischer Methoden charakterisiert.

In diesem Kapitel der Arbeit werden zunachst die Ergebnisse der in Kapitel 3
beschriebenen Versuche dargestellt und interpretiert. Zuerst wird eine, in dieser
Form bisher nicht verwendete, auf dem Effekt des Forster Resonanz Energie
Transfer (FRET-Effekt) basierende  spektroskopische Methode als
Verstandnissgrundlage fur die im weiteren Verlauf prasentierten Ergebnisse
vorgestellt.

Dann werden die Daten zur Wechselwirkung von LPS mit dem Peptid PMB
dargestellt und anschlieRend interpretiert. Dazu wurde die Bindung und
Insertion an, bzw. in eine LPS-Schicht in Abhangigkeit von der LPS-
Glycostruktur fur PMB und Vergleichssubstanzen durch Zeta-Potential-
Messungen untersucht. Die Auswirkung der Bindung und Insertion auf LPS-
Aggregate wurde durch Messung der Aggregatgrole und durch einen
spektroskopischen FRET-Assay beschrieben. Zur Uberprifung des LPS-
Modellsystems wurde die Abhangigkeit des Zeta-Potentials von Bakterien von
der Peptidkonzentration mit den Messungen an aus entsprechenden LPS
rekonstituierten Modellmembranen verglichen (4.2.1.2.). Aus den gewonnenen
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Erkenntnissen wurden Ruckschlisse auf die Glycostrukturabhangigkeit des in
der Literatur vorgeschlagenen Detergens-Wirkmodells gezogen. Auflerdem
werden die Erkenntnisse fur eine allgemeine Diskussion der Wirkmechanismen
von membranaktiven Peptiden fir deren antibakterielle, antiinflammatorische
und zytotoxische Aktivitat im Kapitel 4.5. verwendet.

Im dritten Teil werden die Ergebnisse der Messungen mit dem Peptid LL-32 und
seinen Fragmenten dargestellt und im Anschlul® diskutiert. Aus der
mikrobiologischen Charakterisierung der antibakteriellen, antiinflammatorischen
und zytotoxischen Aktivitat von verschiedenen Fragmenten von LL-32 (4.3.1.1)
kann die Bedeutung einzelner Aminosaurecluster fur die Aktivitat von LL-32
abgeleitet werden. Mit diesen Erkenntnissen konnte LL-32 nun in Hinblick auf
eine medizinische Nutzung optimiert werden. Desweiteren konnte durch die
Bestimmung physikalischer MessgroRen, wie z.B. dem Zeta-Potential von
Modellmembranen und Bakterien, Ruckschlusse auf die Wirkmechanismen der
antibakteriellen und antiinflammatorischen Aktivitdt gezogen werden. Dabei
wurde auch die im ersten Abschnitt dieses Kapitels vorgestellte, auf dem FRET-
Effekt basierende, spektroskopische Methode verwendet. Diese erlaubt
Aussagen zur Wirkung von LL-32 auf die Interaktion der LPS-Aggregate
untereinander. Aullerdem wurden Messungen zur Bindung von LL-32 an
Bakterien und zur Lasionsbildung in deren Zellhulle durchgeflhrt.

Im letzten Teil werden Messungen zu einer mdglichen Tumorspezifitat von LL-
32 prasentiert und diskutiert. Durch Zeta-Potential-Messungen wurde die
Ladungsabhangigkeit der Bindung von LL-32 an Zellmembranmodellen aus
Phospholipiden, welche die zellulare Membran bilden, bestimmt. Da
tumorbildende Zellen einen erhohten Anteil in der aulleren Schicht der
Zellmembran an negativ geladenen Phospholipiden prasentieren sollen
(Schroder-Borm et al.,, 2005) kénnte die ladungsspezifische Interaktion die
gemessene antitumorale Aktivitdt von LL-32 zur Folge haben. Die mdogliche
tumorspezifische Bindung von LL-32 wurde an zwei Modellzelllinien (3.6.3.),
wovon eine eine tumorbildende ist, Uberprift. Der Bindungsort von LL-32 an
den Zellen wurde ebenso bestimmt, wie die Fahigkeit von LL-32 Lasionen in der
Zellmembran zu indzieren. Aus den Erkenntnissen wurden Aussagen zum
antitumoralen Wirkmechanismus von LL-32 gewonnen.

Eine zusammenfassende Diskussion aller Erkenntnisse fur maogliche
Wirkmechanismen der verschiedenen biologischen  Aktivitaten von
membranaktiven Peptiden folgt in der abschlieRenden Gesamtdiskussion.

FRET-Spektroskopie zur Bestimmung von Aggregat-Aggregat
Interaktionen

Mit Hilfe einer auf dem FRET-Effekt basierenden spektroskopischen Methode
(3.8.5.) wurden die Auswirkungen der Peptide auf Aggregat-Aggregat
Interaktionen untersucht. Durch Messungen der LPS-AggregatgroRe in
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Abhangigkeit von der Peptidkonzentration im Rahmen dieser Arbeit (4.2.2.3.
und 4.3.1.3.) konnte gezeigt werden, dass einige Peptide eine Vergrolierung
der Aggregate bewirken. Um zu unterscheiden, ob es sich dabei um Bindungs-
oder Einbaueffekte der Peptide an bzw. in die Aggregate, oder durch eine
Peptid-induzierte Interaktionen der Aggregate untereinander handelt, wurde
eine spektroskopische Methode entwickelt, die auf dem FRET-Effekt basiert.
Als Aggregat-Aggregat Interaktion wird in dieser Arbeit eine Aggregation oder
Fusion der Aggregate untereinander verstanden. Diese kdnnen von Peptiden
induziert werden, z.B. durch Reduzierung des Zeta-Potentials und der damit
reduzierten elektrostatischen Abstollung der Aggregate untereinander. Die
Intensitaten auf der Emissionswellenlange des Donors werden als
Donorintensitat bzw. Donorsignal bezeichnet und die Intensitaten auf der
Emissionswellenlange des  Akzeptors  werden entsprechend als
Akzeptorintensitat bzw. Akzeptorsignal bezeichnet.

Bei den Versuchen wurden die durch jede der funf 10 pl Zugaben
unterschiedlicher  Peptidkonzentration bewirkten Anderungen als die
Anderungen des Verhéltnisses der Akzeptor- zur Donorintensitaten (A(Ia/lp))
berechnet. Dieser Wert ist ein MaR furr die Anderung der mittleren Abstéande der
beiden eingesetzten Fluorophore. Dabei wurde jeweils der (Ia/lp)-Wert der
letzten Sekunde vor der nachsten Zugabe von dem (la/lp)-Wert eine Sekunde
vor der erfolgten Zugabe abgezogen. Aus diesen Werten lassen sich Aussagen
uber eine Peptid-induzierte Fusionierung von Aggregaten ableiten wie im
Folgenden dargestellt wird.

Da die FRET-Spektroskopie, so wie in dieser Arbeit verwendet, nach Wissen
des Autors in der Literatur noch nicht beschrieben ist und auch in der
Arbeitsgruppe Biophysik  vorher nicht verwendet wurde, wird vor der
Prasentation der Ergebnisse eine Interpretation der mit dieser Methode
erzielten Ergebnisse dargelegt.

Die Auswirkungen von Peptiden auf Aggregat-Aggregat Interaktionen wurden
mit Hilfe des FRET-Effektes zweier Fluorophore beschrieben (3.8.6.). Der
extern angeregte Donor, NBD, kann die Anregungsenergie strahlungslos an
einen eng benachbarten Akzeptor, Rh, weitergeben, was dazu fuhrt, dass der
Akzeptor anstelle des Donors ein Lichtquant abgeben kann, also fluoresziert.
Das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten von Akzeptor zu Donor ist damit ein
Mal fur die Nahe der Fluorophore. In dem verwendeten Versuchsablauf sind
Lipid-gekoppelter Donor und Akzeptor getrennt auf LPS-Aggregaten
angeordnet und damit in groBem rdumlichen Abstand. Eine Anderung der
Intensitdt von Akzeptor zu Donor kann Aussagen Uber eine Anderung der
durchschnittlichen Abstande erlauben. Aggregieren die Aggregate, so sind die
beiden Fluorophore an den Kontaktstellen nahe aneinander. Bei einer Fusion
wulrden Aggregate miteinander verschmelzen und die Fluorophore waren
gleichverteilt im entstehenden Aggregat. Dabei waren die mittleren Abstande
aufgrund der gewahlten Konzentration ebenfalls gering. Die daraus
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resultierenden Anderungen der Fluoreszenzintensititen von Donor und
Akzeptor werden jedoch Uberlagert von Signalanderungen, die durch Interaktion
von dem Peptid mit einzelnen Aggregaten hervorgerufen werden, und durch
Verdinnungseffekte aufgrund einer Volumenzugabe und der daraus
resultierenden geringeren Konzentration im Messvolumen. Wie im Folgenden
anhand von Kontrollmessungen gezeigt, lassen sich diese verschiedenen
Effekte jedoch teilweise unterscheiden.

Um die Peptid-Aggregat-Wechselwirkung von der zu bestimmenden Aggregat-
Aggregat-Wechselwirkung zu unterscheiden, wurde die Wirkung einiger der
verwendeten Peptide auf mit nur einem Farbstoff markierte LPS-Aggregate
untersucht und beispielhaft in Abb. 19 fur das Peptid FF-28 und R45-LPS-
Aggregate dargestellt. Die Auswirkungen der Zugaben auf doppelmarkierte
R45-LPS-Aggregate sind zum Vergleich ebenfalls in derselben Abbildung
prasentiert. Fur das Verstandnis der Interpretation ist diese Abbildung jedoch
nur eingeschrankt zu gebrauchen, da FF-28 nur positive Anderungen des
(Ia/lp)-Wert erzeugt. Deshalb werden in Abb. 20 zusatzlich die Auswirkung von
SK-24 Zugaben auf doppelmarkierte Aggregate aus R60-LPS und die dadurch
entstehenden A(la/lp)-Werte dargestellt. In Abb. 21 sind die ebenfalls fir die
Interpretation bendtigen A(la/lp)-Werte der 10 pl Zugaben von 0,01%
Essigsaure (Verdunnungskontrolle) angegeben. Die Gerateeinstellungen aller
Messungen waren identisch.

A) FF-28 und einzelmarkierte B) FF-28 und doppeltmarkierte
R45-LPS-Aggregate R45-LPS-Aggregate
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Abbildung 19: Donor- und Akzeptorintensitdt von nur mit Donor- oder Akzeptor-
markierten (A) R45-LPS-Aggregaten (10 uM in PBS) oder mit 50%
Donor-markierten und 50% Akzeptor-markierten (B), im Folgenden als
Doppeltmarkiert bezeichnet)) R45-LPS-Aggregaten in Abhingigkeit von
fiinf 10 pl Zugaben ,,a* bis ,,e” des in 0,01%-iger Essigsdure gelosten
Peptids FF-28, die das molare Peptid- zu LPS-Verhiltnis von 0 auf 0,3,
0,6, 1, 2 und 5 zu 1 schrittweise erhohen.
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Abbildung 20: A) Zeitlicher Verlauf der Akzeptor- und Donorintensitit von zwei
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Messungen zum Einfluss von SK-24 auf R60-LPS-Aggregate. Ebenfalls
eingezeichnet ist der Verlauf des Verhéltnisses von Akzeptor- zu
Donorintensitét I»/Ip; die zugehdrige Ordinate ist die rechte. Gemessen
wird an fluoreszenzmarkiertem LPS, wobei 50% der Aggregate mit dem
FRET-Donor NBD-PE, die anderen mit dem FRET-Akzeptor Rh-PE
markiert ist.

B) Anderung des Verhiltnisses von Akzeptor- zu Donorintensitit
A(Io/Ip) bewirkt durch die Zugaben ,,a* bis ,,e“. Aus den I»/Ip-Werten
aus A) wurden die von den jeweiligen Zugaben erzielten Anderungen
berechnet. Dabei wurde jeweils der Wert der letzten Sekunde vor der
nichsten Zugabe von dem Wert eine Sekunde vor der erfolgten Zugabe
abgezogen.
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Abbildung 21: A) Zeitlicher Verlauf der Akzeptor- und Donorintensitit von zwei

Messungen zum Einfluss der 10 ul 0,01%-iger Essigsdure auf R595-
LPS-Aggregate. [Ebenfalls eingezeichnet ist der Verlauf des
Verhéltnisses von Akzeptor- zu Donorintensitit [/Ip; die zugehorige
Ordinate ist die rechte. Gemessen wird an fluoreszenzmarkiertem LPS,
wobei 50% der Aggregate mit dem FRET-Donor NBD-PE, die anderen
mit dem FRET-Akzeptor Rh-PE markiert ist. Die Versuchsdurchfiihrung
ist in 3.8.5. beschrieben.
B) Anderung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen von
Akzeptor zu Donor A(Ia/Ip) in Abhidngigkeit der Zugaben von 10 pl
0,01%-iger Essigsdure zu Aggregaten aus dem LPS der Stimme R595,
R60 und R45.

Bei den Messungen nur mit Donormarkierung in Abb. 19 A) ist das Donorsignal
genauso hoch wie bei den doppeltmarkierten LPS-Aggregaten in Abb. 19 B).
Das Akzeptorsignal ist, obwohl kein Akzeptorfarbstoff vorliegt, groRer als 50%
des Akzeptorsignals mit Doppelmarkierung. Bei den Messungen nur mit
Akzeptormarkierung ist deren Donorsignal aul3erst gering, das Akzeptorsignal
betragt keine 50% des Akzeptorsignals der doppeltmarkierten Aggregate. Die
Addition der Akzeptorwerte der einzelmarkierten Aggregate liefert den
Akzeptorwert der doppeltmarkierten Aggregate. Entsprechendes gilt ebenso fur
die Donorintensitaten.

Am Beispiel des Fragments FF-28 sei im Folgenden der Versuchsablauf
exemplarisch dargestellt.

Die Zugabe von FF-28 bewirkt bei den einzelmarkierten LPS-Aggregaten eine
Zunahme aller Intensitatswerte, wobei die Anderungen durch die ersten beiden
Zugaben nicht so stark ausfielen. Bei den donormarkierten Aggregaten kam es
zu einem relativ groBeren Anstieg der Intensitaten. Die durch Peptidzugabe
ausgeldste Anderung von I (nur mit dem Akzeptor markiert) / I (nur mit dem
Donor markiert) betrug ungefahr -0,15.
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In Abbildung 20A ist der zeitliche Verlauf der Akzeptor- und Donorintensitat von
doppeltmarkierten R60-LPS-Aggregaten und Zugaben vom Peptid SK-24 als
Beispiel fur diese Art von Messung dargestellt. SK-24 wurde deshalb
ausgewahlt, weil es sowohl positive als auch negative Anderungen erzeugt.
Durch jede der funf SK-24 Zugaben wird Ia/lp geéndert. Die Fehler sind
Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen resultierend aus den in Abb. 20A
dargestellten Messungen.

Mit Zugabe ,a“ 100 s nach Messbeginn wird das Verhaltnis von SK-24 und R60-
LPS auf 0,3 zu 1 eingestellt. Beide Einzelintensitaten steigen an, aber da die
Intensitat des direkt angeregten FRET-Donors NBD starker ansteigt als die des
FRET-Akzeptors Rh, sinkt Ia/lp. Damit ist der zur Zugabe ,a“ gehdrige
A(la/lp)(a)-Wert negativ. Er wurde aus dem la/lp-Wert der letzten Sekunde vor
der folgenden Zugabe ,b“ und dem I/Ip-Wert eine Sekunde vor der erfolgten
Zugabe ,a“ berechnet. 150 s nach Messstart wird durch Zugabe ,b“ das SK-24
zu R60-LPS Verhaltnis in der Messkuvette auf 0,6 eingestellt. Dadurch steigen
beide Signale weiter an und Ia/Ip-Wert sinkt weiter ab. Nach der Zugabe ,c“, die
das Verhaltnis auf 1 erhoht, steigen wieder beide Einzelintensitaten, aber
diesmal steigt die Akzeptorintensitat starker als die vom Donor an, was deshalb
zu einem erhohten la/lp-Wert und damit auch zu einem positiven A(la/lp)-Wert
fuhrt. Bei der Zugabe ,d“ (Verhaltnis 2) nach 250 s steigt das Akzeptorsignal im
Vergleich zu dem des Donors noch starker an, was folglich zu einem erhdhten
A(la/lp)-Wert fuhrt. Durch die letzte Zugabe ,e“ nach 300 s wird das Peptid zu
LPS Verhaltnis auf 5 erhoht, was dazu fuhrt das beide Signale leicht abfallen.
Da das Akzeptorsignal dabei anteilig starker abfallt, ist der A(Ia/lp)-Wert negativ.

Die in Abb. 21 dargestellte Verdunnungskontrolle zeigt, dass die Zugabe der
10 ul 0,01% Essigsaure kaum Auswirkung auf den A(la/lp)-Wert hat. Die
niedrigen A(la/lp)-Werte konnen durch eine leicht verringerte FRET-Effizienz
aufgrund der héheren mittleren Abstande der um 1% niedrigeren Konzentration
der Aggregate nach der Zugabe erklart werden. Der betragsmalig maximale
A(la/lp)-Wert der dabei auftrat betrug -0,0086 und der maximale Fehler aller drei
Doppelmessungen betrug 0,0506. Damit hat die Zugabe von 10 ul 0,01%
Essigsaure auf die Messungen der Peptidwirkung einen nur sehr geringen
Einfluss und der Hauptanteil der beobachteten Anderungen wird durch das
Peptid verursacht.

Die dargestellten Effekten der Peptidzugabe auf die jeweils mit einem der
beiden Farbstoffe markierten Aggregate werden im Folgenden mithilfe der
Effekte der Peptidzugaben auf die nur mit einem Farbstoff markierten
Aggregate interpretiert.
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Interpretation des spektroskopischen FRET-Assays

In Abb. 19 A) sind Kontrollmessungen mit dem Peptid FF-28 und
einzelmarkiertem LPS dargestellt. Es ist aus der Graphik ersichtlich, dass das
Peptid einen Einfluss auf die einzelmarkierten Aggregate besitzt, die zu
Anderungen der Donor- und Akzeptorintensitat fihren. Da Aussagen Uber den
Einfluss des Peptides auf die Wechselwirkung zwischen Aggregaten getroffen
werden sollen, muss sichergestellt sein, dass sich die verschiedenen
Signalanderungen aufgrund der Wechselwirkung der Aggregate miteinander
von den Signalanderungen aufgrund der Wechselwirkung des Peptids mit den
Aggregaten trennen lasst. Die Wirkung des Peptides auf die getrennt
markierten Aggregate andert den mittleren Abstand von Akzeptor zu Donor
nicht, aber die Einzelsignale von Akzeptor und Donor konnen z.B. durch
Quenching- oder Dequenching-Effekte geandert werden. Wenn die getrennt
markierten Aggregate miteinander fusionieren oder aggregieren, andert sich der
mittlere Abstand und damit auch die FRET-Effizienz. Die Peptidzugaben auf die
einzelmarkierten LPS-Aggregate bewirkten alle einer Steigerung der Donor-
und Akzeptorsignale. Damit kann es sich nur um Dequenching-Effekte und nicht
um Quenching-Effekte handeln.

Die bei der Messung ausschliel3lich mit Donormarkierung entstandene hohe
Intensitat auf der Emmisionswellenlange des Akzeptors, lasst sich dadurch
deuten, dass der direkt angeregte Donor NBD ein so breites
Emissionsspektrum besitzt, so dass auch eine Intensitat bei der
Emissionswellenlange des Akzeptors gemessen wird. Auch inelastisch
gestreutes Licht konnte einen Beitrag zu diesem Signal leisten. Die
Signalverlaufe waren identisch.

Bei den Messungen, bei denen nur die Akzeptormarkierung verwendet wurde,
traten bei direkter Anregung des Donors wie erwartet weit geringere
Intensitaten sowohl bei der Emissionswellenlange des Donors als auch der des
Akzeptors auf. Die gemessene Intensitat auf der eigentlichen
Emissionswellenlange des Akzeptors kann dadurch zustande kommen, dass
der Akzeptor zu einem gewissen Anteil auch durch die Anregungswellenlange
des Donors angeregt wird, da der Farbstoff ein relativ breites
Anregungsspektrum besitzt. Aus dem Vergleich der Intensitaten des Donors bei
reiner Akzeptormarkierung und der Akzeptorintensitat bei reiner
Donormarkierung kann geschlossen werden, dass es nicht nur Streulicht
sondern auch die Emission des jeweilis anderen Farbstoffes zu dieser Intensitat
beitragt. Bei der Doppeltmarkierung setzt sich das Donorsignal (Intensitat auf
der Emissionswellenlange des Donors) aus den beiden Donorsignalen der
Messungen an den einzelmarkierten LPS-Aggregaten zusammen. Dabei ist der
Beitrag von dem Donorsignal bei nur mit dem Donor markierten LPS-
Aggregaten grolder als der Beitrag des Donorsignals bei alleiniger Markierung
mit dem Akzeptor. Damit tragt der Donor bei getrennt mit Donor und Akzeptor
markierten Aggregaten starker zum Donorsignal bei als der Akzeptor selbst.
Auch ein wesentlicher Einfluss durch Anregung des Akzeptors durch emittiertes
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Licht des Donors kann durch diesen Vergleich ausgeschlossen werden ebenso
wie ein wesentlicher Einfluss von Streulicht auf das Signal, da ansonsten die
Addition der Einzelsignale ein um den Streulichtanteil, bzw. den Anteil durch
NBD-Fluoreszenz, erhohte Intensitat ergeben musste. Da das Akzeptorsignal
der doppelmarkierten Aggregate ungefahr so hoch ist wie die Addition der
Akzeptorsignale der einzelmarkierten Aggregate, gibt es nahezu keinen FRET-
Effekt zwischen den getrennt markierten Aggregaten.

Durch den Peptideinfluss auf die Aggregate kommt es bei dem Donorsignal von
nur Donormarkiertem LPS zu einem groleren Zuwachs als bei dem
Akzeptorsignal bei nur Akzeptormarkiertem LPS. Daraus wird der Schluss
gezogen, dass ein Dequenching-Effekt bei dem Donor NBD starker als bei dem
Akzeptor Rh zum Tragen kommt. Folglich ist die durch Peptidzugabe
ausgeldste Anderung des |a/lp-Wertes negativ (bis ungeféahr -0,15), wenn es nur
zu einer Peptid-Aggregat-Interaktion kommt ohne einen FRET-Effekt. Wenn
sich also ein Peptid in Aggregate einbaut ohne eine Aggregat-Aggregat
Interaktion zu bewirken, kommt es zu einem Dequenching-Effekt, wie an den
Messungen mit einzelmarkierten LPS-Aggregaten gezeigt wurde. Da dieser fur
die beiden Fluorophore unterschiedlich ausfallt, erzeugt eine Insertion einen
negative Anderung von Ia/lp.

Interpretation des A(la/lp)-Wert

Ein negativer A(la/lp)-Wert kann dadurch enstehen, dass:
i) Ia durch die Zugabe abfallt, wahrend Ip ansteigt oder gleich bleibt
ii) 1a starker als Ip abfallt
iii) |a ansteigt oder gleich bleibt, wahrend Ip starker ansteigt.

Die drei Méglichkeiten lassen sich durch folgende Uberlegungen interpretieren:
i) Bei ansteigendem Ip-Wert lasst sich dieses Verhalten mit einer Verringerung
der FRET-Effizenz erklaren. Da diese jedoch bei getrennt markierten LPS-
Aggregarten sehr gering ist, wurde dies allenfalls einen sehr geringen negativen
Wert erklaren. Wenn die Aggregate fusioniert sein sollten, also aufgrund der
Vermischung der ehemals getrennt vorliegenden Fluorophore eine gewisse
FRET-Effizienz vorliegen, ist kein Verhalten denkbar, dass zu einer
Verringerung der FRET-Effizienz fihrt. Damit wird diese Moglichkeit
ausgeschlossen. Das Verhalten, auch bei gleich bleibendem Ip-Wert, lasst sich
durch eine Uberlagerung des Verdiinnungseffekts mit einem Dequenching-
Effekt erklaren. In dem Fall ist der Dequenching-Effekt beim Donor starker als
der Verdunnungseffekt, beim Akzeptor Uberwiegt aber der Verdlinnungseffekt
den Dequenching-Effekt, der wie hergeleitet beim Akzeptor nicht so stark
ausgepragt ist wie beim Donor. Damit ware auch der A(la/lp)-Wert sehr gering
negativ bei einem leichten Dequenching-Effekt.

ii) Dies lasst sich als ein verringernder Verdunnungseffekt (da gleichzeitig die
FRET-Effizienz leicht herabgesetzt wird, sinkt Akzeptorsignal starker als das
Donorsignal, siehe unten) interpretieren, allerdings nur bei geringen negativen
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A(la/lp)-Wert (~0,01, entsprechend der reinen Verdunnung). Ist der A(la/lp)-Wert
negativer, ist entweder die FRET-Effizienz gesunken, was nur durch einen
Verdinnungseffekt erklart werden kann, oder durch Uberlagerung von
Verdinnungs- und Dequenching-Effekts sinkt der Donorwert nicht so stark wie
der Akzeptorwert. Dabei ware wiederum der Dequenching-Effekt sehr gering.

iii) Dies wird durch den unterschiedlich starken Dequenching-Effekt interpretiert,
der bei NBD und Rh vorliegt. Dieser Effekt wird eventuell von einem leichten
Anstieg der FRET-Intensitat Uberlagert. Wenn I gleich bleibt, kompensiert der
Dequenching-Effekt bei Rh den Verdunnungseffekt. Da dieser recht gering ist,
muld davon ausgegangen werden, dass zusatzlich keine wesentliche
Verbesserung der FRET-Effizienz vorliegt. Steigt I mit an, kann eine
Uberlagerung des Dequenching-Effekts mit einer Verbesserung der FRET-
Effizienz vorliegen. Dieser wirde den Betrag des negativen A(la/lp)-Wert
senken, daher wird bei negativen A(la/lp)-Wert mit relativ hohem Betrag davon
ausgegangen, dass keine wesentliche Verbesserung der FRET-Effizienz
vorliegt, da durch den Dequenching-Effekt alleine ein minimaler A(la/lp)-Wert
von ca. -0,15 vorlag.

Damit liegt bei negativen A(lp/lp)-Wert in keinem Fall eine wesentliche
Verbesserung der FRET-Effizienz vor, aber insbesondere bei relativ hohen
Betragen des negativen A(la/lp)-Wertes ein Dequenching-Effekt, also ein
Einbau der Peptide in die LPS-Matrix.

Ein positiver A(la/lp)-Wert kann dadurch entstehen, dass:

i) Ia durch die Zugabe ansteigt, wahrend Ip abfallt oder gleich bleibt

ii) 1a starker als Ip ansteigt

iii) |a abfallt oder gleich bleibt, wahrend Ip starker abfallt.

Der geringe Verdinnungseffekt wird jeweils durch die beschriebenen Effekte
uberkompensiert.

i) Dieses Verhalten lasst sich durch eine verbesserte FRET-Effizienz erklaren,
welche Ipn ansteigen und Ip abfallen lasst. Ist Ip durch die Peptidzugaben
gleichgeblieben, so liegt noch eine Uberlagerung mit einem Dequenching-Effekt
vor.

i) Dies wird durch eine verbesserte FRET-Effizienz mit einem Uberlagerten
starken Dequenching-Effekt, der die Ip senkende Wirkung der verbesserten
FRET-Effizienz Uberkompensiert, interpretiert.

i) Ein solches Verhalten kann bei getrennt markierten Aggregaten nicht erklart
werden und trat auch nicht auf.

In allen Fallen bedeutet also ein positiver A(la/lp)-Wert, dass eine Verbesserung
der FRET-Effizienz vorlag.

Sollten die Aggregate miteinander fusionieren, so wurden mit beiden
Farbstoffen markierte Aggregate vorliegen. In diesem Fall andert z.B. auch ein
Einbau des Peptides durch VergroRerung des mittleren Abstandes von
Akzeptor und Donor deren Intensitatsverhaltnis, was zu einem negativen
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A(la/lp)-Wert fihrt. Dann kann nicht mehr in derselben Weise zwischen Peptid-
Aggregat-Wechselwirkung und Aggregat-Aggregat-Wechselwirkung
unterschieden werden.

Damit wird der spektroskopische FRET-Assay folgendermalRen gedeutet: bis
zum ersten positiven A(la/lp)-Wert werden negative A(la/lp)-Werte als Einbau
des Peptids in die Aggregate gedeutet. Je starker, bzw. je mehr Peptid sich
einbaut, desto negativer ist der A(la/lp)-Wert. Der erste positive A(la/lp)-Wert
wird als Fusionierung oder Aggregation der Aggregate interpretiert. Dabei
musste es jedoch bei einer Fusion zu einem wesentlich groRerem positiven
A(la/lp)-Wert kommen. Wie spater erlautert, zeigt sich aber durch
Groflenmessungen an Aggregaten (4.2.1.3. und 4.3.1.3.), dass die Aggregation
der LPS-Aggregate zu keinem positiven A(la/lp)-Wert fuhrt. Daher kann ein
positiver A(lp/lp)-Wert als eine Fusion der Aggregate interpretiert werden.
Negative A(la/lp)-Werte nach positiven A(la/lp)-Werte werden als Einbau des
Peptids in fusionierte Aggregate interpretiert.

Interaktion von PMB mit LPS

Das kationische membranaktive Decapeptid Polymyxin B (PMB), ein
Stoffwechselprodukt des Gram-positiven Bakteriums Bacillus polymyxa, ist
aufgrund eines Fettsaurerestes amphiphil und wirkt antibakteriell gegen Gram-
negative  Bakterienstamme. AulRerdem besitzt das Peptid eine
antiinflammatorische Aktivitat bei einer LPS-induzierten Sepsis (Baldwin et al.,
1991; Jiang et al., 2004; Ciornei et al., 2006). Aufgrund einer hohen Anzahl an
bisherigen Untersuchungen und teilweisem Einsatz als Standardsubstanz fur
die Untersuchung antibakterieller Wirkung, wird es in dieser Arbeit als
Modellsubstanz fur die Interaktion von membranaktiven Peptiden und
bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS) eingesetzt.

Der Einfluss der LPS-Struktur (2.3.) auf die PMB-LPS Interaktion wurde mit
biologischen und physikalischen Methoden sowohl an Bakterien als auch an
rekonstituierten Modellmembranen aus  aufgereinigtem LPS  der
entsprechenden Stamme (Tab. 4) charakterisiert. Es wurde auch ein inaktives
Derivat (Polymyxin B Nonapeptid (PMBN), 2.10.1.)) und drei Detergentien (3.1.)
als Vergleichssubstanzen eingesetzt, um Ruckschlisse auf den
vorgeschlagenen Detergensmechanismus (2.11.4.) fur die antibakterielle
Wirkung von PMB in Abhangigkeit unterschiedlicher LPS-Kernoligosaccharide
(im Folgenden kurz als LPS-Glycostruktur bezeichnet) ziehen zu kénnen.

Mit biologischen Tests wurden die antibakteriellen Aktivitaten von drei
Detergentien an verschiedenen S. minnesota —-Stadmmen, die LPS mit
unterschiedlicher Glykostruktur bilden, bestimmt. Fur die Struktur-Abhangigkeit
der Bindung von PMB an LPS-Modellmembranen wurde das Zeta-Potential von
verschiedenen LPS-Aggregaten in Abhangigkeit des PMB : LPS —Verhaltnisses
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gemessen. Zusatzlich wurde an denselben Proben der Einfluss von PMB auf
die GroRe der Aggregate bestimmt. Beide Methoden wurden auch zur
Untersuchung der Wirkung von PMBN und einem Detergens auf LPS
angewandt. AuBerdem wurde mithilfe der in 3.8.5. beschriebenen FRET-
Spektroskopie die Auswirkung von PMB und PMBN auf die Interaktion von
LPS-Aggregaten untereinander untersucht. Zum Schluss wird die Eignung der
rekonstituierten Modellmembranen als Modell fir die PMB-Wirkung auf
Bakterien Uberprift. Dazu wurde das Zeta-Potential von Bakterien in
Abhangigkeit der PMB-Konzentration bestimmt und mit den Ergebnissen der
Messungen an LPS-Aggregaten verglichen.
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Ergebnisse

Die im Kapitel ,Material und Methoden® beschriebenen Versuche zur Interaktion
von PMB mit LPS werden in diesem Teil aufgeflhrt und in 4.2.2. diskutiert.

Antibakterielle Aktivitat von PMB und Detergentien

Zur Charakterisierung des Einflusses der LPS-Glycostruktur auf die
antibakterielle Aktivitat von Detergentien wurden die MHK (4.2.1.1.) von
verschiedenen Detergentien (3.1.) gegen die Bakterienstamme der
Glycostrukturreihe (siehe Tab. 3) wie in 3.7.1. angegeben bestimmt und in Tab.
4 angegeben. Die prasentierten Werte stammen aus mindestens drei
unabhangigen Doppelmessungen. Wiesen mindestens vier Werte die gleiche
Konzentration auf und maximal 2 der sechs Werte wichen um hdhstens eine
Verdinnungsstufe ab, wurde der Wert der vier gleichen Bestimmungen als
MHK  verwendet. @ Ansonsten wurde eine weitere unabhangige
Doppelbestimmung durchgefihrt. Bei der MHK von SDS gegen den S.
minnesota-Stamm RS schwankten die Werte zwischen den angegebenen. Im
Allgemeinen werden MHK-Unterschiede als signifikant betrachtet, wenn sie um
mindestens zwei Verdunnungsstufen auseinanderliegen. Da in den Versuchen
eine serielle 1 : 2 —Verdunnung vorgenommen wurde, sind hier MHK-Werte
signifikant unterschiedlich, die sich mindestens um den Faktor Vier
unterscheiden.

Die unter identischen Bedingungen bestimmten MHK-Werte von PMB gegen
die S. minnesota-Stamme sind ebenfalls dargestellt. Gegen den Stamm R45
besitzt PMB unter den in 3.7.1. beschriebenen Standardbedingungen eine MHK
von 50 uM.

Detergenzien

Stamm PMB / nM DTPPB/nM | DTMAB / uM SDS /%
S. min. R595 78 12,5 15,6 0,00078
S. min. R4 78 25 15,6 0,00078
S. min. R7 9,8 25 15,6 0,00078
S. min. Rz 78 50 125 0,00313
S. min. RS 49 12,5 7,8 0,00078 / 0,00156
S. min. R345 625 100 125 0,025
S. min. R60 156 100 250 0,025

Tabelle 4: MHK verschiedener Detergentien und PMB gegen die Bakterienstimme
der Glycostruktur-Gruppe. Die Detergentien DTPPB, DTMAB und SDS
sind in 3.1. beschrieben, PMB in 2.10.1. Die MHK wurde wie in 3.7.1.
beschrieben mit 10.000 Bakterien in 100 ul 20 mM HEPES-Puffer mit
10% LB-Medium bestimmt. Die Ergebnisse resultieren aus mindestens
drei unabhéngigen Doppelbestimmungen.
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Die MHK vom kationischen DTPPB ist mit zunehmender Lange der
Glycostruktur nahezu unverandert mit Ausnahme der MHK von R595 und R5,
die aber nicht signifikant abweichen. Da Rz eine hohere MHK als R7 aufweist
und die Stamme R345 und R60 sehr hohe MHK-Werte besitzen, scheint
zusatzliche negative Ladung in der Glycostruktur eine antibakterielle Wirkung
zu erschweren. Das ebenfalls positiv geladene DTMAB zeigt eine ahnliche
Wirkung. Die Lange der Glycostruktur scheint kaum einen Einfluss zu haben,
aber die MHK-Werte fur Bakterien mit zusatzlicher negativer Ladung in der
Kernregion (Rz, R345, R60) sind deutlich hoher als fur Bakterien ohne
zusatzliche Ladung in der Kernregion. Das anionische SDS besitzt ebenfalls bei
Bakterien mit Phosphatgruppen in der Kernregion eine deutlich erhdhte MHK
und ebenso wenig eine Abhangigkeit von der Glycostruktur wie die anderen
kationischen Detergentien. Das PMB-Analogon PMBN besitzt keine
ausgepragte antibakterielle Aktivitat (Viljanen und Vaara, 1984).

Im Gegensatz dazu besitzt die antibakterielle Aktivitat von PMB eine deutliche
Abhangigkeit von der LPS-Glycostruktur. Je langer die Glycostruktur des LPS,
desto aktiver ist PMB gegen die das LPS exprimierende Bakterien. Der
qualitative Einfluss der Ladungen ist derselbe wie bei den Detergentien.

Abhangigkeit des Zeta-Potentials von LPS-Aggregaten von der PMB-
Konzentration

Nachdem die Charakterisierung der biologischen Effekte von PMB und den
Detergentien auf die verschiedenen Bakterienstamme erfolgt war, sollten diese
durch physikalische Untersuchungen an rekonstituierten Modellmembranen aus
LPS der entsprechenden Stamme aufgeklart werden.

Es erscheint offensichtlich, dass flr die Interaktion kationischer Peptide mit
anionischen oder polaren Lipiden die Ladung einer Membran einen starken
Einfluss hat (Zasloff, 2002; Gutsmann et al., 2005). Eine unterschiedliche
Ladung der Lipide bewirkt ein unterschiedliches Gouy-Chapman-Potential der
Membran und kann dazu fuhren, dass sich ein Peptid besser oder Uberhaupt
erst an eine Membran anlagern kann (Gutsmann, 1997). Das Zeta-Potential,
eine messtechnisch gut zu erfassende GroRe, ist ein Mall fur das
Oberflachenpotential eines Aggregats in einem definierten Puffer (3.8.1.).
Dieses ist bei Aggregaten aus anionischen Lipiden stark negativ und andert
sich bei Bindung von kationischen Peptiden. Damit sind Aussagen uber die
Bindungsstarke von Peptiden an Aggregate aus LPS moglich.

Deshalb wurde die Auswirkung von PMB Zugaben auf das Zeta-Potential von
Aggregaten aus LPS der Glycostruktur-Gruppe bestimmt. Dies wurde ebenfalls
fur die Substanzen PMBN und DTPPB durchgefiuhrt. Die Ergebnisse sind in
Abb. 22 A) und B) dargestellt. Die farbliche Zuordnung der verwendeten LPS
der Glycostruktur-Gruppe ist, wie auch bei folgenden Abbildungen, der Legende
im unteren Teil der Darstellung zu entnehmen. Die dargestellten Werte sind die
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Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen aus zwei Messungen an
unabhangig praparierten Proben. Alle in dieser Arbeit durchgefuhrten Zeta-
Potential- und GroRen-Messungen an Aggregaten oder Vesikeln wurden in
einem Puffer mit 10 mM TRIS, 2 mM CsCl, pH = 7 bei 25°C durchgeflihrt. Die
LPS-Aggregate wurden am ZetaSizer Nano mit einer Konzentration von 2 uM in
Abhangigkeit von verschiedenen Wirkstoffen vermessen.
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Abbildung 22: A) Verlauf des Zeta-Potentials von Aggregaten aus verschiedenen LPS

tiber dem molaren Konzentrationsverhdltnis von PMB : LPS. Die
Messungen wurden wie beschrieben mit 2 pM LPS in 10 mM TRIS, 2
mM CsCl, pH =7, T = 25 °C durchgefiihrt. Die Werte sind Mittelwerte
mit ithren Standardabweichungen aus zwei unabhingigen Messungen.
Sie wurden mit sigmoidalen Kurven angefittet, die ebenfalls dargestellt
sind.
B) Abhéngigkeit des Zeta-Potentials von Aggregaten aus R595- und
R60-LPS von der Konzentration an PMBN bzw. des Detergens DTPPB.
Die Messungen wurden unter gleichen Bedingungen wie in A)
beschrieben durchgefiihrt. Die Werte sind ebenfalls Mittelwerte mit
ihren Standardabweichungen aus zwei unabhidngigen Messreihen
zusammen mit einer angefitteten sigmoidalen Kurve.

Wie aus Abb. 20 A) ersichtlich, sind die Zeta-Potentiale fur pures LPS stark
negativ und werden durch die Anwesenheit von PMB immer weniger negativ bis
das Potential sogar positiv wird. ersichtlich, Ab einem bestimmten PMB : LPS
Verhaltnis andert sich das Potential auch bei weiterer Peptid Zugabe nicht mehr
signifikant. Die Messwerte wurden mit einer sigmoidalen Kurve angefittet, da
diese der theoretischen Bindungskurve entspricht (David, 2004). Diese sind fur
alle LPS passend, nur die Anfangswerte, die aber auch einen sehr grol3en
Fehler aufweisen, liegen weit entfernt von den Kurven. Die Kurvenverlaufe
lassen, auch aufgrund der relativ groRen Fehler, kaum einen Unterschied
erkennen. Allenfalls sind bei molaren Konzentrationsverhaltnissen von PMB zu
LPS von 0,8 bis 2 Unterschiede in den Kurvenverlaufen von R595-, R345- und
R60-LPS zu den anderen LPS zu erkennen. Dies spiegelt sich auch darin
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wieder, dass die angefitteten Kurven dieser drei LPS ein Potential von 0 mV bei
einem molaren PMB zu LPS Verhaltnis von 1,74 bis 2 besitzen, wahrend die
restlichen LPS dies bei einem Verhaltnis von 1,16 bis 1,42 besitzen. Aullerdem
besitzt die Kure flir R60-LPS einen niedrigeren Sattigungswert, was sich auch
in den Sattigungswerten der sigmoidalen Fits zeigt. So besitzt R595-LPS mit
5,7 mV, R4-LPS mit 6,4 mV, R7-LSP mit 6,8 mV, Rz-LPS mit 4,5 mV, R5-LPS
mit 9,3 mV und R345-LPS mit sogar 16,0 mV ein hdoheres Sattigungspotential
als R60-LPS mit 3,5 mV.

Zum Vergleich der Wirkung von PMB mit anderen Substanzen wurde unter den
gleichen Bedingungen an R595- und R60-LPS die Abhangigkeit des Zeta-
Potentials vom molaren Verhaltnis von PMBN bzw. DTPPB zu LPS gemessen
und in Abb. 22 B) dargestellt. Aus zwei unabhangigen Messungen wurde der
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Die Mittelwerte wurden
ebenfalls mit einer sigmoidalen Kurve angefittet. Im Fall von R595-LPS-
Aggregaten und Zugabe von DTPPB ergibt sich ein ungewohnlicher
Kurvenverlauf.

Der allgemeine Kurvenverlauf ist ahnlich wie bei PMB, unterscheidet sich
jedoch in einigen Punkten. Die Reduzierung des Zeta-Potentials durch
steigende Substanzkonzentrationen ist im Vergleich zu den Messungen mit
PMB nicht so stark.

Aulerdem koénnen PMBN und DTPPB nur bei R595-LPS ein positives
Sattigungspotential von 3,8 mV bzw. 1,6 mV bewirken, bei R60-LPS betragt es
-1,2 mV bzw. -2,2 mV.

GrofRe von LPS-Aggregaten in Abhangigkeit von PMB, PMBN und DTPPB

Gebundene Peptide kdnnen Auswirkungen auf die Aggregatstruktur, bzw. deren
Uberstruktur besitzen. Um diese Auswirkungen von gebundenem PMB auf die
LPS-Aggregate in Abhangigkeit unterschiedlicher Glycostrukturen vom LPS
charakterisieren zu kénnen, wurde die GroRe von Aggregaten aus LPS der
Glycostruktur-Gruppe in Abhangigkeit des molaren Verhaltnis von PMB : LPS
bestimmt. Zum Vergleich der Auswirkungen unterschiedlicher Substanzen
wurde die GroRe der Aggregate aus R595- und R60-LPS in Abhangigkeit der
Konzentration von PMBN und DTPPB gemessen. Dies erfolgte, wie in 3.8.2.
beschrieben, mit dem ZetaSizer an denselben Proben an denen auch das Zeta-
Potential bestimmt wurde. Der Mittelwert und sein Fehler wurden aus zwei
unabhangigen Messungen bestimmt und in Abb. 23 A) und B) dargestellt.
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Abbildung 23: Halblogarithmische Darstellung der GroBBe von Aggregaten aus LPS der
Glycostruktur-Gruppe iiber dem molaren Konzentrationsverhéltnis von
PMB zu LPS (A) bzw. PMB oder DTPPB zu LPS (B) . Die Messungen
wurden an denselben Proben wie die Zeta-Potential-Messungen in Abb.
22 durchgefiihrt. Die Werte sind Mittelwerte mit ihren
Standardabweichungen als Fehler aus zwei unabhingig voneinander
préparierten Proben.

Wie aus Abb. 23 ersichtlich, besitzen alle reinen LPS-Aggregate eine Grolle
von einigen hundert nm. Sie werden mit zunehmendem PMB-Anteil grof3er bis
zu einem bestimmten Verhaltnis von PMB zu LPS und werden anschliefend
wieder kleiner. Es sind keine gravierenden Unterschiede oder Charakteristiken
in den Kurvenverlaufen zu erkennen. Der einzig erkennbare Unterschied
besteht zwischen den Aggregaten aus R595-, R345- und R60-LPS zu den
anderen in der Lage der Maxima. Die Grolde der Aggregate aus R595-, R345-
und R60-LPS besitzen ihren Maximalwert bei einem PMB zu LPS Verhaltnis
von ca. 1,2 und bleibt anschlieRend ungefahr gleich. Der Verlauf der Grof3e von
Aggregaten aus R4-, R7-, Rz- und R5-LPS besitzt bei einem PMB: LPS
Verhaltnis von 0,6 bis 0,8 ein erstes Maximum. Anschlielend nimmt die Grol3e
ab, R7-LPS besitzt noch ein ausgepragtes lokales Maximum bei einem
Verhaltnis von 1,6.

Auch bei den Messungen des Zeta-Potentials unterschieden sich die
Kurvenverlaufe von R595-, R345- und R60-LPS zu den anderen LPS darin,
dass bei den drei genannten LPS-Aggregaten das Zeta-Potential bei einem
molaren PMB : LPS Verhaltnis von 1,7 bis 2,0 vollstandig reduziert wurde, bei
den anderen im Bereich von 1,2 bis 1,4.

Unter dem Einfluss von PMBN und DTPPB (Abb. 23 B) werden die Aggregate
aus R595- und R60-LPS auch groler, allerdings wurden hohere
Konzentrationen als bei PMB bendtigt, um den gleichen Effekt zu erzielen. Die
R595-LPS-Aggregate haben bei einem molaren Konzentrationsverhaltnis von
PMBN, bzw. DTPPB : LPS von 1,4 ihre maximale Grol3e erreicht, die Aggregate
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aus R60-LPS bei einem Verhaltnis von 2,5. Im Anfangsbereich sind die Kurven
fur die unterschiedlichen LPS stark unterschiedlich, die vom R595-LPS ist
deutlich steiler als die vom R60-LPS. Der Endbereich beider Kurven hingegen
ist deutlich ahnlicher.

Damit ahneln sich die Kurvenverlaufe von Aggregaten aus gleichem LPS fur
PMBN und DTPPB fur das Zeta-Potential im Endverlauf und fur die
AggregatgroRen. Sie unterscheiden sich deutlich von den entsprechenden
Kurven fur PMB.

FRET-Spektroskopie

Um die Ursachen fir die beobachteten Grélkenanderungen der Aggregate
aufzuklaren, wurde eine auf dem FRET-Effekt basierende spektroskopische
Methode entwickelt und in 4.1. detailiert erklart und eine Interpretation
aufgezeigt.

Die Untersuchungen mit PMB und seinem Derivat PMBN wurde wie in 3.8.5.
beschrieben durchgeflihrt. Die ermittelten A(la/lp)-Werte der einzelnen Zugaben
fur Aggregate aus verschiedenen LPS sind in Abb. 24 dargestellt:

A) B)

04} 0.4f

02} 0.2}

A1)
A1)

02k apcde abcde abcde 02 abcde abcde abcede
-0,4 04
PMB PMBN
[PMB], : [LPS],=0,3/ 066,*’ 1 i.’d2 /5 [PMBN], : [LPS],,=0,3/ 056! 1 !% 15
B R595-LPS I R45-LPS B R595-LPS I R45-LPS
R60-LPS | R60-LPS

Abbildung 24: Anderung des Quotienten aus den Fluoreszenzintensitiiten des Akzeptors
und des Donors (A(Ia/Ip)) in Abhdngigkeit des molaren Verhéltnisses
von PMB (A) bzw. PMBN (B) zu LPS fiir Aggregate aus LPS der
Stamme R595, R60 und R45. Bei den in 3.8.5. beschriebenen Versuchen
wird an fluoreszenzmarkierten LPS-Aggregaten gemessen, wobei je die
Halfte der Aggregate mit dem FRET-Donor NBD-PE oder mit dem
FRET-Akzeptor Rh-PE markiert sind. Durch die Zugaben ,,a“ bis ,,e*
von jeweils 10 pl Peptid-Losung unterschiedlicher Konzentration wird
in der MeBkiivette ein schrittweiser Anstieg des molaren Verhéltnisses
von Peptid zu LPS erzielt. Aus den direkt gemessenen
Fluoreszenzintensitdten von Akzeptor und Donor wurden die durch die
einzelnen Zugaben ausgeldste Anderung des Verhiltnis von Akzeptor-
zu Donorintensitit berechnet, wie oberhalb dieser Abbildung
beschrieben.  Die = Werte  sind  Mittelwerte =~ mit  ihren
Standardabweichungen als Fehler resultierend aus zwei Messungen.
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Die PMB-Zugabe ,a“ zu R595-LPS-Aggregaten bewirkte einen negativen
A(la/lp)-Werte von ca. -0,07, Zugabe ,b“ einen nur sehr kleinen negativen
A(la/lp)-Wert. Die nachsten drei Zugaben erzeugen immer groler werdende
positive A(la/lp)-Werte (Zugabe ,d“: A(la/lp) = 0,27). Die PMB-Zugaben auf R60-
LPS bewirkten nur positive A(la/lp)-Werte, wobei die dritte mit A(la/lp) = 0,07 die
groRte Anderung bewirkte. Die PMB-bedingten Anderungen bei Zugabe auf
R45-LPS-Aggregate waren ebenfalls alle positiv, wobei die Zugabe ,b“ die
gréRte Anderung mit A(la/lp)= 0,18 ausléste. Die anderen Anderungen betrugen
ca. 0,05.

Die PMBN-Zugaben bewirkten ein ganz anderes Verhalten. Bei allen
eingesetzten LPS-Arten ergaben sich immer negative Anderungen des
Intensitatsverhaltnisses. Die Zugabe ,a“ bewirkte bei den jeweiligen LPS immer
die negativste Anderung, die folgenden Zugaben bewirkten betragsmaRig
immer kleinere Werte. Die Zugabe ,a“ bewirkte bei Aggregaten aus R595-LPS
einen A(la/lp)-Wert von -0,07, bei R60-Aggregaten betrug der entsprechende
Wert -0,13, bei R45-LPS -0,04. Bei R595-LPS anderten sich die A(la/lp)-Werte
ab der Zugabe ,c“ kaum noch und lag bei ca. —0,06. Bei R60-LPS nahmen mit
den weiteren Zugaben die Betrage der A(la/lp)-Werte immer weiter ab und
Zugabe ,e“ bewirkte nur noch einen A(la/lp)-Wert von ca. 0,006, der damit im
Bereich der durch Verdiinnung bewirkten Anderungen lag. Bei R45-LPS waren
die Anderungen vom Betrag kleiner als bei R595- oder R60-LPS. Ab Zugabe ,c*
anderten sich die A(la/lp)-Werte nicht mehr stark und betrugen fur Zugabe ,c*
ca. 0,007, far Zugabe ,d“ ca. 0,014 und fur Zugabe ,e“ ca. 0,006.

Zeta-Potential von R595- und R60-Bakterien in Abhangigkeit der PMB-
Konzentration

Nachdem Ergebnisse aus physikalischen Messungen zur Aufklarung
biologischer Phanomen vorgestellt wurden, wird die Aussagekraft der LPS-
Aggregate als Modellsystem uberpruft. Dazu wurden Zeta-Potential-Messungen
an Bakterien in Abhangigkeit der PMB-Konzentration durchgefuhrt und die
Ergebnisse mit denen aus den Messungen an den entsprechenden LPS-
Aggregaten verglichen.

Zur Bestimmung der Abhangigkeit der Bindung von PMB an Bakterien mit
unterschiedlicher LPS-Glycostruktur wurde das Zeta-Potential von Bakterien
der S. minnesota Stamme R595 und R60 in Abhangigkeit von der PMB-
Konzentration ermittelt und in Abb. 25 dargestellt. Die Messungen wurden an
Bakteriensuspensionen mit einer optischen Dichte von 0,04 bei 620 nm
durchgefuhrt. Dies entspricht einer Konzentration von 1,5x107 / ml. Die
Experimente wurden in PBS-Puffer durchgefihrt, da dieser Puffer im
Gegensatz zum TRIS-Puffer ein Uberleben der Bakterien erméglichte.

-92 -



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 25: Verlauf des Zeta-
! Potentials von R595- und R60-
40t Bakterien in Abhéngigkeit von der
PMB-Konzentration. Die dargestellten

Zeta-Potential / mV
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[PMB ]/ uM Messreihen sind Mittelwerte aus 12
B R595-Bakterien (Messung 1) Einzelmessungen mit der
B R595-Bakterien (Messung 2) Standardabweichung als Fehler. Die
B R60-Bakterien (Messung 1) Werte sind mit Geraden angefittet.

Aus Abb. 25 ist ersichtlich, dass die Bakterien ebenso wie die LPS-Aggregate
ein negatives Potential besitzen, wie aufgrund ihrer dufReren Schicht aus
anionischem LPS zu erwarten ist. In Kontrollmessungen konnte gezeigt werden,
dass die Messungen ohne PMB keine Anderung der Viabilitdt der Bakterien und
keine Reduktion dessen Zeta-Potentials verursachten. Allerdings wurde
beobachtet, dass das Zeta-Potential der Bakterien starker negativ wurde (von
ca. -20 mV auf bis zu -28 mV). Da dies dem beobachteten Effekt der Reduktion
des Zeta-Potentials durch PMB entgegenwirkt, ist es fur die qualitative Aussage
der Messung unkritisch. Weil der verwendete Zeta-Sizer leider funktionsunfahig
wurde und am Ausweichgerat aus biologischen Sicherheitsgrinden nicht mit
den Bakterien gearbeitet werden durfte, konnte nicht die komplette
Glycostruktur-Gruppe der Bakterien untersucht werden. Die dargestellten Werte
stammen aus drei unabhangigen Messreihen und sind Mittelwerte aus jeweils
12 Einzelmessungen mit der Standardabweichung als Fehler. Sie wurden mit
linear ansteigenden Kurven angefittet, die sigmoidalen Fits konnten den
Kurvenverlauf nicht wiedergeben.

Das negative Zeta-Potential andert sich proportional zu der PMB Konzentration
und bei einer bestimmten PMB-Konzentration ist das Zeta-Potential gleich Null
und kann bei hdherer PMB-Konzentration sogar positiv werden. Sowohl bei den
Messungen an Bakterien als auch bei denen an LPS-Aggregaten (Abb. 22)
liegen die R595-Kurven im Bereich bei hoheren PMB-Konzentrationen oberhalb
der R60-Kurven.

Die vollstandige Kompensation des Zeta-Potentials erfolgte bei den R60-
Bakterien bei einer 1,7-mal so hohen PMB-Konzentration wie bei R595-
Bakterien. Die Steigung der Regressionsgeraden ist fur R595-Bakterien 1,8-mal
so hoch wie flur R60-Bakterien. Aggregate aus R60-LPS bendtigen ungefahr die
1,2-fache Menge an PMB wie R595-LPS-Aggregate, damit das Zeta-Potential
komplett kompensiert wird.
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Diskussion

Die vorgestellten Ergebnisse der Untersuchungen zur Interaktion von PMB mit
LPS werden im folgenden Teil der Arbeit interpretiert und die sich fur das
vorgeschlagene Detergens-Modell ergebenden Konsequenzen diskutiert.

Antibakterielle Aktivitat von PMB und Detergentien

Aus den Ergebnissen der MHK-Bestimmung der Detergentien gegen die
S. minnesota-Stamme der Glycostruktur-Gruppe ergibt sich, dass die
antibakterielle Aktivitat aller drei getesteten Detergentien keine signifikante
Abhangigkeit von der Lange der Glycostruktur des vom Bakterium exprimierten
LPS besitzt. Negativ geladene Phosphatgruppen der Kernregion hemmen
sowohl bei anionischem wie auch kationischem Detergens dessen Aktivitat. Im
Gegensatz dazu besitzt die antibakterielle Aktivitat von PMB eine Abhangigkeit
von der LPS-Glycostruktur. Je langer die Glycostruktur des LPS, desto weniger
aktiv ist PMB gegen die das LPS bildende Bakterien. Der qualitative Einfluss
der Ladungen ist derselbe wie bei den Detergentien.

Ist fur die Wirkung der Peptide deren Bindung in der Lipid A- oder Kdo-Region
von Bedeutung, konnten die Phosphatgruppen der Glycostruktur die
Peptidaktivitat dadurch hemmen, dass die kationischen Peptide an die
Phosphatgruppen und somit nicht an die Lipid A- oder Kdo-Region binden. Fur
weitere Peptide stellen sie somit eine sterische Hinderung dar. Gegen das
anionische Detergens SDS konnten sie ihre hemmende Wirkung durch die
Vergrolerung des abstollenden  Potentials erzielen. Nach dem
Detergensmodell mussen die Detergentien an der Membran mizellare
Strukturen bilden. Hierzu muf} ihre Konzentration mindestens die CAC
erreichen.

Aus dem Verhaltnis von MHK zur CAC (DTMAB: = 2x10'2, DTPPB: = 10'4; PMB:
~2x10™ mit der MHK fiir R60) geht hervor, dass PMB fiir eine Mizellenbildung
an der Oberflache der LPS-Schicht starker aufkonzentriert werden muf} als die
Detergentien, um eine antibakterielle Wirkung zu erzielen. Da auch diskutiert
wird, ob durch die Oberflache der LPS-Schicht eine Aufkonzentration der
Peptide bewirkt wird (ZITAT aus meiner Diplomarbeit), kdnnte dies eine
Ursache fur den unterschiedlichen Einfluss der LPS-Glycostruktur sein.

Damit scheint auch die wesentliche Kernaussage des Detergens-Mechanismus
im Gegensatz zu den anderen in der Literatur vorgeschlagenen Mechanismen
fur Peptide zuzutreffen, dass namlich PMB fir eine Wirkung an der Membran
bis zur Mizellenbildung aufkonzentriet werden mull. Eine geanderte
Glycostruktur am LPS scheint diesen Prozess derartig zu beeinflussen, dass
eine langere Glycostruktur eine starkere Aufkonzentrierung und folglich eine
niedrigere MHK von PMB bewirkt.
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4.2.2.2. Abhangigkeit des Zeta-Potentials von LPS-Aggregaten von der PMB-
Konzentration
Das Zeta-Potential ist das durch Oberflachenladungen hervorgerufenen
Potential, welches in einem bestimmten Abstand zur Oberflache, der
Scherebene, herrscht. Gebundene kationische Substanzen reduzieren das
negative Zeta-Potential von anionischen Lipidaggregaten. Da das Zeta-
Potential aber in einem Abstand zur Oberflache bestimmt wird, kann Utber die
Reduktion des Zeta-Potentials keine Aussage daruber getroffen werden, ob die
gebundene Substanz nur an die Oberflache der Membran adheriert oder in
diese inseriert.
Die Lage der Scherebene lasst sich aus dem Gouy-Chapman-Potential und den
Zeta-Potentialwerten berechnen (Hagge et al., 2006). Aus einer Superposition
von den Gouy-Chapman-Potentialen des Lipid A Bereichs mit den Kdo und den
Gouy-Chapman-Potentialen der Phosphatgruppen im Kernoligosaccharid
(Abstand zur Oberflache 1,1 nm (Snyder et al., 1999)) lasst sich das Gouy-
Chapman-Potential des LPS berechnen. Fir die LPS der Glycostruktur-Gruppe
ergeben sich die in (Hagge et al., 2006) publizierten Ergebnisse. Die Aggregate
aus LPS ohne zusatzliche Ladung in der Kernregion besitzen Scherebenen im
Abstand von 0,20 nm bis 0,40 nm, die mit Ladung in der Kernregion im Abstand
von 1,04 nm bis 1,38 nm. Damit Iasst sich, insbesondere bei den Rz-, R345-
und R60-LPS, nicht unterscheiden, ob das Peptid an die Ladungen des Zuckers
gebunden hat oder an den Lipid A Bereich. Die Reduktion des Zeta-Potentials
wird deshalb als Mal flr die Menge an adherierten Peptiden genutzt und nicht
fur Aussagen uber ihren Bindungsort.
Allerdings zeigen manche Peptide eine Uberkompensation des Zeta-Potentials
von stark negativen Werten bis zu leicht positiven Werten. Damit wird mehr
Substanz gebunden, als bei einer Bindung mit reiner Ladungsstochiometrie,
bzw. mehr positive Ladung nach aul’en prasentiert. Da dies elektrostatisch
ungunstig ist, wird die Uber den Ladungsausgleich hinausgehende Bindung
durch einen zweiten Effekt getrieben. Moglich ist, dass aufgrund eines starken
hydrophoben Moments des Peptids eine Uberkompensation der Ladung bewirkt
wird. Dies koénnte von einer Insertion der Acylkette von PMB in den
Kohlenwasserstoffkettenbereich von der LPS-Schicht herrihren.

Aus der Reduktion des Zeta-Potentials von Aggregaten aus LPS der Stamme
der Glycostruktur-Gruppe durch PMB folgt, dass sich PMB an alle LPS-
Aggregate anlagert. Die komplette Reduktion des Potentials auf Null fir
Aggregate aus LPS der Stamme R595, R345 und R60 erfolgt bei hoherer
Peptidkonzentration als bei Aggregaten aus LPS von den anderen Stammen
der Glycostruktur-Gruppe. Dies wird als eine schwachere Bindung/Bindungsrate
von PMB an diese LPS—Aggregate interpretiert.

Aus der Uberkompensation des Zeta-Potentials folgt, dass neben der
Ladungsinteraktion auch eine hydrophobe Wechselwirkung erfolgt. Dies kdnnte
aus der Insertion der Fettsdure vom PMB in den hydrophoben Bereich der LPS-
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Schicht resultieren. Die Insertion ist demnach fir R60-LPS besonders schwach.
Dies konnte die relativ hohe MHK vom Stamm R60 gegenuber PMB erklaren.
Allerdings war die Uberkompensation fir LPS vom noch unsensitiveren Stamm
R345, wie die entsprechende Kurve zeigt, die hochste aller Messungen.

Auch die Substanzen PMBN und DTPPB lagern sich an alle LPS-Aggregate an.
Die Verlaufe der Zeta-Potentiale ahneln sich sehr und weisen eine grolere
Ahnlichkeit zueinander auf als zu der Kurve von PMB. Die Uberkompensation
durch DTPPB und PMBN ist wesentlich geringer als durch PMB, wobei das
fettsaurelose PMBN sogar eine hoéhere Uberkompensation bewirkt als das
Detergens DTPPB.

GrofRe von Aggregaten in Abhangigkeit von PMB, PMBN und DTPPB

Aus den Messungen geht hervor, dass PMB Auswirkungen auf alle Aggregate
aus LPS besitzt und offenbar deren Uberstruktur &ndern kann. Quantitativ
wurden jedoch Unterschiede festgestellt.

Anscheind ist nicht nur die Bindung von PMB an Aggregate aus LPS der
Stamme R595, R345 und R60 starker, sondern auch die PMB-verursachte
Grollenanderung fir diese LPS-Aggregate. Ob dies eine direkte Folge der
erhdhten Bindungsrate von PMB ist, oder ob dies alleine durch die
unterschiedlichen LPS bedingt wird, ist nicht zu unterscheiden.

Damit ist sowohl die Bindung von PMB an LPS-Aggregate als auch die
Auswirkung auf die LPS-Aggregate abhangig von der Glycostruktur des LPS.
Dabei unterscheidet sich das Verhalten fur Aggregate aus R595-, R345- und
R60-LPS von dem der anderen LPS in dem Sinne, dass bei den zuerst
genannten sowohl die Bindung als auch die Auswirkung starker sind.

Auch die durch PMB bewirkte GroRenanderung der Aggregate unterscheidet
sich deutlich von der durch PMBN und DTPPB bewirkten Gro3enanderungen.
Nur bei den Messungen mit PMB zeigte sich schon bei geringer Konzentration
eine starke VergrolRerung der Aggregate. PMBN verhalt sich dagegen sehr
vergleichbar zum Detergens DTPPB. Allen Substanzen bewirkten im Fall von
LPS mit einer langen Glycostruktur (wie R345-LPS und R60-LPS) eine deutlich
geringere GroRenanderung.

Der Fettsaurerest von PMB hat demnach einen entscheidenden Einfluss sowohl
auf die Anlagerung an LPS-Aggregate als auch auf die GroRenanderung der
Aggregate. Durch ihren Einfluss besitzt PMB ein anderes Verhalten auf LPS-
Aggregate als das verwendete Detergens DTPPB. Da DTPPB ebenfalls auch
einen Fettsaurerest besitzt, scheint das Zusammenspiel der Eigenschaften von
Kopfgruppe und Fettsaurerest und damit auch die Aggregatform von
entscheidender Bedeutung fur die Aktivitat von Detergentien und ahnlichen
Substanzen zu sein.
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4.2.2.4. FRET-Spektroskopie

Mit der geschilderten Interpretation des FRET-Assays ergibt sich, dass die
Peptide PMB und PMBN eine deutlich unterschiedliche Wirkung auf LPS-
Aggregate ausuben, wie auch in den Messungen der Aggregatgroflen
festgestellt wurde. Das antibakterielle PMB inseriert in die LPS-Schicht und
fuhrt zu einer Fusion der Aggregate, wahrend das inaktive PMBN weder in den
Acylkettenbereich der LPS-Schicht eindringen noch die Aggregate fusionieren
kann. Diese Ergebnisse sind konsistent mit den Erkenntnissen aus den Zeta-
Potential und Grélenmessungen. Eine mogliche Schlussfolgerung daraus ist,
dass die durch PMBN-induzierte GréRenanderung durch Aggregation der LPS-
Aggregate entstanden ist und dies nicht zu einem stark positiven A(la/lp)-Wert
fuhrt, wie durch theoretische Uberlegungen nicht auszuschlieBen ist.
Mdglicherweise sind an den Kontakstellen der Aggregate die Abstande
zwischen den LPS-Schichten noch so grol, dass es nicht zu einer
Verbesserung der FRET-Effizienz kommt. Damit Iasst sich ein positiver A(la/lp)-
Wert zweifelsfrei als Fusion von Aggregaten deuten.

Aus den in Abb. 24 dargestellten Ergebnissen und der vorgestellten
Interpretation des A(la/lp)-Wertes ergit sich, dass PMB bei den Aggregaten aus
R595-, R60- und R45-LPS eine Fusionierung bewirkt. Diese Wirkung ist fur
Aggregate aus R595-LPS am starksten. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen aus der Groflenanderung der Aggregate durch PMB (4.2.1.3.)
zeigt sich an R60-LPS-Aggregaten eine geringere Fusionierung bzw. geringere
Aggregation. Bei Aggregaten aus R45-LPS beginnt eine Fusion der Aggregate
schon ab einem molaren Verhaltnis von PMB zu LPS von 0,3. Das antibakteriell
nicht wirksame Peptid PMBN kann bei keinem LPS-Aggregat eine Fusionierung
bewirken. Die A(la/lp)-Werte der Zugaben ,c“, “d“ und ,e“ liegen fir Aggregate
aus R595-LPS im Bereich der durch reine Verdiunnung verursachten A(la/lp)-
Werte, fur R60-LPS-Aggregate sind dies die Zugaben ,d“ und ,e“ und fur R45-
LPS-Aggregate die Zugaben ,b“,,c“ ,d“ und ,e“. Die relativ starken negativen
A(la/lp)-Wert vor diesen Zugaben werden als Insertion gedeutet. Diese hat aber
offenbar keine Fusion der Aggregate zur Folge.

Damit bewirkt das antibakteriell wirksame PMB ein anderes Verhalten der
Aggregate untereinander als das antibakteriell nicht wirksame PMBN. Dieses ist
nicht in der Lage LPS-Aggregate miteinander fusionieren zu lassen. Diese
Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung mit den GréRenmessungen an den
Aggregaten in Abhangigkeit von PMB bzw. PMBN.
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Zeta-Potential von R595- und R60-Bakterien in Abhangigkeit der PMB-
Konzentration

Sowohl die Messungen an den rekonstituierten Membranen als auch an den
Bakterien selbst zeigen einen starkeren Einfluss von PMB auf R595-LPS als auf
R60-LPS. Bei den Messungen an Bakterien trat er wesentlich deutlicher hervor
als an den Messungen der LPS-Aggregate. Beide Messungen kdonnen die um
Faktor 2 hdhere antibakterielle Aktivitat von PMB gegen den Stamm R60 als
gegen den Stamm R595 erklaren. Bei zweifachem Peptidiberschuss ist die
Uberkompensation des Potentials der Aggregate aus R595-LPS 1,9-mal so
hoch wie an den R60-Aggregaten. Bei den Messungen an R60-Bakterien wird
die 1,7-fache Menge an PMB im Vergleich zu R595-Bakterien bendtigt, um das
Potential zu kompensieren. Die von einem einzelnen PMB-Molekul bewirkte
Reduktion ist 1,8-mal starker im Falle von R595-Bakterien als bei R60-
Bakterien.

Da die Messung des Zeta-Potentials an 1,5x10” Bakterien pro ml durchgefiihrt
wurde, entspricht eine Konzentration von 10 yM PMB einem molaren Verhaltnis
von PMB zu LPS von 100 (3.5.). Damit wird ein 850 facher Uberschuss an PMB
in Bezug auf LPS bendétigt, um das Potential von R595-Bakterien unter den
Versuchsbedingungen zu kompensieren. Bei R60-Bakterien wird ein
Uberschuss von mehr als 1000 benétigt. Bei der Bestimmung der MHK lag ein
deutlicher LPS-Uberschuss vor (3.7.1.). Offenbar sind fir die antibakterielle
Wirkung schon lokale Effekte von PMB auf die LPS-Schicht von Bedeutung,
wahrend durch die Zeta-Potential-Messungen globale Effekte bestimmt werden.
Nichtsdestotrotz kdnnen diese auch Aufschlisse Uber die Bindunsstarke von
Peptiden an LPS-Schichten liefern. Die Bindungsstarke wiederum bestimmt die
lokalen Effekte von PMB auf Bakterien.

Damit konnte der Einfluss von PMB durch physikalische Messungen direkt an
Bakterien bestimmt werden. AuRerdem konnte die Gultigkeit des
Modellsystems verifiziert werden. Offenbar sind die Messungen des Einflusses
von PMB auf LPS-Aggregate geeignet, um die unterschiedlichen
antibakteriellen Aktivitaten gegen die korrespondierenden Stamme zu
beschreiben. Dadurch kann die These, dass die Wechselwirkung von PMB mit
den die Membran bildenden LPS eine entscheidende und bestimmende Rolle in
Bezug auf die antibakterielle Aktivitdt von PMB einnimmt, bestatigt werden.
Offensichtlich spielen andere Molekile des Bakteriums nur eine untergeordnete
Rolle in Bezug auf die antibakterielle Wirkung von PMB.
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4.3.1.

4.3.1.1.

Ergebnisse und Diskussion

Untersuchungen zur Struktur-Wirkungsbeziehung von LL-32
und LPS

Zur Ermittlung der Struktur-Wirkungsbeziehung von LPS und dem
antibakteriellen und antiinflammatorischen Peptid LL-32 wurden sowohl
verschiedene LPS, welche in der Glycostruktur oder den Substitutionen am
Lipid A und K(d)o variieren (Tab. 3), als auch unterschiedliche Fragmente des
LL-32 eingesetzt (Tab. 1). Die verwendeten Fragmente lassen sich in sechs
Gruppen einteilen. Die jeweilige antibakterielle und antiinflammatorische
Aktivitat der Peptide wurde mit biologischen Methoden gegen verschiedene
Bakterienstamme bzw. gegen die jeweils exprimierten LPS bestimmt. lhre
zytotoxische Aktivitat gegen Erythrozytn wurde ebenfalls ermittelt. Mit
physikalischen Methoden wurden verschiedene Parameter sowohl an
Modellsystemen, rekonstituiert aus LPS der entsprechenden Bakterienstamme,
als auch an lebenden Bakterien in Abhangigkeit von Peptidkonzentrationen
bestimmt.

Ergebnisse

Charakterisierung der biologischen Aktivitat der LL-32 Fragmente

Mit verschiedenen biologischen Tests wurde die antibakterielle, die
antiinflammatorische und die zytotoxische Aktivitat der LL-32 Fragmente in
Abhangigkeit von der LPS-Glycostruktur und den Substitutionen am LPS
bestimmt. Unter Verwendung des FRET-Effektes konnten mit einer
spektroskopischen Methode Aussagen uber die Auswirkung der LL-32
Fragmente auf Modellmembranen aus LPS getroffen werden.

Als Mal fur die antibakterielle Aktivitat wurde die letale Dosis 90 verwendet.
Dafiir wirkten verschieden Peptidkonzentrationen 2h Stunden auf 10* bis 10°
Bakterien in Natriumphosphat-Puffer. Durch Ausplattieren wurde die
Peptidkonzentration ermittelt, die mindestens 90% der Bakterien getotet hat. Es
wurden mindestens zwei unabhangige Versuchsreihen mit einer
Doppelbestimmung durchgefihrt, wobei eine Abweichung eines Werts von
einer Verdunnungsstufe toleriert wurde. Die LD90-Werte sind immer
logarithmisch aufgetragen. LD90-Werte von dber 10 uyM wurden in den
folgenden Graphen mit ,>“ gekennzeichnet und die zugehdrigen Peptide
werden als inaktiv gegenuber diesem Stamm bezeichnet bzw. der Stamm als
fast resistent gegenuber dem Peptid bezeichnet. Ist die LD90 im Bereich von 1
MM bis 10 uM wird das Peptid als schwach aktiv, bei 100 nM bis 1000 nM als
normal aktiv und unterhalb von 100 nM als stark aktiv bezeichnet.

Die relative Inhibition der TNF-a Ausschuttung von LPS-aktivierten MNC durch
die Peptide, diente als Mal} fur die antiinflammatorische Aktivitat der Peptide.
Die verwendeten Methoden und die Versuchsbedingungen sind unter 3.7.3.
detailliert beschrieben. Aus mindestens drei unabhangigen
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Doppelbestimmungen wurde der Relativwert zu den nur mit LPS
durchgefuhrten Kontrollen berechnet. Aus diesen wurden die Mittelwerte und
ihre Standardabweichungen gebildet. Aus Platzgrinden wurden nur die Daten
vom molaren Konzentrationsverhaltnis von Peptid zu LPS von 400 : 1
dargestellt. Im Folgenden werden identisch erhobene Daten in identischer Art
von anderen Peptiden gegen andere Bakterien, bzw. deren LPS, prasentiert. Im
Weiteren wird auf eine Aufzahlung der Versuchsbedingungen verzichtet und auf
diesen Abschnitt verwiesen.

Als MaR fur die zytotoxische Aktivitat wurde die Eigenschaft, Erythrozyten zu
lysieren, verwendet (3.7.2.). Aus drei unabhangigen Messreihen wurden die
Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen berechnet und als Werte und
Fehler verwendete.

Aufgrund der biologischen Heterogenitat besitzen viele Werte relativ grofl3e
Fehler.

Antibakterielle und antiinflammatorische Aktivitat

Zur Ermittlung des Einflusses der LPS-Glycostruktur auf dessen
Wechselwirkung mit LL-32 wurden die S. minnesota Stamme der Glycostruktur-
Gruppe und deren extrahiertes LPS verwendet. Aufgrund der Vielzahl der
Messungen wurde haufig nur eine Auswahl (R595 und R60) an LPS statt der
gesamten Reihe verwendet. Um Hinweise auf den Einfluss der einzelnen
Anteile der LL-32 Struktur zu erhalten, wurden die verschiedenen LL-32
Fragmente benutzt. In diesem Teil werden die Aktivitaten nach den Peptid-
Gruppen getrennt vorgestellt. Dabei wird zuerst die antibakterielle Aktivitat
gegen Stamme der Glycostruktur-Gruppe und die antiinflammatorischen
Aktivitaten gegen LPS der Glycostruktur-Gruppe vorgestellt und anschliefend
die entsprechenden Daten gegen die Stamme, bzw. deren LPS der
Substitutions-Gruppe.

Durch die Bestimmung der antibakteriellen und antiinflammatorischen Aktivitat
der verschiedenen Fragmente wurde deren Wirkung charakterisiert, welche
durch die physikalischen Messungen an den Modellsysteme erklart werden
sollen. Deshalb werden fur jede Peptid-Gruppe die Ergebnisse aus der FRET-
Spektroskopie nach der Prasentation der biologischen Aktivitaten dargestellt.

Peptide der Basis-Gruppe

In dieser Gruppe sind zusatzlich zum LL-32 die Peptide LL-37 und rCAP181¢s-
137. LL-32 selbst ist ein Fragment vom LL-37, welches am C-Terminus flnf
Aminosauren mehr besitzt. rCAP18406.137 ist das LL-32 Pendant vom CAP18
des Kaninchens. Die Versuchsablaufe und -—bedingungen sind in 3.7.1.
beschrieben. Die Ergebnisse der Untersuchungen zur antibakteriellen und
antiinflammatorischen Aktivitat sind fur die Stamme, bzw. deren LPS, der
Glycostruktur-Gruppe in Abb. 26, fur die der Substitutionsgruppe in Abb. 27
dargestellt. Die Daten der FRET-Spektroskopie sind flur alle verwendeten LPS
in Abb. 28 dargestellt.
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Abbildung 26: A) Antibakterielle Aktivitit der Peptide der Basisgruppe (Tab. 1) gegen
sieben verschiedene Bakterienstimme der Glycostruktur-Gruppe (Tab.
3). Ein wesentlicher Einfluss der Glycostruktur ist nicht zu erkennen.
B) Antiinflammatorische Aktivitit der Peptide der Basisgruppe auf die
R595- und R60-LPS-induzierte Freisetzung von TNF-o durch MNC.
Nach Vorinkubation des jeweiligen Peptids mit dem LPS wurden die
MNC damit stimuliert. Die Konzentration des Peptids betrug 2 uM, die
von LPS 5 nM, damit ergab sich ein molares Verhéltnis von 400 : 1.

Die Versuche zur Bestimmung der antibakteriellen Aktivitat fir die Basispeptide
gegen die Stamme der Glycostruktur-Gruppe ergaben, dass LL-37 gegen fast
alle S. minnesota Bakterien der Glycostrukturreihe die gleiche LD90 besal3, nur
die LD90 gegen den Stamm Rz wich ab und war nur halb so hoch wie die
anderen. Da im Allgemeinen bei derartigen Tests nur eine Abweichung von
mehr als einer Verdlinnungsstufe als signifikant bezeichnet wird, muss dies kein
wirklicher Effekt sein. rCAP18406.137 zeigte auch keinerlei Abhangigkeit in der
Wirkung von der Glycostruktur, bis auf den doppelt so hohen Wert flr den
Stamm R7. Beim Peptid LL-32 waren die LD90-Werte fur die Stamme R7, R5,
R345 und R60 bei knapp 100 nM und damit doppelt so hoch wie die fur R595,
R4 und Rz. Alle Peptide sind stark aktiv gegen die getesteten S. minnesota
Stamme.

Als Mal fur die antiinflammatorische Eigenschaft eines Peptids wurde die durch
das Peptid bewirkte Anderung der TNF-a Ausschiittung von MNC durch LPS-
Stimulierung gewahlt. Die Daten sind in Abb. 26 B) angegeben und eine
Beschreibung der Versuche in 3.7.3.

Beide Peptide verhinderten bei einem molaren Konzentrationsverhaltnis von
Peptid zu LPS von 400 : 1 bei R595-LPS eine vollstandige und bei R60-LPS
eine nahezu vollstandige Inhibierung der TNF-a Ausschiattung. Damit wirken
beide Peptide stark antiinflammatorisch gegen R595- und R60-LPS.
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Fir die Peptide der Gruppe ,Basispeptide“ LL-32, LL-37 und rCAP106.137 wurde
die LD90 fur die Bakterien der Substitutions-Gruppe ermittelt und in Abb. 27 A)
prasentiert. Die Versuche wurden mit einer Wirkzeit von 2 h in
Natriumphosphat-Puffer, wie in 3.7.1. ausfuhrlich beschrieben, durchgefuhrt. In
der Abbildung ist auch die antiinflammatorische Aktivitat bei Stimulation mit LPS
der Substitutions-Gruppe dargestellt.
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Abbildung 27: A) Antibakterielle Aktivitidt der Fragmente der Gruppe ,,Basispeptide

(Tab. 1) gegen die Stimme der Substitutionsgruppe (Tab. 3). Weitere
Informationen sind unter 3.7.1. zu finden. Die Werte resultieren aus zwei
unabhéngigen Versuchen.
B) Relative TNF-a Konzentration als MaB fiir die antiinflammatorische
Aktivitdt der Peptide der Gruppe ,,Basispeptide®. Weitere Informationen
zu den Versuchen sind unter 3.7.3. beschrieben. Aus drei unabhidngigen
Messreihen wurden die Mittelwerte und ihre Standardabweichungen
berechnet und als Werte mit dazugehorigem Fehler verwendet.

LL-32 besitzt mit 50 nM eine gleich starke antibakterielle Aktivitat gegen die
Bakterienstamme WBBO01 und R595, den beiden Stammen mit der geringsten
Anzahl an Substitutionen. Die LD90 ist doppelt so hoch gegen den Stamm T1,
was aber nur einer Verdlinnungsstufe entspricht. Dieser Stamm besitzt eine
hohe Anzahl an Substitutionen am membranverankernden Lipid A, aber keine
an den weiter aulRen liegenden Kdo. Das Peptid LL-32 ist mit einer LD90 von
ungefahr 200 nM normal aktiv gegen den Stamm R45, der zwar eine geringe
Anzahl an Substitutionen am Lipid A aufweist, allerdings eine Substitution am
Kdo besitzt. Mit einer LD90 von Uber 25 uM ist der B. cepacia Stamm Ko2b
weitestgehend resistent gegen LL-32. Dieser Stamm besitz sowohl eine hohe
Anzahl an Substitutionen am Lipid A wie auch eine am auf3eren Ko, welches er
anstelle eines Kdo besitzt. Gegen den eingesetzten Wildtypstamm von B.
cepacia ist LL-32 zwar noch schwach aktiv, besitzt aber eine LD90 von ca.
1,5 yM. Anscheinend steigt die LD90 von LL-32 an, wenn die Anzahl an
Substitutionen am Lipid hoch ist. Einen groReren Einfluss haben aber
offensichtlich die Substitutionen am Kdo, bzw. Ko.
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Das Peptid LL-37 ist mit einer LD90 von 10 nM sehr stark aktiv gegen Bakterien
des E. coli Stammes WBBO01. Gegen die Stammen R595 und T1 war LL-37 mit
einer LD90 von 45 nM gleich aktiv, wogegen der Stamm R45 eine LD90 von
180 nM hat. Gegen den Stamm Ko2b war LL-37 ebenso wie LL-32
weitestgehend inaktiv, gegen den Wildtypstamm von B. cepacia betrug die
LD90 einige uM. Tendenziell scheint LL-37 den gleichen Einflissen wie LL-32
zu unterliegen. Allerdings ist LL-37 nur aktiver gegen Stamme ohne Substitution
am Lipid A, LL-32 zusatzlich noch gegen Stamme mit einer geringen Anzahl.
Das Peptid rCap18+06-137 besitzt bei allen Stammen ohne Substitution am Kdo
eine gleich starke antibakterielle Aktivitat mit einer LD90 von 25 nM. Bei den
Stammen mit Substitution am Kdo, bzw. Ko betragt die LD90 200 nM fur R45
und 820 nM fur den Stamm Ko2b. Bei der Wirkung von rCap181¢6-137 scheinen
die Substitutionen am Lipid A nur bei gleichzeitigem Vorhandensein von
welchem am K(d)o einen Einfluss zu besitzen.

LL-32 zeigt eine etwas andere Abhangigkeit der Wirkung auf die verwendeten
Bakterienstammen als das um funf Aminosauren langere LL-37. Das als
homolog zum LL-32 bezeichnete Fragment rCap181¢s.137 besitzt ebenfalls ein
etwas anderes Verhalten als LL-32.

Die durch Peptidzugabe (,a“ bis ,e“) von LL-32 oder LL-37 verursachten
Anderungen im Verhaltnis von Akzeptor- zu Donorintensitdt A(la/lp) von
doppelmarkierten Aggregaten ist flr jede der funf Peptidzugaben in Abb. 28
dargestellt. Die exakten Versuchsbedingungen und die Entstehung dieses
zusammenfassenden Graphen sind in 4.1. beschrieben.
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Abbildung 28: Anderung des Quotienten aus den Fluoreszenzintensititen des Akzeptors
und des Donors A(Ia/Ip) in Abhédngigkeit des molaren Verhéltnisses von
Peptid zu LPS fiir die Peptide LL-32 und LL-37 und fiir R595-, R60-
und R45-LPS. Die Anderung des In/Ip-Wertes, welcher durch die
einzelnen Peptidzugaben bewirkt wurde, ist fiir jede Peptidzugabe
angegeben. Die unter 3.8.6. beschriebenen Experimente wurden wie
unter 4.1. beschrieben ausgewertet und zusammengefasst.
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Das Peptid LL-32 verursacht bei R595-LPS-Aggregaten durch Zugabe ,a“ einen
positiven A(la/lp)-Wert. Zugabe ,b“ fuhrt zu einem weiteren, allerdings
geringeren positiven A(la/lp)-Wert. Die weiteren Zugaben bewirken einen
zunehmend negativeren Wert. Bei Aggregaten aus R60-LPS bewirkt die
Zugabe ,a“ kaum einen A(la/lp)-Wert. Erst Zugabe ,b“ bewirkt eine positive
A(la/lp)-Wert. Die weiteren Zugaben bewirken wie bei R595-LPS einen
zunehmend negativeren A(la/lp)-Wert.

Die Zugaben von LL-32 auf R60-LPS-Aggregate bewirken erst ab Zugabe ,b“
einen positiven A(la/lp)-Wert. Die weiteren Werte erzeugen stetig negativer
werdende A(la/lp)-Werte.

Die A(la/lp)-Werte der Zugaben auf R45-Aggregate sind ahnlich wie die bei
Zugabe auf R595-LPS-Aggregate. Der positive A(la/lp)-Wert von Zugabe ,a“ ist
jedoch groéRer und die negativen A(la/lp)-Wert vom Betrag her kleiner als bei
den entsprechenden A(la/lp)-Werten bei R595-LPS-Aggregaten.

FUr das Peptid LL-37 zeigt sich ein groRerer Einfluss des LPS. Bei Aggregaten
aus R595-LPS die drei Zugabe einen stark positiven A(la/lp)-Wert besitzen und
die weiteren Zugaben ,d“ und ,e“ kaum noch eine Anderung von Akzeptor- und
Donorintensitat bewirken. Bei den Aggregaten aus R60-LPS bewirken die
ersten beiden LL-37 Zugaben einen schwacher werdenden negativen A(la/lp)—
Wert. Erst die Zugabe ,c“ bewirkt einen positiven Wert. Die weiteren Zugaben
fuhren zu einem geringeren, aber positiven A(la/lp)-Wert. Die Zugaben auf R45-
LPS-Aggregate flhrten zu hohen positiven A(la/lp)-Werten.

Die von LL-32 und LL-37 bewirkten A(la/lp)-Werte unterscheiden sich deutlich.
Nach dem ersten positiven A(la/lp)-Wert folgen starker werdende negative. Bei
LL-37 folgend eventuell auftretenden negativen A(la/lp)-Wert positive Werte. Bei
beiden Peptiden waren die A(la/lp)-Werte fur Aggregate aus R45-LPS am
positivsten und die fir R60-LPS am geringsten positiv.

Das Peptid LL-32 besitzt ebenso wie das Peptid LL-37 starke antibakterielle
Eigenschaften, allerdings nicht bei den B. cepacia Stammen Ko2b, dem
Wildtypstamm und bei P. mirabilis R45. Das Peptid rCAP06.137 ist meist starker
aktiv, zeigt aber ebenfalls bei den B. cepacia Stammen grof3e Einbulen in der
Aktivitat. Es scheint, als ob mit steigender Anzahl der Substitutionen sowohl am
Lipid A als auch am K(d)o die Aktivitat abnimmt, wobei die K(d)o-Substitutionen
einen wesentlich starkeren inaktivierenden Einfluss haben.

Beide besitzen ausgepragte antiinflammatorische Eigenschaften und erzeugen
deutlich positive A(la/lp)-Werte. Diese sind fiur Aggregate aus LPS mit
Substitution am Kdo groRer als fur LPS ohne Kdo-Substitution oder mit langer
Glycostruktur.
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Peptide der Gruppe ,N-terminale Deletion”

In Abb. 29 A) werden die ermittelten antibakteriellen Aktivitaten der Peptide LL-
32, FF28, SK-24 und 1G-20 der Gruppe ,N-terminale Deletion“ gegen die sieben
S. minnesota-Stamme der Glycostruktur-Gruppe prasentiert. In Abb. 30 A)
werden die Aktivitdten gegen die Stamme der Substitutions-Gruppe vorgestellt.
Die LD90-Werte sind wie in 3.7.1. dargestellt ermittelt worden). In den
Abbildungen sind die antinflammatorischen Aktivititen der Peptide bei
Stimulation mit LPS der Glycostruktur-Gruppe (Abb. 29 B) und der
Substitutions-Gruppe (Abb. 30 B) mit angegeben. Sie wurden wie in 3.7.3.
beschrieben ermittelt. Zum Schlu® werden die Daten der FRET-Spektroskopie
in Abb. 31 vorgestellt.
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Abbildung 29: A) Antibakterielle Aktivitit der Fragmente der Gruppe ,,N-terminale
Deletion (Tab. 1) gegen die sieben Stimme der Glykostruktur-Gruppe
(Tab. 3). Als MaB fiir die Aktivitit wurde die LD90 verwendet.
B) Antiinflammatorische Aktivitdt der Peptide der Gruppe ,,N-terminale
Deletion®. Die reduzierte Freisetzung von TNF-o durch MNC nach
Stimulation mit vorinkubierten R595- und R60-LPS-Peptid-Gemischen
wurde auf die TNF-a Freisetzung durch MNC nach Stimulation mit
reinen R595- und R60-LPS-Aggregaten (rote Linie) normiert.

Die Versuche ergaben, dass die Peptide FF-28, SK-24 und 1G-20 gegen alle
getesteten Stamme eine starke bis normale Aktivitat besitzen. Ansonsten wich
kein LD-90 Wert deutlich (Unterschied grolRer als zwei Verdlinnungsstufen) von
dem LL-32 Wert ab. FF-28 scheint inaktiver gegen Bakterien mit LPS mit einer
relativ langen ungeladenen Kernregion (R7 und R5) als gegen welche mit LPS
mit einer kurzen Glycostruktur (R595 und R4). Danach mussten die Stamme
Rz, R345 und R60 deutlich hohere LD90-Werte besitzen. Da diese LPS die
einzigen verwendeten mit einer Netto-Ladung in der Glycostruktur sind, scheint
dessen Ladung die Wirkung der Peptide zu begunstigen.

SK-24 scheint demselben Trend zu unterliegen, dies ist aber nicht so deutlich
wie bei FF-28. Der Vergleich der Aktivitaten gegen die Stamme R7 und Rz
zeigt, dass auch bei diesem Peptid die Wirkung durch Netto-Ladung der
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Glycostruktur begunstigt wird. Rz und R7 besitzen die gleiche Kernregion,
wobei die vom letzteren Stamm allerdings eine negative Netto-Ladung tragt.
IG-20 besitzt sehr vergleichbare LD90-Werte wie FF-28. Vermutlich ist die
Glycostrukturabhangigkeit wie bei LL-32, eventuell ist die Verschlechterung der
Wirkung durch eine lange ungeladene Glycostruktur noch starker (Vergleich
von R595, R4 und R7).

Insgesamt haben die Peptide der Gruppe ,N-terminale Deletion“ eine starke bis
normale antibakterielle Aktivitat gegen die getesteten Bakterienstamme.

Die in Abb. 29 B) dargestellten antiinflammatorischen Aktivitaten der Peptide
bei Stimulation mit LPS der Glycostruktur-Gruppe wurden, wie in 3.7.2.
beschrieben, bei einem Peptid zu LPS Verhaltnis von 400 : 1 bestimmt.

FF-28 inhibiert die TNF-o Ausschittung vollstandig und zeigt keinen
Unterschied zwischen R595- und R60-LPS. SK-24 und IG-20 reduzieren die
TNF-a. Ausschittung durch R595-LPS-Aggregate deutlich auf unter 20%, bei
R60-LPS ist die Inhibierung jedoch auf 60% gefallen.

Die antibakterielle Aktivitat der Peptide der Gruppe ,N-terminale Deletion®
gegen die Stamme der Substitutions-Gruppe wurden, wie in 3.7.1. beschrieben,
ermittelt und sind in Abb. 30 zusammen mit den antiinflammatorischen
Aktivitaten bei Stimulation mit LPS der Substitutions-Gruppe dargestellt.
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% s I | -32 N SK-24
B L-32 B SK-24 FF.28 650
BN FF-28 1G-20 ohne Peptid

Abbildung 30: A) Antibakterielle Aktivitit der Peptide der Gruppe ,,N-terminale
Deletion” gegen die Bakterienstimme der Substitutionsgruppe. Weitere
Informationen sind unter 3.7.1. zu finden. Die dargestellten Werte
stammen aus zwei Doppelmessungen.
B) Antiinflammatorische ~ Aktivitit der Peptide der Gruppe
»Basispeptide* gegen die finf Stimme der Substitutionsgruppe und
einen B. cepacia Wildtypstamm. Weitere Informationen zu den
Versuchen sind unter 3.7.2. beschrieben. Die Werte sind Mittelwerte aus
drei unabhingigen Versuchen mit ihren Standardabweichungen als
Fehler.
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Das Peptid FF-28 besitzt gegen alle Stamme ohne Substitution am K(d)o eine
starke antibakterielle Aktivitat mit einer LD90 von knapp Uber 50 nM. Die LD90
betragt fur den Stamm R45 fast 900 nM und fur den Stamm Ko2b und den
Wildtyp das doppelte. Der Einfluss der Substitutionen scheint ein ahnlicher wie
bei rCap18406-137 ZU sein.

Die antibakterielle Aktivitat von SK-24 ist anscheinend unabhangig von
Substitutionen am Lipid A des LPS der Stamme WBB01, R595 und T1 und
noch hoher als die von FF-28. Bei den Stammen R45 und Ko2b mit zusatzlicher
Substitution am K(d)o ist die Aktivitat jedoch hoher, wenn die Anzahl an an das
Lipid A gebundenen Substitutionen ebenfalls hoher ist. Dieser Unterschied ist
jedoch nicht signifikant. Der hemmende Einflul3 durch Substitutionen am K(d)o
des LPS der entsprechenden Stamme auf die Aktivitat von SK-24 Uberwiegt
jedoch deutlich den Einfluss der Substitutionen am Lipid A. Dieser Einfluss ist
starker als der entsprechende fur FF-28.

IG-20 besitzt beim Stamm T1 mit 20 nM eine halb so niedrige LD90 als bei den
Stammen WBB01 und R595. Bei dem Stamm R45, welcher eine Substitution
am Kdo besitzt, betragt die LD90 5 uM. Gegen den Stamm Ko2b, der zusatzlich
noch eine hohe Anzahl an Substitutionen am Lipid A besitzt, ist 1G-20 mit eine
LD90 von 1250 nM dagegen viermal aktiver. Anscheinend haben bei IG-20 die
Substitutionen am Lipid A anders als bei allen bisher vorgestellten Peptiden
einen aktivitatsfordernden Einfluss auf das Peptid. Der hemmende Einfluss der
Substitution am K(d)o bleibt allerdings auch beim 1G-20 bestehen.

Die Peptide der Gruppe ,N-terminale Deletion® besitzen insgesamt eine hohere
antibakterielle Aktivitat als LL-32 gegen die Stamme ohne Substitutionen am
K(d)o. Auch der gegen LL-32 nahezu resistente Stamm Ko2b ist zumindest
schwach sensitiv gegen die Fragmente dieser Gruppe. Insbesondere bei dem
Peptid 1G-20 sind die erwahnten Eigenheiten besonders stark ausgepragt.
Allerdings steigt mit zunehmender Kurze der Fragmente deren Aktivitat gegen
den Stamm T1. Gegen den B. cepacia Wildtyp besitzt FF-28 eine etwa gleich
hohe Aktivitat wie LL-32, die kirzeren Peptide sind hingegen inaktiv.

Wie aus Abb. 30 B) ersichtlich, kann FF-28 die TNF-a Ausschuttung von MNC
nach Stimulation mit LPS der Substitutions-Gruppe fast immer vollstandig
unterdriicken, nur bei T1-LPS wird noch ungefahr 15% der Menge wie ohne
Peptid ausgeschuttet. Allerdings ist der Fehler auch grof3er als 15%.

Das Peptid SK-24 bewirkt keine vollstandige TNF-a Reduktion, aber bei LPS
von den Stammen R595 und den beiden Stammen mit Substitution am K(d)o
kann die Ausschuttung auf rund 20% reduziert werden, bei WBB01- und T1-
LPS dagegen nur auf 70% bzw. 95%.

Das kurze Fragment IG-20 kann bei Stimulation durch LPS der Stamme mit
Substitution am K(d)o die TNF-a Freisetzung vollstandig unterbinden. Bei
Stimulation durch LPS mit Substitutionen am K(d)o, welches von den Stammen

- 107 -



Kapitel 4

R45 und T1 ausgeschuttet wird, kann 1G-20 die TNF-a Freisetzung vollstandig
unterdricken. Eine Restfreisetzung von ungefahr 60% bleibt bei Stimulation mit
WBBO01-LPS, 10% bei R595-LPS und 20% bei T1-LPS.

Es scheint so, als ob die antiinflammatorische Aktivitat der Peptide starker ist,
wenn das stimulierende LPS Substitutionen am K(d)o hat. Ein einheitlicher
Trend der Aktivitat von der Anzahl an Substitutionen am Lipid A ist nicht zu
erkennen.

Die Daten aus der FRET-Spektroskopie mit den Peptiden der Gruppe ,N-
terminale Deletion“ sind fur alle verwendeten LPS in Abb. 31 prasentiert. Sie
wurden wie in 3.8.5. beschrieben ermittelt.
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Abbildung 31: Anderung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen von Akzeptor
und Donor (A(Is/Ip)) in Abhdngigkeit des molaren Verhédltnisses von
Peptid zu LPS fiir die Peptide der Gruppe ,,N-terminale Deletion®. Bei
den unter 3.8.5. beschriebenen spektroskopischen Versuchen wird durch
insgesamt flinf Peptidzugaben (,,a“ bis ,,e) das Verhéltnis Peptid zu LPS
erhoht. Die Werte sind Mittelwerte mit ithren Standardabweichungen als
Fehler resultierend aus zwei Messungen.

In Abb. 31 sind die durch verschiedene Peptidzugaben (,a“ bis ,e“)
verursachten Anderungen im Verhaltnis von Akzeptor- zu Donorintensitat
(A(Ia/lp)) von markierten Aggregaten aus R595- oder R60-LPS (4.1.) fir die vier
Peptide der Gruppe ,N-terminale Deletion“ eingetragen.

Bei den Peptiden der Gruppe ,N-terminale Deletion® besitz LL-32 die geringste
Abhangigkeit von der LPS-Struktur. So unterscheiden sich die A(la/lp)-Werte
nur bei Zugabe ,a“. Die drei anderen Peptide, FF-28, SK-24 und 1G-20, zeigen
ein deutlich unterschiedliches Verhalten an Aggregaten aus R595-LPS im
Vergleich zu Aggregaten aus R60-LPS in Bezug auf die A(la/lp)-Werte. FF-28
und SK-24 bewirken bei den Zugaben ,a“ ,b“ und ,c* auf R595-LPS-
Aggregaten einen deutlich positiven A(la/lp)-Wert, wobei Zugabe ,c“ den
hdchsten Wert besitzt. Bei Aggregaten aus R60-LPS ist erst Zugabe ,c“ positiv.
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FF-28 bewirkt bei Zugabe ,d“ sowohl im Fall von R595-LPS als auch von R60-
LPS kaum eine Anderung, wahrend SK-24 bei R60-LPS einen weiteren
positiven A(la/lp)-Wert besitzt und bei R595-LPS einen negativen Wert. 1G-20
bewirkt noch eine Zugabe langer als FF-28 und SK-24 bei R595-LPS-
Aggregaten einen positiven A(la/lp)-Wert. Wiederum ist der letzte positive Wert
der grolte. Bei Aggregaten aus R60-LPS zeigt 1G-20 ein sehr ahnliches
Verhalten wie SK-24. Bei Zugabe ,e“ besitzen alle Peptide bei beiden LPS-
Arten negative A(la/lp)-Werte. Bei FF-28, SK-24 und 1G-20 sind die negativen
A(la/lp)-Wert bei R595-LPS-Aggregaten betragsmaflig am grofiten.

Bei den Aggregaten aus R45-LPS bewirkte nur das Peptid SK-24 bei der letzten
Zugabe einen stark negativen Wert, FF-28 nur eine sehr kleine negative
Anderung. Bei RK-20 waren alle Werte positiv. Bei FF-28 hat die Zugabe ,c* die
grofte Anderung bewirkt, bei SK-24 und RK-20 jeweils die Zugabe ,d“.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Peptid FF-28 teilweise eine
bessere Aktivitat als LL-32 insbesondere gegen die B. cepacia Stamme besitzt.
Auch das Peptid 1G-20 besal} teilweise noch eine gute antibakterielle Aktivitat.
Der hemmende Einfluss der K(d)o-Substituenten schien insbesondere bei den
kirzeren Peptiden dieser Gruppe geringer, wenn eine hohe Anzahl an
Substituenten am Lipid A vorhanden ist. Die antiinflammatorischen Aktivitaten
sind nur noch bei FF-28 sehr stark ausgepragt. Gegen den Stamm R45 waren
die antibakteriellen Aktivitaten nicht besonders gut ausgepragt, aber gegen das
R45-LPS besitzen die Peptide eine gute antiinflammatorische Eigenschaft.

Peptide der Gruppe ,C-terminale Deletion”

Die fur die Peptide LL-32 und LL-20 der Gruppe ,N-terminale Deletion®
ermittelten antibakteriellen Aktivitaten gegen die sieben S. minnesota-Stamme
der Glycostruktur-Gruppe werden in Abb. 32 zusammen mit ihren
antiinflammatorischen Aktivitdten bei Stimulation mit R595- und R60-LPS-
Aggregaten prasentiert. Die entsprechenden Daten fur die Stamme der
Substitutions-Gruppe und ihr LPS werden in Abb. 33 gezeigt. Anschlie3end
wird in Abb. 34 die durch die Peptide ausgeldsten A(la/lp)-Werte dargestelit.
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Abbildung 32: A) Antibakterielle Aktivitdt der Peptide LL-32 und LL-20 der Gruppe

»C-terminale Deletion® gegen die sieben Bakterienstimme der
Glycostruktur-Gruppe.
B) Antiinflammatorische Aktivitit der Peptide der Gruppe ,,C-terminale
Deletion auf die durch R595- und R60-LPS-induzierte Freisetzung von
TNF-o durch MNC. Nach Vorinkubation des Peptids mit dem LPS
wurden die MNC mit dem Gemisch stimuliert. Die Werte sind normiert
worden auf die Freisetzung von TNF-a nach Stimulation durch reine
LPS-Aggregate.

Aus den ermittelten antibakteriellen Aktivitdten gegen die Stamme der
Glycostruktur-Gruppe ergibt sich, dass LL-20 ungefahr um den Faktor 10
schwacher wirkt als LL-32. AuRerdem scheint LL-20 mit zunehmender Lange
der Kernregion zunehmend inaktiver (allerdings kein signifikanter Unterschied)
zu werden, wobei negative Ladungen in der Glycostruktur wie bei Rz, R345 und
R60 die Aktivitat erhdhen. Wie an R345 und R60 zu sehen ist, scheint aber der
Einfluss der Lange starker zu sein. Gerade bei den Stammen R345 und R60
wird eine hohe Konzentration bendtigt, um die Bakterien abzutoten.

Eine antiinflammatorischen Aktivitat von LL-20 ist nicht oder nur sehr schwach
vorhanden (Abb. 32 B). So wird durch einen 400 fachen Peptidiberschuss bei
R595-LPS-Aggregaten fast keine Anderung in der TNF-a Ausschiitung im
Vergleich zur Messung mit reinen R595-LPS-Aggregaten stimulierten MNC
bewirkt. Bei R60-LPS dagegen wird die Ausschuttung zumindest um ca. 40%
reduziert.

Die fur die Peptide LL-32 und LL-20 bestimmten LD90-Werte gegen Stamme
der Substitutions-Gruppe wurden zusammen mit den antiinflammatorischen
Aktivitaten bei Stimulation mit deren LPS in Abb. 33 dargestellt. Die Versuche
wurden in 3.7.1. und 3.7.3. ausfluhrlich beschrieben.
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Abbildung 33: A) Antibakterielle Aktivitdit der Peptide LL-32 und LL-20 aus der
Gruppe ,,C-terminale  Deletion gegen die Stimme  der

Substitutionsgruppe und gegen einen B. cepacia Wildtypstamm.
Informationen zum Versuchsablauf sind unter 3.7.1. zu finden. Die
Werte stammen aus zwei unabhingigen Doppelbestimmungen.

B) Antiinflammatorische Aktivitit der Peptide der Gruppe ,,C-terminale
Deletion®. Informationen zu den Versuchen sind unter 3.7.3.
beschrieben. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Messungen mit ihren Standardabweichungen als Fehler.

Das Peptid LL-20 besitzt bei den Stammen ohne Substitution am K(d)o eine
Aktivitat mit einer LD90 von knapp uber 300 nM far WBBO01, 625 nM fur R595
und 1300 nM. Die Stamme R45 und Ko2b mit Substitution am K(d)o des von
ihnen gebildeten LPS sind weitestgehend resistent gegen LL-20, ebenso der
Wildtypstamm. LL-20 wirkt grundsatzlich deutlich schlechter als LL-32,
unterliegt aber dem gleichen Einfluss der Substitutionen wie LL-32. Deren
Einfluss bei gleichzeitigem Vorhandensein von Substitutionen am K(d)o ist so
stark, dass keine antibakterielle Aktivitat mehr festgestellt werden konnte.
Insgesamt ist die Aktivitat von LL-20 in Bezug auf LL-32 in allen Belangen einer
medizinischen Nutzung schlechter.

Das Peptid LL-20 besitzt keine ausgepragte antiinflammatorische Eigenschaft.
Bei keinem LPS ist die relative TNF-a Konzentration unter 50%.

Die durch die Peptide erzeugten A(la/lp)-Werte sind in Abb. 34 dargestellt und
die Versuchsdurchfuihrung in 3.8.5. beschrieben. Eine Interpretation der Daten
ist in 4.1. dargestellt.
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Abbildung 34: Anderung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen von Akzeptor
und Donor A(Ix/Ip) in Abhéngigkeit des molaren Verhéltnisses von
Peptid zu LPS fiir die Peptide der Gruppe ,,C-terminale Deletion®. Die
beschriebenen Experimente wurden unter 3.8.5. beschrieben. Die Werte
mit ithren Fehler sind Mittelwert und Standardabweichung aus zwei
Messreihen.

Die A(la/lp)-Werte fir LL-20 werden nach jeder Zugabe zu R595-LPS-
Aggregaten groRer. Dabei bewirken die ersten vier Zugaben noch negative
Werte, erst die vierte Zugabe hat einen positiven A(la/lp)-Wert. Auch an R60-
Aggregaten bewirkt LL-20 einen immer grof3er werdenden A(la/lp)-Wert, wobei
aber schon die dritte Zugabe keinen negativen Wert mehr besitz. Die kleineren
A(la/lp)-Werte sind im Bereich der Verdunnungskontrolle (Abb. 21). Bei Zugabe
auf R45-LPS-Aggregate waren die A(la/lp)-Wert leicht positiver. So waren die
negativen A(la/lp)-Werte betragsmafig kleiner und die positiven grofRer.
Insgesamt sind die von LL-20 ausgelésten Anderungen im Falle von R60-LPS-
Aggregaten am geringsten, die an R45-LPS-Aggregaten am grofdten.

Alles in allem ist LL-20 deutlich weniger aktiv bis inaktiv und bewirkt auch bei
den Fluorophormarkierten LPS-Aggregaten die geringsten Anderungen.

Peptide der Gruppe ,N- und C-terminale Deletion®

Fur die Peptide der Gruppe ,N- und C-terminale Deletion® wurde die
antibakterielle Aktivitat gegen die Stamme der Glycostruktur-Gruppe und die
antiinflammatorische Aktivitat bei Stimulation durch R595- und R60-LPS-
Aggregate ermittelt und in Abb. 35 dargestellt. Die Versuche wurden wie unter
3.7.1. und 3.7.3. beschrieben durchgefihrt. In Abb. 36 sind die entsprechenden
Daten fir die Stamme der Substitutions-Gruppe und ihrer LPS aufgetragen. Die
Daten der FRET-Spektroskopie fur die Peptide dieser Gruppe sind in Abb. 37
prasentiert.
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Abbildung 35: A) Antibakterielle Aktivitdt der Fragmente der Gruppe ,N- und C-
terminale Deletion* gegen die S. minnesota Stimme der Glycostruktur-
Gruppe. Informationen zum Versuchsablauf sind wunter 3.7.1.
beschrieben.
B) Antiinflammatorische Aktivitiat der Peptide der Gruppe ,,N- und C-
terminale Deletion®. Informationen zu den Versuchen sind unter 3.7.3.
beschrieben.

Die Peptide GD-28 FF-24 und RK-20 besitzen eine starke bis normale
antibakterielle Aktivitat. Im Vergleich zu LL-32 und den anderen bisher
vorgestellten antibakteriellen Aktivitaten besitzen die Peptide dieser Gruppe bei
LPS mit einer langen Glycostruktur und/oder Ladungen in der Kernregion (Rz,
R345, R60) eine bessere Aktivitdt. GD-28 scheint gegen fast alle gestesteten
Stamme eine starkere Wirkung als LL-32 zu besitzen. Die Aktivitat von FF-24 ist
ahnlich wie die von LL-32, allerdings ist FF-24 leicht aktiver als LL-32 gegen
Stamme deren LPS eine lange Glycostruktur oder eine Glycostruktur mit Netto-
Ladung hat. RK-20 besitzt nur eine normale Aktivitat gegen R4 und R7, wirkt
aber insbesondere stark gegen die Stamme Rz und R60.

GD-28 inhibiert die TNF-o Ausschittung durch R595-LPS stimulierte MNC
vollstéandig, bei R60-LPS immerhin noch auf ungefahr ein Drittel. FF-24 inhibiert
bei weitem nicht so gut, so wird die TNF-a Konzentration bei R595-LPS auf
28%, die durch R60-LPS verursachte auf 54% reduziert. Allerdings ist der
Fehler gerade bei R595-LPS gro}. RK-20 kann fast keine Inhibierung der
sowohl durch R595- als auch durch R60-LPS-induzierten TNF-a Ausschuttung
bewirken. Insgesamt Iasst sich sagen, dass mit zunehmender Deletion des N-
und C-Terminus von LL-32 die antiinflammatorischen Aktivitat deutlich
nachlasst.

In der folgenden Abbildung sind die Daten zur antibakteriellen Aktivitat gegen
die Stamme der Substitutions-Gruppe und die antiinflammatorische Aktivitat bei

-113 -



Kapitel 4

Stimulation mit ihren LPS dargestellt. Sie wurden wie in 3.7.1. und 3.7.3.
beschrieben ermittelt.
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Abbildung 36: A) Antibakterielle Aktivitit der Fragmente der Gruppe ,,N- und C-
terminale Deletion gegen die Stimme der Substitutionsgruppe und
einen B. cepacia Wildtypstamm. Weiter Informationen sind unter 3.7.1.
zu finden. Die Werte resultieren aus zwei Doppelbestimmungen.
B) Antiinflammatorische Aktivitdt der Peptide der Gruppe ,,N- und C-
terminale Deletion“. Informationen zu den Versuchen sind unter 3.7.3.
beschrieben. Aus drei unabhédngigen Versuchen wurde der Mittelwert
und seine Standardabweichung berechnet und als Wert mit zugehdrigem
Fehler verwendet.

Die LD90 von GD-28 gegen die Stamme WBBO01, R595 und T1 betragt 30 nM,
gegen den Stamm R45 900 nM und gegen den Stamm Ko2b 1800 nM. Der B.
cepacia Wildtyp ist nahezu resistent gegen GD-28. Auch bei diesem Peptid ist
erst der den LD90-Wert erhdhende Einfluss der Substitutionen am Lipid A zu
beobachten, wenn auch Substitutionen am K(d)o vorhanden sind.

Das Peptid FF-24 hat mit 65 nM einen doppelt so hohen LD90-Wert gegen den
Stamm R595 als gegen den Stamm WBBO01. Gegen den Stamm T1 ist die
Aktivitat mit einer LD90 von etwa 260 nM schon deutlich geringer. Gegen den
Stamm T1 ist GD-28 antibakteriell inaktiv, gegen den Stamm Ko2b mit einer
LD90 von 8,2 pM allerdings noch schwach aktiv. Bei diesem Fragment ist ein
hemmender Einfluss auf die Aktivitat durch Substitutionen am Lipid A des LPS
der jeweiligen Bakterienstamme zu erkennen. Bei Vorhandensein von
Substitutionen am K(d)o scheinen die Lipid A Substitutionen jedoch einen
entgegen gerichteten Einfluss zu besitzen.

Gegen die Stamme WBBO01 und R595 besitzt RK-20 eine starke Aktivitat mit
einer LD90 von ungefahr 80 nM. Gegen den Stamm T1 ist die LD90 mit ca. 630
nM deutlich héher. Bei den Stammen mit Substitution am K(d)o ist das Peptid
inaktiv, genauso wie gegen den Wildtyp-Stamm von B. cepacia. Bei RK-20
scheint sich ein inaktivierender Effekt erst ab einer gewissen Anzahl an
Substitutionen am Lipid A einzustellen, der dann allerdings auch recht
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gravierend war. Durch Substitutionen am K(d)o wird RK-20 unwirksam gegen
die jeweiligen Bakterien.

Nur das Peptid GD-28 zeigt insgesamt eine teilweise verbesserte Aktivitat
gegenuber LL-32, allerdings ist es gegen den B. cepacia Wildtypstamm inaktiv.

Das Peptid GD-28 besitzt bei Stimulation von MNC durch WBBO01-LPS keine
antiinflammatorische Aktivitat, wohingegen bei Stimulation durch R595-LPS die
TNF-a Freisetzung komplett verhindert wird. Bei T1-LPS betragt die Reduktion
85%. Die Freisetzung von TNF-a. von MNC nach Stimulation durch LPS mit
Substitutionen am K(d)o wird dagegen auf unter 10% reduziert.

FF-24 besitzt bei keinem LPS eine ausgepragte antiinflammatorische Aktivitat.
Die relative TNF-a Konzentration betrug bei WBB01-LPS 80%, bei R595-LPS
28% und 33% bei T1-LPS. Auch bei LPS von den Stammen R45 und Ko2b
wurde die Freisetzung nur auf 40% und 50% reduziert.

RK-20 besitzt eine noch schlechtere antiinflammatorische Aktivitat als FF-24
und kann die relative TNF-o. Konzentration bei keinem Peptid auf unter 0,6
senken. Eventuell wird die Aktivitat durch eine hohe Anzahl an Substitutionen
am Lipid A reduziert. Bei Stimulation mit T1-LPS wurde eine pro-
inflammatorische Wirkung festgestellt, da die relative TNF-a Konzentration 1,4
betrug. Der Fehler betrug allerdings 1,3.

Die von den Peptiden der Gruppe ,N- und C-terminale Deletion®
hervorgerufenen A(la/lp)-Werte sind wie in 4.1. beschrieben bestimmt worden
und in Abb. 37 dargestellt.
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Abbildung 37: Anderung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen von Akzeptor
und Donor A(Ix/Ip) in Abhéngigkeit des molaren Verhéltnisses von
Peptid zu LPS fiir die Peptide der Gruppe ,,N- und C-terminale
Deletion* und fiir R595- und R60-LPS. Die unter 3.8.5. beschriebenen
Experimente wurden wie unter 4.1. beschrieben ausgewertet und
zusammengefasst. Die Werte mit ithren Fehler sind Mittelwerte und
Standardabweichungen.
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In der Gruppe ,N- und C-terminale Deletion* zeigen GD-28 und FF-24 ein
ahnliches Verhalten, welches sich vom LL-32 Verhalten unterscheidet.
Wahrend bei Aggregaten aus R595-LPS die ersten beiden Zugaben
schwankende A(lp/lp)-Werte erzeugen, sind die zur Zugabe ,c“ und ,d*
gehorigen A(la/lp)-Werte positiv. GD-28 erzeugte bei Zugabe ,e" im Gegensatz
zu FF-24 einen negativen A(la/lp)-Wert. Die Zugaben ,a“ und ,b“ der beiden
Peptide auf R60-LPS-Aggregate bewirkten negative Werte, die vom Betrag
kleiner wurden. Die nachsten Zugaben bewirkten dann positive Werte bis auf
die FF-24 Zugabe ,e“, die kaum eine Anderung erzeugte. Die Wirkung von RK-
20 auf Aggregate aus R595-LPS ahnelt der von LL-20, wobei RK-20 ab Zugabe
,d“ einen leicht positiven A(la/lp)-Wert bewirkt. Die A(la/lp)-Werte gegen R595-
LPS sind ahnlich wie die der Verdunnungskontrolle (Abb. 21). Bei Zugabe zu
Aggregaten aus R60-LPS sind die Werte ahnlich, aber insbesondere die ersten
beiden Zugaben erzeugen betragsmalig hohere Werte. Die Peptidzugaben zu
R45-LPS bewirkten durchgehend positive A(la/lp)-Werte, bis auf Zugabe ,a“ von
RK-20, der aber vom Betrag kleiner als die der Verdunnungskontrolle war. Die
gréRten Anderungen entstanden bei Zugabe ,d* (bei RK-20 Zugabe ,e“).

Insgesamt sind die Peptide der Gruppe ,N- und C-terminale Deletion® mit
abnehmender Lange auch weniger aktiver gegen Bakterien und besitzen eine
abnehmende antiinflammatorische Aktivitdt. RK-20 ist nahezu inaktiv. Die
A(la/lp)-Werte sind bei Verwendung von R45-LPS alle positiv. Das Peptid GD-
28 besitzt eine gute, zu LL-32 teilweise verbesserte, antibakterielle Aktivitat und
mafige antiinflammatorische Eigenschaften.

Peptide der Gruppe ,Interne Deletion®

Die antibakterielle Aktivitat der Peptide der Gruppe ,Interne Deletion“ gegen die
Stamme der Glycostruktur-Gruppe und antiinflammatorische Wirkung bei
Stimulation mit deren LPS wurden wie in 3.7.1. und 3.7.3. beschrieben ermittelt
und die Ergebnisse in Abb. 38 prasentiert. Die auf gleiche Weise ermittelten
Daten fur die Stamme, bzw. das LPS der Substitutions-Gruppe sind in Abb. 39
dargestellt. Die Ergebnisse der FRET-Spektroskopie fur die Peptide dieser
Gruppe sind in Abb. 40 prasentiert.
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Abbildung 38: A) Antibakterielle Aktivitdit der Fragmente der Gruppe ,interne

Deletion* gegen die Stdmme der Glycostruktur-Gruppe. Die LD90
wurde als MaB3 fiir die Aktivitit verwendet. Die Versuchsdurchfiihrung
ist in 3.7.1. beschrieben.
B) Antiinflammatorische Aktivitit der Peptide der Gruppe ,interne
Deletion®. Die Inhibition der TNF-a Freisetzung durch MNC nach
Stimulation mit vorinkubierten R595- und R60-LPS-Peptid-Gemischen
wurde auf die TNF-a Freisetzung nach Stimulation mit puren R595-
oder R60-LPS-Aggregaten normiert. Informationen zum Versuch sind in
3.7.3. dargestellt.

Das Peptid LL12VQ12 zeigt ein ahnliches Verhalten wie LL-32 in Hinblick auf
die Abhangigkeit von der LPS-Glycostruktur. Bei allen Stammen aufller Rz
besitzt LL12VQ12 eine leicht erhdhte LD90 gegenuber LL-32. Nur bei Rz wirkt
LL12VQ12 leicht starker. Insgesamt besitzt LL12VQ12 eine starke Aktivitat
gegen die getesteten Stamme. Das Peptid LL10RI10 besitzt ebenfalls gegen
alle gestesteten Stamme eine starke Aktivitat. Die Abhangigkeit von der LPS-
Struktur scheint eine andere zu sein als bei LL-32. So bewirken Ladungen in
der LPS-Glycostruktur (Rz, R345, R60) anscheinend keine Verbesserung der
Wirkung, auch scheint der Einfluss der Lange der Glycostruktur kaum einen
Einfluss zu haben. Gegen die Stamme R345 und R595 besitzt LL10RI10 eine
andere Aktivitat als gegen die anderen Stamme. Diese betragt aber nur eine
Verdinnungsstufe, wird also im Allgemeinen als nicht-signifikant bewertet.

Als Mal} fur die antiinflammatorischen Aktivitaten wurde die Fahigkeit der
Peptide verwendet, die TNF-a Produktion von LPS-aktivierten MNC zu
reduzieren. Das Peptid LL14RI14 ist bei Aktivierung durch R595-LPS in der
Lage, die TNF-o Ausschittung auf unter 10% zu reduzieren, die anderen
Peptid LL15KR15, LL12VQ12 und LL10RIM0 dagegen reduzieren die
Ausschuttung nur auf 27%, 42% bzw. 35%. Im Fall von Aktivierung durch R60-
LPS konnte kein Peptid die Auschuttung um mehr als 50% senken. LL12VQ12
besitzt die geringste Aktivitat.
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Die antibakterielle Aktivitat gegen Bakterienstdmme der Substitutions-Gruppe
ist zusammen mit der antiinflammatorischen Aktivitat bei Stimulation mit deren
LPS wie in 3.7.1. und 3.7.3. beschrieben ermittelt worden und in Abb. 39
dargestellt.
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. 32 LL12VQ12 . 32 LL12VQ12
s LL15KR15 B LL10RMO e LL15KR15 e LL10RIMO
I L L14RI14 I LL14RI114 ohne Peptid

Abbildung 39: A) Antibakterielle Aktivitit der Fragmente der Gruppe ,interne

Deletion* gegen die Tiefrauhmutantenstimme der Substitutionsgruppe
und einem Wildtypstamm der Spezies B. cepacia. Weitere
Informationen sind unter 3.7.1. zu finden. Die dargestellten Werte
stammen aus zwei unabhidngigen Doppelbestimmungen.
B) Antiinflammatorische Aktivitit der Peptide der Gruppe ,interne
Deletion®. Die Versuche wurden unter 3.7.3. beschrieben. Die Werte
sind Mittelwerte aus drei unabhingigen Messungen mit ihren
Standardabweichungen als Fehler.

Das Peptid LL15KR15 besitzt gegen die Stamme WBBO01, R595 und T1 eine
starke Aktivitat mit LD90-Werten von 27 uM, 14 uM und 55 nM. Es ist gegen
beide Stamme mit Substitutionen am K(d)o aktiv mit LD-90 Werten von 1,7 uM
fur T1 und 210 nM fur Ko2b. Gegen den Wildtypstamm ist LL15KR15 halb so
aktiv wie gegen T1. Wie bei LL-32 hemmen auch bei LL15KR15 die
Substitutionen am K(d)o des LPS stark die Aktivitat, der Einfluss von den
Substitutionen am Lipid A ist aber ein anderer als bei LL-32.

LL14RI14 besitzt gegen die Stamme ohne Substitutionen am Lipid A, WBBO01,
R595 und T1, eine LD90 von 60 nM. Gegen die Stamme T1 und Ko2b ist es
ahnlich aktiv wie LL15KR15. Gegen den B. cepacia Wildtyp besitzt es die
gleichen LD90 wie gegen den Stamm T1. Die Substitutionen am Lipid A haben
alleine keinen Einfluss auf die antibakterielle Aktivitdt von LL14RI14, sie
verringern anscheinend aber den stark inaktivierenden Einfluss der
Substitutionen am K(d)o.

Das Fragment LL12VQ12 besitzt gegen den Stamm WBBO01 eine LD90 von
35 nM, gegen R595 eine LD90 von 70 nM und gegen T1 eine LD90 von 35 nM.
Das Peptid wirkt gegen den Stamm R45 kaum noch, die LD90 betrug 17 uM.
Gegen den Stamm Ko2b zeigt LL12VQ12 noch eine Aktivitat mit einer LD90
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von 1 yM. Damit ist bei LL12VQ12 der Einfluss der Substitutionen am Lipid A
des LPS auf die Aktivitat gegen die entsprechenden Stamme ein anderer als
bei LL-32. Substitutionen am K(d)o hemmen die Aktivitdt von den beiden
Peptiden.

LL10RI1M0 besitzt gegen die Stamme WBBO01, R595 und T1 eine starke Aktivitat
mit LD90-Werten von 80 nM, 40 nM und 40 nM. Die LD90 gegen den Stamm
R45 lag knapp Uber 10 uM, gegen Ko2b betrug die LD90 1 uyM. Der B. cepacia
Wildtyp besal’ eine LD90 von 4 uM. Das kurze Peptid scheint durch eine hohe
Anzahl an Substitutionen am Lipid A eine starkere Aktivitat zu entwickeln. Der
die Aktivitdt mindernde Einfluss der Substitutionen am K(d)o Uberwiegt aber
auch bei diesem Peptid.

Insgesamt zeigen die Fragmente der Gruppe ,interne Deletion® teilweise eine
im Vergleich zu LL-32 verbesserte antibakterielle Aktivitat. Allerdings bei
gleichzeitiger Verschlechterung der Wirkung gegen den Stamm R45. Bei den
Peptide LL15KR15 und LL12VQ12 liegt eine andere Abhangigkeit der Aktivitat
gegen Stamme, die LPS mit Substitutionen am Lipid A exprimieren vor, als bei
den anderen Peptiden dieser Gruppe.

Die relative TNF-a Konzentration, welche nach 5 Stunden Stimulation mit
Peptid aus der Gruppe ,nterne Deletion“ versetzten LPS-Aggregaten im
Vergleich zur Stimulation mit reinen LPS-Aggregaten von 10° MNC
ausgeschittet wurde, ist in Abb. 39 B) dargestellt.

Das Peptid LL15KR15 besitzt gegen kein LPS eine starke antiinflammatorische
Aktivitat. Die relative TNF-o Konzentration betrugen bei Stimulation mit WBBO01-
LPS 78%, mit R595-LPS 27% und mit T1-LPS 63%. Auch bei Stimulation mit
LL15KR15-versetztem LPS der Stamme mit K(d)o-Substitution wird die
Zytokinkonzentration nur auf 30% bzw. 47% der TNF-o Konzentration bei
Stimulation mit reinem R45- bzw. Ko2b-LPS reduziert. Es ist keine direkte
Abhangigkeit von den Substitutionen zu erkennen. Insgesamt besitzt das Peptid
nur eine sehr maflige antiinflammatorische Aktivitat.

LL14RI14 kann die durch LPS hervorgerufenen TNF-a Ausschuttung von MNC
bei allen getesteten LPS auller bei WBBO01-LPS nahezu vollstandig
unterdrucken. Bei WBB01-LPS wird die TNF-a. Produktion durch das Peptid auf
64% gesenkt, bei R595-LPS auf 6% und bei T1-LPS auf 9%. Die
Zytokinproduktion, ausgeldst durch LPS, kann von dem Peptid LL14KR14 bei
R45-LPS auf 2% gesenkt werden und bei Ko2b-LPS vollstandig.

Das Fragment LL12VQ12 ist bei keinem LPS in der Lage, die durch Stimulation
von MNC freigesetzte TNF-o. Konzentration malfigeblich zu reduzieren. Durch
die Stimulation mit Peptid-versetzten LPS-Aggregaten wird im Vergleich zur
Stimulation ohne Peptid bei WBB01-LPS 54%, bei R595-LPS 42%, bei T1-LPS
56% und bei R45-LPS 51%. Bei Ko2b-LPS wirkt es mit 114% sogar leicht
proinflammatorisch.

LL10RIMO kann bei R595- und R45-LPS die TNF-a Produktion auf immerhin
35% bzw. 18% zu reduzieren. Die TNF-a Produktion wird bei Stimulation mit
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WBBO01-LPS auf 97%, bei T1-LPS auf 72% und bei Ko2b-LPS auf 56% durch
das Peptid reduziert.

Die Messergebnisse aus der FRET-Spektroskopie sind in Abb. 40 dargestellt.
Sie wurden wie in 3.8.5. beschrieben bestimmt. Die Bedeutung der Werte
wurde in 4.1. erlautert.

ace ace

ace ace bd bd
bd bd ace ace

bd bd
R595-LPS R60-LPS R45-LPS
— 32 LL12VQ12 _
s LL15KR15  mmmmm LL10RMO [Peptid],, : [LPS], = 053!066,*;1 ;g;g

N LL14RI114

Abbildung 40: Anderung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen von Akzeptor
und Donor A(Ix/Ip) in Abhéngigkeit des molaren Verhéltnisses von
Peptid zu LPS fiir die Peptide der Gruppe ,,interne Deletion®. Die unter
3.8.5. beschriebenen Experimente wurden wie unter 4.1. beschrieben
ausgewertet und zusammengefasst.

Bei dieser Gruppe ergeben sich die bisher starksten Unterschiede bei den
A(la/lp)-Werten. LL15KR15 bewirkt bei R595-LPS-Aggregaten bis zu einem
Peptid zu LPS Verhéltnis von 1 eine positive Anderung, bei den weiteren
Zugaben kaum noch eine Anderung. Bei Aggregaten aus R60-LPS bewirkt erst
die dritte Zugabe einen deutlich positiven A(la/lp)-Wert. LL14RI14 zeigt bei
R595-LPS-Aggregaten bei Zugabe ,a“ bereits einen leicht positiven A(la/lp)—
Wert, bei Zugabe ,d“ einen deutlich positiven A(la/lp)-Wert. Bei Aggregaten aus
R60-LPS bewirken die ersten beiden Zugaben einen deutlich negativen
A(la/lp)-Wert, Zugabe ,c* und ,d“ aber einen relativ gro3en positiven A(la/lp)—
Wert. LL12VQ12 bewirkt bei R595-LPS-Aggregaten insgesamt nur relativ kleine
Anderungen, wobei die durch die Zugaben ,a“, ,b“ und ,e“ negativ sind, die
anderen beiden positiv. Bei Aggregaten aus R60-LPS sind die Anderungen
grolder. Auch hier ist Zugabe ,c“ die erste, die einen positiven A(la/lp)-Wert
verursacht. Die weiteren Zugaben bewirkten weiterhin positive Werte. LL10RI10
weist einen sehr grof3en positiven A(la/lp)-Wert bei Zugabe ,d“ auf. Die
vorherigen Zugaben bewirkten nur kleine Anderungen, wobei die dritte bereits
leicht positiv war. Bei den R45-Aggregaten bewirkte nur Zugabe ,d“ und ,e" von
LL15KR15 einen sehr geringen negativen A(la/lp)-Wert und die Zugabe ,a“ und
,0° von LL12VQ12. Diese lagen allerdings alle im Bereich der reinen

- 120 -



Ergebnisse und Diskussion

Verdinnungswerte (Abb. 21). Die grolten positiven Werte wurden bei
LL15KR15 durch Zugabe ,c“, bei LL14RI14 durch ,d“ bei LL12VQ12 durch ,e*
und bei LL10RI10 durch Zugabe ,d“ erzeugt.

Das Peptid bewirkt an R60-LPS-Aggregaten ein Verhalten, welches umgekehrt
zu dem von LL-32 an R595-LPS-Aggregaten ist. Die ersten beiden Zugaben
bewirkten eine geringer werdende negative Anderung des Quotienten aus den
Intensitaten der Fluorophore, die folgenden allesamt eine ausgepragte positive
Anderung. Die A(la/lp)-Werte bei Zugabe der Peptide auf R45-LPS-Aggregate
waren deutlich positiver als die bei Zugabe auf Aggregate aus R595- oder R60-
LPS.

Insgesamt besitzen die Peptide dieser Gruppe ein divergenteres Verhalten als
die Peptide der anderen Gruppen. Dabei zeigt besonders das Peptid LL15KR15
ein anderes Verhalten. LL14RI14 ist dagegen relativ vergleichbar mit LL-32
oder anderen Peptiden wie GD-28.

Peptide der Gruppe ,Interne Substitution®

Zum Abschluss werden die antibakteriellen und antiinflammatorischen
Aktivitaten der Peptide der Gruppe ,Interen Substitution“ prasentiert. In Abb. 41
sind die Aktivitaten gegen die Stamme der Glycostruktur-Gruppe, bzw. deren
LPS dargestellt, in Abb. 42 entsprechend gegen die der Substitutions-Gruppe.
Die Versuche sind in 3.7.1. und 3.7.3. beschrieben. Anschliellend werden die
wie in 3.8.5. beschrieben ermittelten Daten aus der FRET-Spektroskopie in
Abb. 43 aufgetragen.

A) 1000

1,4
1,2b
1,0}
o8}
0,6f
0.4}

100 0.2l
0,0 .|
& Wiz w7
0.2

10

—

1000}

LD 90/ nM
rel. [TNF - ]

R595 R4 R7 Rz R5 R345 R60 R595 R60
Stamm [LPS ]=5nM, [Peptid] =2 uM
32 4A
. || -32 i pias
2A I 2G ohne Peptid

Abbildung 41: A) Antibakterielle Aktivitit der Fragmente der Gruppe ,interne
Substitution* gegen die S. minnesota Stimme der Glycostruktur-Gruppe.
Weitere Informationen sind unter 3.7.1. zu finden. Die Werte stammen
aus zwei unabhingigen Doppelbestimmungen.
B) Antiinflammatorische Aktivitit der Peptide der Gruppe ,interne
Substitution®. Weitere Informationen zu den Versuchen sind unter 3.7.3.
beschrieben. Die Werte sind Mittelwerte aus drei unabhidngigen
Versuchen mit ihrer Standardabweichung als Fehler.
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Das Peptid 2A besitzt eine sehr ahnliche antibakterielle Aktivitat wie LL-32, nur
bei den Stammen Rz und R345 wurden nicht-signifikante Unterschiede
festgestellt. 2A besitzt starke antibakterielle Eigenschaften. Da insgesamt sehr
viele Aktivitaten bestimmt wurden, wurden nur die antibakteriellen Aktivitaten
von 2A und LL-32 bestimmt.

Die Peptide 2A, 2G und 4A besitzen eine ahnlich starke antiinflammatorische
Aktivitat bei R595-LPS-Stimulation wie LL-32. Das Peptid 4G besitzt eine
schwache Aktivitat und kann die TNF-a Konzentration nur auf 46% reduzieren.
Bei Stimulation durch R60-LPS ist lediglich das Peptid 2A in der Lage die TNF-
o Konzentration sehr deutlich auf 4% zu reduzieren. 4A besitzt von den ubrigen
Peptiden noch die starkere Aktivitat und kann die TNF-a. Ausschittung auf 50%
reduzieren, wahrend 2G sie auf 76% und 4G auf 78% reduziert.

Die fur die Stamme der Substitutions-Gruppe ermittelten antibakteriellen
Aktivitaten sind zusammen mit den antiinflammatorischen Aktivitaten bei
Stimulation mit deren LPS in Abb. 42 dargestellt. Sie wurden wie in 3.7.1. und
3.7.3. beschrieben bestimmt.
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Abbildung 42: A) Antibakterielle Aktivitdit der Fragmente der Gruppe ,interne

Substitution” gegen die verschiedenen Stimme der Substitutionsgruppe
und gegen einen B. cepacia Wildtyp. Die Versuchsdurchfithrung wurde
in 3.7.1. beschrieben. Die Werte stammen aus zwei unabhingigen
Doppelbestimmungen.
B) Antiinflammatorische Aktivitit der Peptide der Gruppe ,interne
Substitution®. Weitere Informationen zu den Versuchen in 3.7.3.
angegeben. Die Werte sind Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen
als Fehler resultierend aus drei unabhingigen Messungen.

Das Peptid 2A besitzt gegen alle Stamm ohne Substitution am K(d)o eine
starke Aktivitat mit einer LD90 von 50 nM. Gegen beide Stamme mit
Substitution am K(d)o war das Peptid ebenfalls aktiv, die LD90 gegen R45
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betrug 1,6 uM, die gegen Ko2b nur 50 nM entsprechend den LD90-Werten flr
die Stdmme ohne K(d)o-Substitution. Gegen den B. cepacia Wildtypstamm lag
die LD90 noch unterhalb von 1 pM. Die Aktivitat vom Peptid 2A scheint keinem
Einfluss von Substitutionen am Lipid A zu unterliegen. Der aktivitatsmindernde
Einfluss der Substitution am K(d)o wird teilweise wieder durch eine hohe Anzahl
an Substitutionen am Lipid A aufgehoben.

Das Peptid 2G ist gegen die Stamme WBBO01 und T1 antibakteriell aktiver als
LL-32. Gegen den Stamm R595 ergaben sich uneinheitliche Werte. Gegen den
Stamm R45 lag die LD90 bei unter 1 yM, gegen Ko2b war das Peptid sogar
stark aktiv mit einer LD90 von nur 50 nM. Das Peptid zeigt ein ahnliches
Verhalten wie 2A, besitzt aber eine noch bessere antibakterielle Aktivitat.

4A besald gegen die Stamme WBBO01, R595 und T1 eine hdhere oder ahnliche
Aktivitat wie LL-32 mit LD90-Werten von 25 nM, 50 nM und 25 nM. Gegen die
Stamme R45 und Ko2b wies die LD90 sehr geringe Werte von ca. 210 nM bzw.
105 nM auf.

Das Peptid 4A besitzt die besten antibakteriellen Aktivitaten der getesteten LL-
32 Fragmente. Die Aktivitat wird durch Substitutionen am K(d)o gemindert, eine
zusatzlich vorhandene hohe Anzahl an Substitutionen am Lipid A verringert
diesen Effekt.

Das Peptid 4G besal’ gegen die Stamme WBBO01, R595 und T1 LD90-Werte
von nur 14 nM, 14 nM und 55 nM. Gegen die Stamme R45 und K02b betrugen
sie 3,5 yM und ca. 210 nM. Gegen den Wildtyp besall 4G eine LD90 von 3,5
MM. Erst ab einer hohen Anzahl, wie beim T1-LPS, bewirken Substitutionen am
Lipid A einen aktivitatsmindernden Einfluss auf das Peptid. Der die Aktivitat
verringernder Einfluss der Substitutionen am K(d)o wird durch eine hohe Anzahl
an Lipid A Substitutionen teilweise reduziert. Insgesamt besitzt 4G eine
gegenuber LL-32 verbesserte Aktivitat. Gegen die Stamme mit Substitution am
K(d)o ist sie aber geringer aktiv als die von den Peptiden 2A, 2G und 4A.

Das Peptid 2A der Gruppe ,interne Substitution” kann die TNF-a Freisetzung
von MNC nach Stimulation von allen getesteten LPS vollstandig unterdricken.
2G ist nur bei WBB01-LPS mit einer relativen TNF-o. Konzentration von 76%
nicht in der Lage die Zytokin Ausschuttung wirksam zu unterbinden. Bei R595-,
T1- und R45- und Ko2b-LPS ist die Reduktion auf 4%, 9%, 4% bzw. 19% sehr
stark.

Das Derivat 4A besitzt recht ahnliche antiinflammatorische Eigenschaften in
Bezug auf die getesteten LPS. Es ist auch bei WBB01-LPS mit einer durch das
Peptid reduzierten TNF-a Konzentration auf 66% schwach aktiv, wahrend es
bei den anderen eine starke Aktivitat besitzt. Bei R595- und T1-LPS Stimulation
kann es die TNF-a Produktion nahezu vollstandig verhindern, bei Stimulation
mit LPS von Stammen mit K(d)o-Substitution hingegen nur sehr stark auf 9%
bei R45-LPS und auf 13% bei Ko2b-LPS reduzieren.

Das Peptid 4G ist bei keinem LPS in der Lage die TNF-a Produktion wirksam
zu unterbinden. Es kann die Produktion bei Stimulation mit WBB01-LPS auf
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64%, bei R595-LPS auf 46%, bei T1-LPS auf 65% und bei R45-LPS auf 62%
reduzieren. Bei Ko2b-LPS bewirkt es gar keine Anderung der von den MNC
produzierten Menge an TNF-a.

Ein direkter Einfluss der Substitutionen am LPS ist auch bei dieser Gruppe nicht
zu sehen, allerdings sind die meisten Peptide dieser Gruppe besonders gegen
das keine Substitutionen besitzende LPS vom Stamm WBBO01 besonders
inaktiv. Der Austausch von nur zwei Aminosauren vom LL-32 zum 2G bewirkt,
im Gegensatz zum Peptid 2A, eine sehr starke Reduzierung der
antiinflammatorischen Aktivitat gegen WBBO01-LPS. Der Austausch von vier
Aminosauren des LL-32, die zum Peptid 4G fuhren, bewirkt eine starke
Minderung der antiinflammatorischen Aktivitat. Beim Peptid 4A betrifft dies fast
nur die Aktivitat gegen WBBO1-LPS und ein wenig die Aktivitat gegen LPS mit
Substitution am K(d)o.

In Abb. 43 sind die durch verschiedene Peptidzugaben (,a“ bis ,e“)
verursachten Anderungen im Verhaltnis von Akzeptor- zu Donorintensitat
A(la/lp) von markierten LPS-Aggregaten (4.1.) fur die Peptide der Gruppe
Jinterne Substitution” eingetragen.

ace ace
bd
R595-LPS R60-LPS R45-LPS
— 32 4A
A = 1 4G [Peptid], : [LPS],, =0,3/ 066! 1/ 315

N 2°G

Abbildung 43: Anderung des Verhiltnisses der Fluoreszenzintensititen von Akzeptor
und Donor A(Ix/Ip) in Abhéngigkeit des molaren Verhéltnisses von
Peptid zu LPS fiir die Peptide der Gruppe ,.interne Substitution. Die
unter 3.8.5. beschriebenen Experimente wurden wie unter 4.1.
beschrieben ausgewertet und zusammengefasst. Die Werte mit ihren
Fehler sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus einer
Doppelbestimmung.

Die Peptide der Gruppe ,interne Substitution® 2A, 2G, 4A und 4G bewirken fast
ausschlielich positive A(la/lp)-Werte bei R595-LPS-Aggregaten bis auf die
Zugaben ,e“. Bei 4A bewirken auch die Zugaben ,b“ und ,c* eine sehr
schwache negative Anderung des (la/lp)-Wertes. Alle vier Peptide besitzen bei
der dritten Zugabe einen hohen A(la/lp)-Wert.
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Bei der Interaktion mit Aggregaten aus R60-LPS zeigen die Peptide 2A, 2G, 4A
und 4G ein ahnliches Verhalten, welches unterschiedlich zu dem von LL-32 ist.
Die vier Peptide zeigen erst ab der dritten Zugabe, ab der ein 1 : 1 Verhaltnis
von Peptid zu LPS herrscht, eine positive (la/lp)-Anderung. Der Betrag des
negativen A(lp/lp)-Werts nach der Zugabe ,b“ war fur alle Peptide jeweils
geringer als bei Zugabe ,a“. Die Zugabe ,d“ bewirkte bei den Peptiden 2A und
2G einen geringeren positiven A(la/lp)-Wert als bei den Peptiden 4A und 4G.
Der A(lp/lp)-Wert der letzten Zugabe war bei allen Peptiden leicht negativ oder
fast Null.

An R45-LPS-Aggregaten bewirken die Peptide der Gruppe ,interne
Substitution“ bis auf die Zugaben ,e“ durchweg positive A(la/lp)-Werte. Bei den
Peptiden mit dem die a-Helix flexibilisierende Aminosaure Glycin (G) sind die
Anderungen betragsmaRig groRer als bei den Peptiden mit den die a-Helix
stabilisierende Alanin (A).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Peptide mit
Aminosaurensubstitution sehr starke antibakterielle Eigenschaften besitzen,
allerdings bis auf 2A auch eine schwachere antiinflammatorische Aktivitat. Die
Zytotoxizitat ist relativ hoch, wobei die beiden Peptide mit Alaninsubstitution
héhere Werte als die mit Glycinsubstitution besitzen.

Zytotoxische Aktivitat

Der prozentuale Anteil an durch LL-32 und seine Fragmente lysierten
Erythrozyten wurden wie in 3.7.2. beschrieben flr unterschiedliche
Peptidkonzentration ermittelt. Er wird als Mal} fur die zytotoxische Aktivitat des
jeweiligen Peptids verwendet und wird nach Peptidgruppen (Tab. 1) getrennt im
Folgenden vorgestellt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen mit ihren Standardabweichungen als Fehler. Zur
deutlicheren Darstellung wurden die Werte mit einer sogenannten ,Spline“-
Kurve angefittet.

Die ermittelten zytotoxischen Aktivitaten der Peptide der Basisgruppe, LL-32,
LL-37 und rCAP18406.137, sind in Abb. 44 zusammen mit denen fur die Peptide
der Gruppe ,N-terminale Deletion®, LL-32, FF-28, SK-24 und 1G-20, dargestellt.
Dazu wurde der prozentuale Anteil an lysierten Zellen Uber der eingesetzten
Peptidkonzentration aufgetragen.
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Abbildung 44: Zytotoxische Aktivitit von Peptiden der Basisgruppe (A) und der
Gruppe ,,N-terminale Deletion®. Der prozentuale Anteil der lysierten
Erythrozyten wurde mit verschiedenen Peptidkonzentrationen gegen 10
Zellen in 100 pl PBS wie unter 3.7.2. beschrieben ermittelt. Als
Ausgleichskurve wurde eine ,,Spline“-Kurve gewahlt.

Bis zu einer Konzentration von 3 uM hat keines der drei Basisgruppen-Peptide
Erythrozyten lysiert. Bei hoheren Konzentrationen lysieren alle drei Peptide
Erythrozyten, jedoch LL-32 wesentlich starker als LL-37 oder rCAP184¢6.137. Bei
100 uM lysiert LL-32 80% der Zellen, LL-37 16% und rCAP18106.137 5%.

Auch die Peptide der Gruppe ,N-terminale Deletion® lysieren die Erythrozyten
bis zu einer Konzentration von 3 pM nicht. Bei hoheren Konzentrationen
lysieren die Peptide die Erythrozyten in unterschiedlich starkem Male, wobei
IG-20 eine starkere zytotoxische Aktivitat als FF-28 besitzt. SK-24 ist das Peptid
dieser Gruppe mit der geringsten Zytotoxizitat. Bei einer Peptidkonzentration
von 100 uM lysiert LL-32 80% der Zellen, FF-28 12%, SK-24 4% und 1G-20
31%.

Die C-terminalen Aminosauren von LL-37 bewirken anscheinend eine
hemmende Wirkung fur die Aktivitat gegen Erythrozyten, ebenso die 9. bis 12.
Aminosaure von LL-32. Die ersten acht dagegen bewirken anscheind eine
erhdhte Zytotoxizitat von LL-32.

In Abb. 45 A) sind die fur die Peptide LL-32 und LL-20 der Gruppe ,C-terminale
Deletion“ ermittelten zytotoxischen Aktivitaten dargestellt, in B) die fur die
Peptide der Gruppe ,N- und C-terminale Deletion“ LL32, GD-28, FF-24 und RK-
20.
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Abbildung 45: Zytotoxische Aktivitit der Peptide LL-32 und LL-20 der Gruppe ,,C-
terminale Deletion” (A) und von Peptiden der Gruppe ,,N- und C-
terminale Deletion* (B). Der Anteil der lysierten Erythrozyten wurde
wie unter 3.7.2. beschrieben ermittelt.

Im Gegensatz zu den bisher untersuchten zytotoxischen Aktivitaten bewirkt das
Peptid LL-20 auch bei einer Konzentration von 100 yM keine Lyse der
Erythrozyten.

Auch in der Gruppe ,N- und C-terminalen Deletion® besitzt LL-32 die hdchste
zytotoxische Aktivitat. Wahrend bei LL-32 ab 3 uM die Erythrozyten zu lysieren
beginnen, findet dies bei GD-28 und FF-24 erst bei der zehnfachen
Konzentration statt. LL-32 lysiert bei einer Konzentration von 100 uM 80% der
Zellen, GD-28 8% und FF-24 3%. RK-20 zeigt genauso wie LL-20 (Abb. 45 A)
keinerlei zytotoxische Aktivitat.

Sowohl die Deletion um 12 Aminosauren vom C-Terminus als auch die
gemeinsame Deletion von 12 Aminosauren von N- und C-Terminus flhrt zu
einem nicht zytotoxischen Peptid. Da die Deletion der vier endstandigen
Aminosauren die Aktivitat ahnlich stark verringert wie die Deletion der ersten
vier Aminosauren, scheinen insbesondere die beiden N-terminalen
Aminosauren flr die starke zytotoxische Aktivitat von LL-32 eine essentielle
Rolle zu spielen.

Die fur die Peptide der Gruppe ,interne Deletion” gemessenen zytotoxischen
Aktivitaten wurden in Abb. 46 A) Uber der logarithmisch skalierten
Peptidkonzentration aufgetragen, die der Gruppe ,interne Substitution® in B).
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Abbildung 46: A) Zytotoxische Aktivitdt der Peptide der Gruppe ,,interne Deletion* und
der Gruppe ,interne Substitution“. Der prozentuale Anteil an
Erythrozyten, die durch verschiedene Peptidkonzentrationen lysiert
wurden, wurde wie unter 3.7.2. beschrieben mit 10® Zellen in 100 pl
PBS durchgefiihrt.

Auch die Peptide dieser Gruppe besitzen wie alle zuvor getesteten eine
geringere zytotoxische Aktivitat als LL-32. LL14RI14 zeigt die bisher hochste
Lyseaktivitat aller Fragmente, die bereits bei 3 pM einsetzt, wahrend
LL15KR15, LL12VQ12 und LL10RI10 erst ab 30uM beginnen Erythrozyten zu
lysieren.

Auch bei den zur Gruppe ,interne Substitution“ gehérenden Peptiden besitzt
keins eine starkere zytotoxische Aktivitat als LL-32. Die Peptide 2A und 4A
besitzen eine sehr ahnliche zytotoxische Aktivitat und sind in der Lage bei einer
Peptidkonzentration von 100 uM 40% der Zellen zu lysieren. Die Peptide 2G
und 4G besitzen ebenfalls sehr ahnliche Kurvenverlaufe und lysieren bei 100
MM ein Viertel der Zellen.

Wie an den Daten fir die Peptide LL15KR15 und den mit Substitution zu
erkennen ist, ist die Bedeutung einer definierten a-Helix flr die zytotoxische
Aktivitat geringer als die einzelner Aminosauren, wie durch die Daten von GD-
28 gut veranschaulicht wird.

Das hydrophobe Moment von LL-32 und den Fragmenten

Um die biologischen Befunde durch physikalische Grofien deuten zu kénnen,
wurden die hydrophoben Momente der Peptide wurden wie in 3.8.6.
beschrieben mit einem Programm (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel) ermittelt
und sind ihrer Grof3e nach sortiert in der folgenden Tabelle angegeben.
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Peptid Hydropil(zjn?z?ol:ﬂoment Peptid Hydropsj?(rensol;ﬂoment
LL-37 59,41 rCAP18,.., 4543
2G 53,63 FF-24 41,70
LL-32 5321 LL12VQ12 39,31
2A 62,75 SK-24 38,48
GD-28 50,24 1G-20 33,49
LL14RI14 48,23 LL-20 33,33
FF-28 47 52 RK-20 33,20
4A 46,85 LL10RI10 26,92
4G 46,56 LL15KR15 2,68

Tabelle 5: Hydrophobe Momente in kJ / mol der LL-32 Fragmente sortiert nach
threr Gréfe. Die Momente wurden wie in 3.8.6. beschrieben mit einem

frei verfliigbaren Programm bestimmt. Fiir die Peptidbezeichnung siehe
Tab. 1.

Auffallig ist, dass LL15KR15 ein sehr geringes hydrophobes Moment besitzt.
Dies ist dadurch erklarbar, dass durch die Deletion von 2 Aminosauren das N-
terminale Ende um 200° gegenuber dem C-Terminus verdreht ist. Damit
befinden sich die hydrophoben Aminosauren nicht mehr auf derselben Seite
des Peptids und demzufolge sinkt das hydrophobe Moment auf nahezu Null.
Die Fragmente mit 20 Aminosauren besitzen ebenfalls relativ geringe Momente.
Die Fragmente mit 24 Aminosauren sind die Gruppe mit den nachst niedrigeren
Momenten. Zwischen Peptiden mit 28 oder 32 Aminosauren gibt es nicht so
eine klare Trennung nach den hydrophoben Momenten.

Zeta-Potential und GréRRe von LPS-Aggregaten in Abhangigkeit von LL-32 und
LL-20

Die Wirkung von LL-32 auf ein Membranmodell aus verschiedenen LPS wurde
mit physikalischen GroRen beschrieben. Dazu wurde das Zeta-Potential und die
Grolde von LPS-Aggregaten in Abhangigkeit der LL-32 Konzentration bestimmt.
An einigen LPS wurde auch das Fragment LL-20 getestet.

Zeta-Potential von Aggregaten aus LPS der Glycostrukturreihe in Abhangigkeit
von LL-32 und Aggregaten aus R595- und R60-LPS in Abhangigkeit von LL-20
Zur Ermittlung des Einflusses der LPS-Glycostruktur auf die Bindung von LL-32
an LPS wurde das Zeta-Potential von Aggregaten aus LPS der
Glycostrukturreihe in Abhangigkeit von LL-32 gemessen. Zusatzlich wurde das
Zeta-Potential von R595- und R60-LPS-Aggregaten in Abhangigkeit der LL-20
Konzentration bestimmt. Aus Vergleich mit den LL-32 Daten lassen sich
Ruckschlusse auf die Struktur-Wirkungsbeziehung des Peptids ziehen.
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Beide Messreihen wurden unter den Standardbedingungen gemessen (3.8.1.)
und die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus zwei unabhangigen
Messungen mit ihren Standardabweichungen als Fehler. Die Werte wurden mit
einer sigmoidalen Kurve angefittet.
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Abbildung 47: A) Anderung des Zeta-Potentials von Aggregaten aus LPS der

Glycostrukturreihe in Abhdngigkeit der LL-32 Konzentration. Gemessen
wurde unter den Standardbedingungen (3.8.1.). Die prédsentierten Werte
sind Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen als Fehler aus zwei
unabhingigen Messreihen.
B) Einfluss von LL-20 auf das Zeta-Potential von Aggregaten aus R595-
und R60-LPS. Es wurde unter den Standardbedingungen (3.8.1.)
gearbeitet.  Die  Werte  sind  ebenfalls  Mittelwerte  mit
Standardabweichung aus zwei unabhdngigen Messungen. Zum
Vergleich sind die Werte von PMBN gegen R595- und R60-LPS (Abb.
22 B) eingetragen.

Der Verlauf des Zeta-Potentials in Abhangigkeit von LL-32 ahnelt prinzipiell
dem Verlauf in Abhangigkeit von PMB (Abb. 22 A). Die Uberkompensation des
Zeta-Potentials ist jedoch bei LL-32 bedeutend grof3er und wird spatestens ab
einem Verhaltnis von LL-32 zu LPS von 0,4 erreicht. Damit ist insbesondere der
anfangliche Anstieg der sigmoidalen Kurve noch starker. Die Kurven von R345-,
R60- und R5-LPS besitzen insbesondere im Anfangsbereich eine geringere
Steigung und liegen unterhalb der anderen Kurven.

Die Sattigungswerte betragen fir die verwendeten LPS 21,4 mV (R595), 23,5
mV (R4), 19,2 mV (R7), 24,2 mV (Rz), 19,0 mV (R5), 15,3 mV (R345), und 19,9
mV (R60). Auffallend ist, dass das die sigmoidalen Bindungskurven nicht so gut
passend sind, wie bei den PMB-Daten. Insbesondere die Datenpunkte zu
LL32 : LPS = 0 passen nicht in den Fit. Bei der R5-LPS-Kurve musste der
Punkt sogar fur den Fit weggelassen werden und auch der Fit fur R4-LPS
passiert den grolden Fehlerbereich des Anfangwerts nicht einmal.

In Abb. 47 B) ist das Zeta-Potential von R595- und R60-LPS-Aggregaten Uber
dem molaren Konzentrationsverhaltnis von LL-20 zu LPS aufgetragen. Der
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Kurvenverlauf ahnelt dem von den Messungen mit PMBN und DTPPB
insbesondere bei Aggregaten aus R595-LPS. Diese Werte von PMBN sind zum
Vergleich mit in den Graphen eingetragen. Bei den Messungen von LL-20
wurden folgende Sattigungswerte erreicht: 4,2 mV fur R595-LPS und 1,5 mV flr
Aggregate aus R60-LPS; bei den Messungen mit PMB-N wurden 3,8 mV flr
R595- und -1,2 mV fur R60-LPS-Aggregate erreicht, bei den mit DTPPB 1,6 mV
fur R595-LPS und -2,2 mV fur R60-LPS.

AggregatgroRen von LPS der Glycostrukturgruppe in Abhangigkeit der LL-32
und LL-20 Konzentration

Um den Einfluss der Glycostruktur auf die Wirkung von LL-32 auf LPS-
Aggregate zu untersuchen, wurde von Aggregaten, welche aus LPS der
Glycostruktur-Gruppe bestanden, die GrofRe in Abhangigkeit der molaren LL-32
zu LPS Konzentration gemessen. Die Proben von der Bestimmung des Zeta-
Potentials von Aggregaten aus Glycostruktur-Gruppen-LPS in Abhangigkeit der
LL-32 Konzentrationen wurden hierzu verwendet. Wie bei allen Zeta-Potential-
und Grollenbestimmungen an LPS-Aggregaten wurde in einem Puffer mit 10
mM TRIS, 2 mM CsCI, pH = 7 und bei 25°C gemessen. Die prasentierten Werte
sind Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen von zwei unabhangig
praparierten Proben. Die Mittelwerte wurden mit Geraden zur besseren
Sichtbarkeit verbunden.
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Abbildung 48: Abhdngigkeit der Grofle der Aggregate aus LPS der Glycosstrukturreihe
von dem molaren Konzentrationsverhéltnis von A) LL-32 und b) LL-20
oder PMBN mit logarithmischer Abszisse. Die Werte sind Mittelwerte
mit ihren Standardabweichungen als Fehler. Gemessen wurde an
denselben Proben die fiir die Zeta-Potential-Messungen in Abb. 27
verwendet wurden.

Die AggregatgroRe andert sich unter dem Einfluss von LL-32 von einigen
Hundert nm auf bis zu Tausende nm. Aggregate aus R595-LPS besitzen ihre
maximale durchschnittiche GroRe von 1600 nm bei einem molaren
Konzentrationsverhaltnis von LL-32 zu LPS von 0,4, R4-LPS bei einem
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Verhaltnis von 0,2 eine Grofte von 1600, R7-LPS bei 0,6 1585 nm, Rz-LPS bei
0,8 2825 nm, R5-LPS bei 0,4 1495 nm, R345-LPS bei 1,0 1965 nm und R60-
LPS bei 0,8 1710 nm. Nach ihren Maximalwerten fallen die Graphen fur R595-,
R7- und R60-LPS leicht ab, die fur Rz-LPS stark ab und fir R5-, R4- und R345-
LPS bleibt die GroRe ungefahr gleich.

Insgesamt sind die Kurvenverlaufe jedoch sehr ahnlich. Im Vergleich zu den
entsprechenden Messungen mit PMB in Abb. 23 steigt die Grole der
Aggregate durch LL-32 schneller an.

Unter dem Einfluss von LL-20 (Abb. 48 B) werden die Aggregate aus R595- und
R60-LPS auch gréfer, allerdings erst bei héheren Konzentrationen als von LL-
32. Die R595-LPS-Aggregate haben bei einem molaren
Konzentrationsverhaltnis von LL-20 : LPS von 1,6 ihre maximale Grole von
2290 nm erreicht, die Aggregate aus R60-LPS bei einem Verhaltnis von 2,5 mit
einer Grofle von 936 nm. Im Anfangsbereich sind beide Kurven stark
unterschiedlich, die vom R595-LPS ist deutlich steiler als die vom R60-LPS. Der
Endbereich beider Kurven hingegen ist ziemlich ahnlich.

Die grofdte Gemeinsamkeit besitzen aber die Kurven der AggregatgroRen aus
R595-LPS in Abhangigkeit von LL-20 mit denen von PMBN (Abb. 48 B). Im
Vergleich zu der Kurve von der GroRe der Aggregate aus RG60-LPS in
Abhangigkeit von DTPPB liegt die entsprechende Kurve von LL-20 immer im
gleichen Abstand (allerdings beachte man den logarithmischen Malistab)
oberhalb von ihr. Dies gilt auch fir die unabhangigen Startwerte.

Bindung von LL-32 an Bakterien und die Auswirkung auf die Membranintegritat

Mit der Durchflusszytometrie wurde die Bindung von fluoreszenzmarkiertem
LL-32 an Bakterien und dessen Auswirkung auf die Integritat der bakteriellen
Zellhdlle untersucht. Dazu wurde das Fluorophor NBD an LL-32 gebunden.
Biologische Tests ergaben keinen Unterschied im antibakteriellen Verhalten
zwischen dem so genanntem NBD-LL-32 und LL-32. Die farbstoffmarkierte
Variante wurde eingesetzt um die Bindung von LL-32 an Bakterien zu
charakterisieren. AufRerdem wurde Propidiumjodid (PI) verwendet ein rot
fluoreszierender Farbstoff, der an die DNA bindet. Da dieser nicht
membrangangig ist, kann er nur durch Membran die ihre Integritat verloren
haben. Die Menge von PI, die in die Zelle eindiffundieren konnte, ist damit ein
Mal flr den Integritatsverlust. Da er selbst nicht an die Membran bindet, ist
sein Fluoreszenzsignal ein Mal} fur die Menge an intrazellularem Pl und somit
ein Maly fir den Verlust der Membranintegritdt. Es wurden verschiedene
Versuchsreihen mit unterschiedlichen Peptid und Bakterienkonzentrationen
durchgefuhrt. Die Daten in Abb. 49 zeigen eine reprasentative Messung.
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Abbildung 49: A) Anderung der relativen Fluoreszenzintensitit von R595- und R60-
Bakterien verursacht von NBD-LL-32 oder Propidiumjodid (PI) in
Abhingigkeit von der Wirkzeit. Bereits nach 1 min ist die maximale
Intensitdt bei allen Werten fast erreicht. Der Graph stellt eine
reprasentative Messung dar. Die LL-32 Konzentration betrug 50 puM,
davon waren 50% mit NBD markiert. Es wurden 120ul PI auf 3250 pl
PBS verwendet. Die Intensititen wurden auf die Eigenfluoreszenzen von
R595-Bakterien normiert.

B) Darstellung der Werte aus A) im direkten Vergleich der Bakterien.
Sowohl NBD-LL-32 als auch PI zeigen eine erhohte Bindung an R595-
Bakterien als an R60-Bakterien.

Die Fluoreszenzintensitaten der verwendeten Emissionsbereiche von NBD und
Pl wurden auf R595-Bakterien ohne einen der Stoffe normiert, d.h. diese Werte
gleich Eins gesetzt. Die R60-Bakterien besallen eine fast identische
Eigenfluoreszenz im aufgenommenen Emissionbereich von NBD, im Bereich
von Pl jedoch einen etwas erhohten.

In Abb. 49 A) ist die Kinetik der Bindung von NBD-LL-32 und des Einstromes
von Pl in die S. minnesota Bakterienstamme R595 und R60 dargestellt. Bereits
nach 1 min Wirkzeit von NBD-LL-32 ist die Bindung sowohl an den R595- wie
auch an den R60-Bakterien fast vollstandig abgeschlossen. Auch der
Wesentliche Teil von Pl ist bereits zu diesem Zeitpunkt in die Bakterien gelang.
Von 1 min bis 61 min bindet an R595-Bakterien noch weitere 21% NBD-LL-32
und noch 49% mehr Pl gelang in die Bakterien. Bei den R60-Bakterien waren
es +27% NBD-LL-32 und +60% PI.

In Abb. 49 B) sind die Werte die nach 5 min erreicht worden, im direkten
Vergleich zwischen den beiden Stammen dargestellt. Zusatzlich sind die 0 min-
Werte, also die ohne NBD-LL-32, aber mit Pl aufgenommen wurden. NBD-LL-
32 bindet starker an R595-Bakterien als an R60-Bakterien, auch ist der
Einstrom von Pl groRer. Die unterschiedliche Eigenfluoreszenz der
Bakterienstdmme im Emissionsbereich von Pl wirkt dem beobachteten Effekt
entgegen.
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Kalorimetrie-Messungen an den Bakterienstammen R595 und R60 und an
Aggregaten aus deren LPS

Mit der Methode der Isothermen Titrationskalometrie wurde die
Warmeanderung aufgrund der Wechselwirkung von LL-32 mit Bakterien der S.
min-Stamme R595 sowie R60 und mit Aggregaten aus deren LPS gemessen.
Dabei wurden insgesamt 30 Injektion a 3 pl 1,5 mM Peptid in 0,01%-iger
Essigsaure zu 1,5 ml 50 uM LPS-Aggregaten gegeben. Die durch die
Volumenzugabe der Essigsaure verursachte Verdlinnungswarme wurde in
Kontrollmessungen bestimmt und von der Warmeanderung der Messung
abgezogen. Zu lebenden Bakterien wurde finfmal 20 pl mit einer LL-32
Konzentration von 0,8 mM oder 0,08 mM dazugegeben, zu abgetdteten
Bakterien funfmal 20 ul mit 0,8 mM LL-32. Beide Messungen wurden bei 37° C
und in PBS durchgefihrt.
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Abbildung 50: A) Wirmefreisetzung durch Zugaben von LL-32 auf Aggregate aus LPS
der Staimme R595 und R60.
B) Wirmefreisetzung durch Zugaben von LL-32 auf lebende und
abgetotete Bakterien der S. minnesota-Stimme R595 und R60. Die ITC-
Messungen wurden wie in 3.8.3. beschriecben mit einer
Bakteriensuspension mit einer ODgyonm von 0,5 in PBS bei 37° C
durchgefiihrt. Vor der Messung wurde den Bakterien 1 bis 1,5 Stunden
Zeit gegeben, sich an die neuen Umgebungsparameter zu gewOhnen
(Lag-Phase). Die durch die fiinf Zugaben a 20 ul von LL-32
verschiedener Konzentration ausgeloste Warmeentwicklung von
lebenden oder toten Bakterien wurde in kJ pro mol LL-32 iiber dem
zugegebenen Gesamtvolumen an LL-32 aufgetragen.

In Abb. 50 A) ist die durch LL-32 Zugaben auf Aggregate aus R595- und R60-
LPS entstandene Energie dargestellt. Dabei besitzen exotherme Reaktionen
negative Werte. Die Kurve fur R595-LPS fallt ab einem molaren Verhaltnis von
0,27 von einem Wert von -45 kJ pro mol injiziertes LL-32 auf -8 kJ/mol bei
einem Verhaltnis von 0,53. Die R60-Kurve fallt bei dem Verhaltnis von 0,40 von
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ebenfalls ungefahr -45 kd/mol auf -8 J/mol bei einem Verhaltnis von 0,83. Ab
einem Verhaltnis von 1 bewirkten weitere LL-32 Zugaben keine weitere
Warmeentwicklung bei den Aggregaten. Die erste Zugabe bewirkte auf R595-
LPS-Aggregate eine hdhere Warmeentwicklung als bei R60-Aggregaten.

In Abb. 50 B) ist die durch LL-32 Zugabe entstandene Warme von den
S. minnesota-Stammen R595 und R60 dargestellt. Die ITC-Messungen wurden
wie in 3.8.3. beschrieben an 1,5 ml in PBS suspendierten Bakterien (ODg20nm =
0,5) bei 37° C nach einer Wartezeit von 1 Stunde bis 1,5 Stunden durchgefuhrt.
Die 5 Zugaben an LL-32 mit der Konzentration 0,8 mM bewirkten somit eine LL-
32 Konzentrationserhdéhung von je 10,7 yM und somit lag die Konzentration in
der Messzelle nach der letzten Injektion bei 53,3 uM. Bei den Zugaben der 0,08
mM LL-32 Lésung entsprechend zu 1,07 yM Zunahme pro Injektion. Die
Messdauer betrug 30 min. Ein Ausplattieren der Bakteriensuspension nach der
Messung ergab, dass nicht alle Bakterien durch die LL-32 Zugaben abgetotet
worden waren. Durch Bestimmung der Lebendkeimzahl in PBS nach
verschiedenen Zeiten, konnte bestimmt werden, dass sich beide Stamme in
PBS nicht vermehren oder absterben. Nach der Wartezeit war der Heizstrom
der Messzelle konstant, d.h. es lag keine schwankende Warmeentwicklung vor.
Da auch nach mehreren Stunden in der Messzelle ohne LL-32 Zugabe die
Bakteriensuspension eine unveranderte OD aufwies, wird davon ausgegangen,
dass die Bakterien wahrend der Wartezeit aus der Lag-Phase aufgrund der
Anpassung an das neue Medium und Umgebung in eine Statische Phase (stark
runterregulierter Stoffwechsel, keine Zellteilung) GUbergegangen ist. Abgetotet
wurden die Bakterien mit 0,1% Natriumhypochlorit in PBS mit einer Wirkzeit von
2h. Nach dieser Zeit konnten die Bakterien keine Kolonien mehr auf Brain-
Heart-Infusion-Agar-Platten bilden und wurden somit als tot betrachtet.

Die Zugabe von 5 mal 20 pl 0,8 mM LL-32 bewirkt bei lebenden und mit
Natriumhypochlorit abgetoteten Bakterien sowohl beim Stamm RS595 als auch
beim Stamm R60 eine Warmeentwicklung anderer GréRenordung. Wahrend bei
den toten Bakterien maximal -38 kJ / mol LL-32 Warme pro Zugabe entwickelt
wird, ist es bei den lebenden Bakterien im Bereich von -150 kJ / mol LL-32. Die
Zugaben der hoheren 0,8 mM LL-32 Konzentration bewirkten bei den lebenden
Bakterien eine niedrigere Warmefreisetzung als bei den niedrigeren 0,08 mM
Konzentrationen. Im Verlauf der Zugaben verringerte sich die freigesetzte
Warmeenergie pro Injektion bei dem Stamm R60 stark um ca. 2/3, die beim
Stamm RS595 dagegen nur um ca. 10%. Bei beiden Stdmmen bewirkt die
hohere Konzentration eine starkere Reduzierung der Warmefreisetzung im
Verlauf der Zugaben als die niedrigere. Bei dem Stamm R595 ergibt sich ab der
dritten LL-32 Injektion ein Unterschied zwischen den Verlaufen, beim Stamm
R60 ab der 4. Injektion. Wahrend durch alle Injektionen an den lebenden
Bakterien Warmeenergie freigesetzt wurde, kam es ab der 4. Zugabe (42,7 uM)
auf die abgetdteten Bakterien zu einer endothermen Reaktion von LL-32 und
den toten Bakterien. Die freigesetzte Warmeenergie verringert sich bei den
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abgetoteten R60-Bakterien starker als bei den abgetoteten R595-Bakterien,
wobei sie gegen denselben Endwert von -9 kd / mol LL-32 laufen.

Diskussion

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse zu den Untersuchungen zu
Struktur-Wirkungsbeziehung zwischen dem Peptid LL-32 und
Lipopolysacchariden interpretiert. Dabei wird zuerst auf die Ergebnisse aus den
biologischen Tests zur Charakterisierung der Aktivitdten von LL-32 und seinen
Fragmenten eingegangen. Aus ihnen konnen Ruckschlisse auf die Bedeutung
einiger Aminosaurecluster der LL-32 Sequenz fir dessen biologische
Aktivitaten gezogen werden. Anschlielend werden die ermittelten Aktivitaten
von LL-32 durch Interpretation der physikalische Untersuchungen an aus LPS
rekonstituierten Modellmembranen und Bakterien gedeutet.

Folgerungen aus den biologischen Aktivitaten der Peptide

Aus den Daten zur antibakteriellen, antiinflammatorischen und zytotoxischen
Aktivitat von LL-32 und den Fragmenten wird deutlich, dass einem Peptid nicht
eine bestimmte Aktivitdt zugeordnet werden kann, sondern diese stark von den
jeweiligen Bakterienstammen abhangt. AuRerdem ist die Bedeutung einiger
Aminosaurecluster der LL-32 Sequenz fur dessen Aktivitaten beschrieben
worden (4.3.1.1.). Zur Verdeutlichung dieser beiden Ergebnisse, sind die in
dieser Arbeit ermittelten LD90-Werte gegen die verschiedenen
Bakterienstamme fur die Fragmente in Relation zu denen von LL-32 gesetzt
worden. Sie sind in Prozent angeben und der Versuchsablauf in 3.7.1.
dargestellt. Fur die, wie in 3.7.3. beschrieben, ermittelten relativen TNF-a
Konzentrationen wurden entsprechende Werte berechnet. Die in Abb. 51
ebenfalls mitangegebene zytotoxische Aktivitat ist auf die von LL-32 normiert.
Sie wurde bei einer Peptidkonzentration von 100 uM wie in 3.7.2. beschrieben
ermittelt. Dabei wurde ein Farbschema verwendet, dass allen Peptiden mit
einer LD90, die kleiner als 25% von der LD90 von LL-32 ist, die Farbe ,Grun®
zuweist und bei einer mehr als viermal so hohen LD90 die Farbe ,Rot“. Die
weiteren Farbzuordnungen sind der Legende der einzelnen Tabellen zu
entnehmen. Da der Stamm Ko2b gegen LL-32 resistent ist, besitzen auch
Peptide mit einer schwachen Aktivitdt gegen diesen Stamm eine deutliche
Verbesserung gegenuber LL-32 und sind dementsprechend ,Grin“ markiert.
Die Hohe der Verbesserung ist an den Prozentwerten abzulesen.
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Antibakterielle Aktivitat
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Abbildung 51: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit ermittelten Daten zur
antibakteriellen, antiinflammatorischen und zytotoxischen Aktivitit der
LL-32 Fragmente (Tab.1). Die dargestellten Werte flir die
antibakterielle Aktivitat sind die relativen LD90-Werte der Fragmente zu
den LD90-Werten von LL-32, angegeben in Prozent. Die
Versuchsdurchfiihrung ist in 3.7.1. beschrieben. Bei inaktiven Peptiden
wurde die hochste getestete nicht-letale Konzentration mit >
gekennzeichnet. Nicht berechenbare Werte wurden mit ,>>>
gekennzeichnet und die Peptide sind inaktiv. Die Werte fiir die
antiinflammatorische ~ Aktivitit sind die  relativen = TNF-a
Konzentrationen, die wie in 3.7.3. dargestellt bestimmt wurden. Die
dargestellten Werte fiir die zytotoxische Aktivitdt sind die in 4.3.1.1.
beschriebenen Werte fiir 100 pM Konzentration der Fragmente in
Relation zu den fiir LL-32, angegeben in Prozent.
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Wie aus der Abbildung ersichtlich, ist z.B. die antibakterielle Aktivitat stark von
den verschiedenen Stammen, bzw. Serovaren abhangig. Deshalb sollte immer
der Stamm oder Subtyp berucksichtigt werden. Selbst einzelne Mutanten, die
eine veranderte LPS-Struktur besitzen, haben haufig ebenfalls eine veranderte
Suszeptibilitdt gegen die Peptide. Da aber die antibakterielle Aktivitat nicht far
jede einzelne Unterart von Bakterien ermittelt werden kann, sollte zumindest
der Einfluss wichtiger Strukturen auf die Aktivitat bekannt sein. Dies kann
fordlich sein, um bei Infektionen das am besten geeignete Antibiotikum gegen
den infektiosen Erreger zu ermitteln. Dies gilt ebenso fur die
antiinflammatorische Aktivitat, auch sie ist stark von dem Herkunftsstamm des
stimulierenden LPS abhangig.

Fir die antibakterielle Aktivitat von LL-32 und die meisten seiner Fragmente
besitzen Substitutionen am von den Stammen exprimierten LPS einen
wesentlich groReren Einfluss als Unterschiede in der Glycostruktur der LPS. Die
Auswirkungen auf die Aktivitat sind jedoch fur die verschiedenen Fragmente
unterschiedlich. Damit scheinen die einzelnen Aminosauren oder ihre
Bedeutung fur die Wirkung der Gesamtstruktur einen wesentlichen Einfluss auf
die Aktivitat und ihre Abhangigkeiten zu besitzen. Verallgemeinert Iasst sich
jedoch fur LL-32 und die meisten Fragmenten ein die Aktivitat stark hemmender
Einfluss von Substitutionen am K(d)o feststellen. Der Einfluss der
Substitutionen am Lipid A ist divergenter, aber geringer als der der
Substitutionen am K(d)o. Weitere Untersuchungen sollten feststellen, ob dies
ebenso fur andere membranaktive kationische Peptide gilt.

Der Einfluss der unterschiedlichen Variationen der LPS-Struktur ist auf die
antiinflammatorische Aktivitdt ein anderer. Wie aus den Daten hervorgeht,
besitzt in diesem Fall eine veranderte Glycostruktur einen stark hemmenden
Einfluss. Auffallig ist besonders, dass fast alle Peptide eine stark verminderte
antiinflammatorische Aktivitdt gegen LPS ohne Substitutionen besitzen.
Ansonsten scheint die Anzahl und Position der Substitutionen fur diese Aktivitat
von nicht entscheidender Bedeutung zu sein. Dies lasst einen anderen
Wirkmechanismus fur die antiinflammatorische und antibakterielle Aktivitat
vermuten.

Aus Abb. 51 lasst sich die Bedeutung einzelner Aminosaurecluster gut
erkennen. Bereits der Austausch von zwei Aminosauren bewirkt z.B. dass das
Peptid 2A gegen LL-32 resistente Bakterienstamm Ko2b stark sensitiv ist. Die
Deletion der 12 N-terminalen Aminosauren (LL-20) bewirkt eine deutlich
schwachere antibakterielle und antiinflammatorische Aktivitat, eine Deletion der
vier C-terminalen Aminosauren (FF-28) bewirkt jedoch meistens eine
Verbesserung der Aktivitaten. Allerdings ist es gegen den Stamm R45 deutlich
inaktiver als LL-32. Dies gilt auch fur fast alle anderen Peptide, nur das Peptid
4A besitzt eine vergleichbare Aktivitat, ist aber gegen den Stamm Ko2b
besonders aktiv. Dies gilt fur alle Peptid der Gruppe ,Interne Substitution®,
insbesondere fur 2A. Offenbar ist spezielle fur die Wirkung gegen den Stamm
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R45 eine definierte a-Helix nicht von Bedeutung. Dies scheint auch fur die
Aktivitat gegen die anderen Stamme gultig zu sein.

Die antiinflammatorische Aktivitat wird von allen Aminosauren wesentlich
mitbestimmt. Nur der Austausch von Aminosauren zum Peptid 2A bewirkt eine
vergleichbar starke antiinflammatorische Aktivitdt wie LL-32 gegen alle
getesteten LPS.

FUr die zytotoxische Aktivitat besitzen die acht endstandigen Aminosauren
offenbar eine essentielle Bedeutung, wie den Daten fur GD-28 und FF-24 zu
entnehmen ist. Alle Fragmente besitzen eine geringere zytotoxische Aktivitat als
LL-32.

Aus der Gesamtheit der Daten ergibt es, dass es sehr schwierig bis unmadglich
ist, ein fur alle Belange optimales Peptid zu entwickeln. So besitzt LL-32 zwar
mit die beste antiinflammatorische Aktivitdt, jedoch auch eine starke
zytotoxische Aktivitat. Erfolgversprechender scheint es, viele Peptide zu
entwickeln, die auf die antibakterielle und antiinflammatorische Aktivitat gegen
einen Bakterienstamm oder Gruppe, bzw. seinem LPS zu optimieren, z.B.
wurden sich die Peptide FF-28, GD-28, 2A und 4A gut in ihren Aktivitaten
erganzen. Denkbar ware es, je nach zu bekdampfenden Stamm eins von ihnen
auszuwahlen oder alle zusammen einzusetzen. Bei der gemeinsamen
Verabreichung gegen invasive Pathogene wurden die noch relativ hohen
zytotoxischen Effekte von 2A und 4A durch die gesenkte Einzelkonzentration
nicht so wesentlich sein. Eventuelle synergistische Effekte dieser vier Peptide
sollten in zukunftigen Tests ermittelt werden. Ebenso sollte probiert werden, die
zytotoxische Aktivitat der Peptide 2A und 4A z.B. durch Deletion der vier
endstandigen Aminosauren zu verringern, ohne die antiinflammatorischen
Eigenschaften im Allgemeinen und die antibakteriellen Aktivitat insbesondere
gegen die Stamme Ko2b und R45 wesentlich zu verschlechtern. Damit kann
diese Untersuchung zu der Entwicklung neuer Peptid-Antibiotika beitragen.

Korrelation der biologischen Aktivitaten der LL-32 Fragmente mit globalen
physikalischen Parametern

Um zu uberprufen, ob die antibakteriellen, antiinflammatorischen und
zytotoxischen Aktivitaten mit den hydrophoben Momenten oder den Ladungen
der Peptide korrelieren, wurden die jeweiligen Aktivitdten in den folgenden
Graphen Uber der Ladung und dem hydrophoben Moment aufgetragen. Ein
Einfluss der Ladung ist aufgrund der entgegengesetzten Ladung der Peptide
und deren potentiellem Bindungspartner LPS zu vermuten. In der Literatur ist
die Bedeutung des hydrophoben Moments flr die potentiellen
Wirkmechanismen von LL-32 beschrieben (Henzler-Wildman et al., 2004). Der
globale Parameter hydrophobes Moment als Mittel der einzelnen hydrophoben
Momente der Aminosauren ist laut Literatur kein geeigneter Parameter
(Gutsmann et al., 2001b).
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Die verschiedenen Aktivitaten (4.3.1.1.) und die beiden globalen Parameter
hydrophobes Moment (4.3.1.2.) und Ladung (Tab. 1) sind fur LL-32 und die
Fragmente bereits vorgestellt worden. In der Abb. 52 sind die antibakteriellen
Aktivitaten Uber die beiden physikalischen Grof3en aufgetragen.
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Abbildung 52: Korrelation der hydrophoben Momente (A) und der Ladung (B) der
verschiedenen LL-32 Fragmente mit ihrer antibakteriellen Aktivitét
gegen die S. minnesota Stimme der Glycostruktur-Gruppe.

Wie gut zu erkennen ist, lasst sich die antibakterielle Aktivitat nicht mit den
beiden physikalischen GroRen korrelieren. Dies gilt auch fur die
antiinflammatorische und zytotoxische Aktivitat und fur die Stamme der
Substitutions-Gruppe, wie es aus den im Anhang abgebildeten entsprechenden
Graphen (5.6.) ersichtlich ist. Offenbar besitzen die einzelnen Aminosauren
einen Einfluss auf die Aktivitat von LL-32 der Uber ihren Einfluss auf die Ladung
oder das hydrophobe Moment hinausgeht. Ist flr eine antibakterielle Wirkung
eine Bindung an das LPS von entscheidender Bedeutung, dann haben einzelne
Aminosauren und ihre Position bzw. Orientierung im Molekul einen
wesentlichen Einfluss auf diese.

Wie im Folgenden gezeigt, werden die verschiedenen Aktivitaten von LL-32
mithilfe der Ergebnisse der physikalischen Untersuchungen gedeutet und
Ruckschlisse auf den Wirkmechanismus gezogen. Diese Untersuchungen
konnten zuklnftig auch mit den LL-32 Fragmenten duchgefluhrt werden, um die
Grinde fir die Einflisse der Aminosauren herauszufinden. Aufgrund der
Vielzahl der dafir notwendigen Messungen konnte dies aber auch mit einer
computergestitzten Simulation erfolgen. Dafur kdnnten die in dieser Arbeit
ermittelten Daten als Grundlage dienen.
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4.3.2.2. Deutung der biologischen Befunde durch physikalische Untersuchungen

Mithilfe der Ergebnisse der FRET-Spektroskopie, der Bestimmung des Zeta-
Potentials und der GroRe von LPS-Aggregaten, der Durchflusszytometrie und
der Kalorimetrie werden die biologischen Befunde fur LL-32 diskutiert. Die
Erkenntnisse daraus fur die Wirkmechanismen werden in einer abschlielenden
Diskussion dargestellt.

Die antiinflammatorischen Aktivitaten konnen mithilfe des FRET-Assays erklart
werden, allerdings ist dies nicht flr geringe Unterschiede in den
antiinflammatorischen Aktivitat moglich. Fur inaktive und aktive Peptid kann
jedoch deren Verhalten gut beschrieben werden.

Von den Fragmenten mit einer 20 AS langen Sequenz besitzt nur IG-20 eine
starke antibakterielle Aktivitat. Es ist auch das einzige dieser Peptide, welches
eine Fusion der LPS-Aggregate (positiver A(la/lp)-Wert mit nachfolgendem
negativen A(la/lp)-Wert) bewirkt. Die Peptide LL-20 und RK-20 kdnnen sich
weder stark in die LPS-Aggregate einbauen noch diese miteinander fusionieren
lassen. Gegen R60-LPS-Stimulation kann 1G-20 nur sehr stark eingeschrankt
die Ausschuttung von TNF-o unterbinden und die R60-Aggregate nicht
miteinander fusionieren, sondern lediglich aggregieren lassen. Dies spiegelt
sich zumindest fur LL-20 auch in den Daten zur Grof3enbestimmung der LPS-
Aggregate in Abhangigkeit von der Peptidkonzentration wieder. Es kann nur
deutlich schlechter als LL-32 die Groe der Aggregate andern. Auch die
potentiell nicht antiinflammatorisch wirkenden Stoffe PMBN und DTMAB
konnen die GrolRe der LPS-Aggregate nicht so stark andern wie die der
antiinflammatorisch wirkenden Peptide PMB und LL-32.

Das aus der Gruppe ,N-terminale Deletion“ stammende Peptid FF-28 kann die
TNF-o Auschittung nach Stimulation durch R595-, R60- oder R45-LPS
vollstandig unterdricken und lasst auch Aggregate aus R595- und R45-LPS,
also mit Substitutionen, ab einem Peptid zu LPS Verhaltnis von 0,3 miteinander
fusionieren, Aggregate aus R60-LPS erst ab einem molaren Verhaltnis von
1:1. Das Peptid SK-24 besitzt gegen R60-LPS eine wesentlich starker
eingeschrankte antiinflammatorische Aktivitat als gegen R595- und R45-LPS
und kann auch die entsprechenden Aggregate erst zwei Zugaben (Verhaltnis
Peptid zu LPS 1) spater miteinander fusionieren, bei geringeren
Konzentrationen baut sich das Peptid blof} ein.

Das Peptid GD-28 aus der Gruppe ,N- und C-terminale Deletion® kann bei
Stimulation mit R595-LPS die TNF-a Ausschuttung vollstandig unterdricken,
bei R60-LPS um zwei Drittel und bei R45-LPS fast vollstandig. Dies spiegelt
sich auch in dem FRET-Assay wieder, in dem bei R60-LPS-Aggrgaten erst ein
Einbau und ab einem molaren Verhaltnis von Peptid zu LPS von 1 eine
Aggregation oder Fusion stattfand. Das Peptid FF-24 bewirkt bei keinem LPS
eine vollstandige Inhibierung und kann bei den FRET-Assays erst ab einem
Verhaltnis von 1 eine Fusion bewirken.

Aus den Daten der Peptide der Gruppe ,Interne Deletion® lassen sich aufgrund
der weder vollstandigen noch komplett nicht vorhandenen Fahigkeit die TNF-a
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Ausschittung zu unterbinden keine genauen Aussagen gewinnen. Jedoch ist
bei allen die Inhibitionsfahigkeit in Bezug auf R60-LPS am geringsten
ausgepragt und auch das Fusionsverhalten der R60-LPS-Aggregate.

Die Peptide der Gruppe ,Interne Substitution unterdricken die TNF-a
Expression bei Stimulation durch R595- oder R45-LPS vollstandig und
fusionieren auch die entsprechenden LPS-Aggregate bereits ab einem molaren
Verhaltnis von Peptid zu LPS von 0,3. Nur bei den R60-LPS-Aggregaten kommt
es bei den ersten Zugaben zu einem blofden Einbau und die Peptide sind
antiinflammatorisch aktiv  gegen R60-LPS-Aggregate. Die hohe
antiinflammatorische Aktivitat gegen R60-LPS von 2A ist aber nicht durch die
FRET-Spektroskopie erklarbar.

Insgesamt fallt deutlich auf, dass eine langere Glycostruktur einen hemmenden
Einfluss auf die Aktivitdt der Fragmente besitzt und dass gegen das LPS
ganzlich ohne Substitution, WBB01-LPS, die antiinflammatorischen Aktivitaten
schlechter ausgepragt sind. Dies spiegelt sich in den Daten der FRET-
Spektroskopie durch das Fusionsverhalten wieder. Die Peptide kdnnen
grolteils erst ab einer hdheren Konzentration R60-LPS-Aggregate im Vergleich
zu R595-LPS-Aggregaten fusionieren. Bei den Grdllenmessungen konnte
teilweise ebenfalls ein hemmender Effekt der langeren Glycostruktur auf die
VergrofRerung der Aggregate festgestellt werden. Offenbar wird durch die
Zuckerstruktur eine Fusion der Aggregate erschwert. Dies konnte an ihrer
sterischen Hinderung liegen.

Substitutionen am LPS hingegen erhdéhen die Fahigkeit Fusionierungen zu
induzieren geringfugig. Da LL-32 die Ausschiattung von TNF-a bei Stimulation
mit R595- und R45-LPS vollstandig unterdrickte, ist der Einfluss der
Substitution auf die antiinflammatorische Aktivitat nicht ermittelbar.

Damit ist fur die antiinflammatorische Aktivitat von LL-32 und seiner Fragmente
deren Fahigkeit Fusionen von LPS-Aggregaten zu induzieren von
entscheidender Bedeutung. Die antiinflammatorische Aktivitat der Peptide
wurde bei einem 400-fachem Peptidiberschuss bestimmt. Bei diesen
Konzentrationen sind die physikalischen Untersuchungen nicht durchfuhrbar, da
die Peptide sowohl ausfallen als auch sehr grofle Substanzmengen bendtigt
wirden. Auf die Bedeutung dieses hohen Peptidiberschuss wird in der
Diskussion der Wirkmechanismen eingegangen (4.5.).

Aus der Kompensation des Zeta-Potentials geht hervor, dass LL-32 in der Lage
ist an LPS-Aggregate zu binden, unabhangig von der Glycostruktur. An
Aggregate aus LPS mit langerer Glycostruktur wie R5-, R345- und R60-LPS ist
die Bindung nicht so stark zu sein wie an den LPS mit kirzerem Zucker, da die
Bindungskurve im Anfangsbereich steiler verlauft und die vollstandige
Reduktion des Zeta-Potentials von Aggregaten aus LPS mit den drei langsten
Glycostrukturen erst bei einem hoheren molaren Verhaltnis von 0,4 anstatt 0,2
erfolgte.
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Aus der Uberkompensation des Zeta-Potentials wird der Schluss gezogen, dass
LL-32 mit seinem hydrophoben Bereich in die Membran inseriert und so
aufgrund des hydrophoben Moments einen energetisch gunstigeren Zustand
einnehmen kann. Dies wurde fir das Mutterpeptid LL-37 gezeigt (Henzler-
Wildman et al., 2004). Da die Uberkompensation bei den LPS mit langerer
Glycostruktur am geringsten ist, wird vermutet, dass LL-32 aufgrund der
langeren Glycostruktur nicht so gut in die LPS-Schicht inserieren kann.
Negative Ladungssubstituenten in der Glycostruktur, wie bei Rz-, R345- und
R60-LPS scheinen eine leicht starkere Uberkompensation zu bewirken, wobei
der Einfluss der langeren Glycostruktur Gberwiegt.

Da die Bindung und Insertion an bzw. in die LPS-Schicht eine wichtige
Bedeutung fur die antibakterielle Aktivitat von LL-32 haben, wie in 4.5.1.
ausfuhrlich erlautert wird, kénnte dies die doppelt so hohen Konzentrationen an
LL-32 erklaren, die bendtigt werden um 90% der Bakterien vom Stamm R60, im
Bezug auf den Stamm R595, abzutoten.

Auf die Fahigkeit, die Grolle der Aggregate zu andern, hat die Glycostruktur
aber offenbar fast keinen Einfluss. Eine GroRenanderung der Aggregate in der
beobachteten Grélkenordnung kann nur dann erfolgen, wenn das Peptid in der
Lage ist LPS-Schichten aufzureien und neu zu organisieren (und damit eine
Fusion der Aggregate bewirkt) oder die Aggregate aggregieren zu lassen. Die
dabei entstehenden neuen Aggregatformen koénnen sich deutlich von den
ursprunglichen LPS-Aggregatformen unterscheiden.

Es ist moglich, dass die Fahigkeit von LL-32, die Gro3e von LPS-Aggregate zu
vergroRern, die antiinflammatorische Aktivitat erklaren kann, wie in 4.5.2.
ausfuhrlich erlautert. Dies  wdrde die glycostrukturunabhangige
antiinflammatorische Aktivitat von LL-32 erklaren.

LL-20, das eine stark eingeschrankte antibakterielle und antiinflammatorische
Aktivitat im Vergleich zu LL-32 besitzt und nicht zytotoxisch wirkt, bindet
deutlich schwacher als LL-32 an die LPS-Aggregate. Die Bindungskurve ist
wesentlich flacher und auch die Uberkompensation des Zeta-Potentials ist
wesentlich geringer als bei LL-32. Diese Effekte sind starker als es aufgrund der
verminderten Ladung oder des verminderten hydrophoben Moments zu
erwarten ware (erwartete Kompensation bei 0,6 molarem Verhaltnis). Die
Bindungskurve verlauft fur Aggregate aus R595-LPS gleich wie fur welche aus
R60-LPS. Es kann in LPS-Schichten mit langerer Glycostruktur schwacher
inserieren, wie an der Uberkompensation bei R595-LPS und der nicht
vollstandigen Kompensation des Zeta-Potentials bei R60-LPS-Aggregaten zu
sehen ist. Kurvenverlauf von LL-20 ahnelt dem fur inaktives PMBN, welches
nicht mit einem hydrophoben Bereich in die Membran inserieren kann. Damit
kann die im Vergleich zu LL-32 stark reduzierte antibakterielle Aktivitat durch
eine verminderte Bindung und Insertion erklart werden, wie in 4.5.1.
besprochen wird. Das kleine Peptid LL-20 kann nur noch stark vermindert die
Grolle der Aggregate aus LPS vergro3ern, wobei es nur eine geringe
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Abhangigkeit von der Glycostruktur gibt. Da in biologischen Tests ebenfalls
keine Abhangigkeit von der Glycostruktur registriert wurde, kann damit die
glycostrukturunabhangige wesentlich schwachere antiinflammatorische Aktivitat
von LL-20 gegenuber LL-32 erklart werden, wie in 4.5.2. dargelegt wird.

Aus den Daten der durchflusszytometrischen Messungen an Bakterien geht
hervor, dass die Kinetik der Bindung von LL-32 an Bakterien und die darauf
folgende Bildung von Lasionen in deren Zellhille sehr stark ist. Nach 5 min war
ein Grolteil der LL-32 Molekile gebunden und das Pl ins Bakterium diffundiert.
Die Lasionsbildung konnte bei R60-Bakterien nicht so schnell wie bei R595-
Bakterien erfolgen, da nach 5 min ein geringerer Anteil an Pl in R60-Bakterien
diffundiert ist, wie in R595-Bakterien. Das Verhaltnis von innerbakteriellem Pl zu
gebundenem NBD-LL-32 ist fur R60-Bakterien hdher als fur R595-Bakterien.
Dies konnte bedeuten, dass entweder fur eine Lasionsbildung bei R60-
Bakterien weniger LL-32 Moleklle bendtigt werden, oder das flir eine maximale
Lasionsbildung nur eine geringe Menge an Molekulen bendétigt wird. Die
Glycostruktur des LPS besitzt einen Einfluss auf die Bildung der Lasionen von
gebundenem LL-32. Dies konnte bereits fir PMB gezeigt werden (Hammer,
2004). Damit wurde gezeigt, das die antibakterielle Aktivitat von LL-32 mit
seiner Bindung an Bakterien korreliert. Dies ist in Ubereinstimmung mit den
Zeta-Potential Messungen an Bakterien mit PMB.

Damit korreliert die antibakterielle Aktivitdt von LL-32 mit dessen Fahigkeit,
Lasionen in der bakteriellen Zellhdlle zu induzieren.

Aus den kalometrischen Messungen an R595- und R60-LPS-Aggregaten und
LL-32 Zugaben, wird deutlich, dass durch die LL-32 Zugaben auf R595-LPS in
Bezug auf R60-LPS-Aggregate schon bei einer ca. halb so hohen
Peptidkonzentration ein energetischer Endzustand angenommen wurde. Dies
konnte bedeuten, dass eine R595-LPS-Schicht bei einer geringeren LL-32
Konzentration als eine Schicht aus R60-LPS kollabiert oder mizelliert wird.

Die Messungen unterstutzen die Hypothese, dass LL-32 an die LPS-Schicht der
aulReren Membran bindet, da die Bindungskurven fir R595-LPS und R60-LPS
denen von abgetoteten R595-Bakterien und R60-Bakterien ahneln.

Fir die Wirkung an den toten Bakterien wird allerdings ungefahr die 500-fache
Menge an Peptid wie an den LPS-Aggregaten bendtigt. Der Grund ist nicht
genau bekannt, aber das Phanomen ist haufig bei biologischen Tests
anzutreffen. So ist z.B die MIC oder LD90 unabhangig von der eingesetzten
Bakterienkonzentration. Eine mdogliche Ursache ware die stark verringerte
Deby-Lange von PBS im Gegensatz zum 20 mM HEPES-Puffer. Damit wirden
weniger Peptide binden.

Die Zugabe von nicht todlichen Mengen an LL-32 bewirkt eine wesentlich
grolRere Warmeproduktion an lebenden Bakterien als bei einer reinen LPS-
Bindung. Offenbar wird der Stoffwechsel der Bakterien, aufgrund der
Gefahrdung fiir deren Uberleben, schnell hochgefahren. Dies kdnnte durch eine
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Lasionsbildung durch LL-32 in der bakteriellen Zellhille ausgeldst werden. Da
durch die Lasion der Konzentrationsgradient von Salzen und die Spannung
uber der Membran abzunehmen droht, muss das Bakterium durch aktive
Prozesse wie Natrium und Kaliumpumpen dem entgegenwirken. Bei hoheren
Zugaben von LL-32 wird nicht mehr so viel Warme produziert. Dies konnte
daran liegen, dass einige Bakterien bereits abgestorben sind. Warum offenbar
mehr R60-Bakterien abgestorben sind als R595-Bakterien kann nicht geklart
werden, eine mdgliche Ursache sind aber die unterschiedlichen
Versuchbedingungen zu den antibakteriellen Tests insbesondere der
unterschiedliche Salzgehalt des Puffers.

Salzabhangigkeit der LD90

Die im Anhang gezeigten Ergebnisse der biologischen Untersuchungen zur
Salzabhangigkeit der LD90 von LL-32 wurden wie unter 3.7.1. beschrieben
durchgefuhrt. Dabei wurden Puffer mit unterschiedlichem Salzgehalt eingesetzt.
Die hemmende Wirkung einer erhéhten lonenkonzentration im Medium auf die
Aktivitat der Peptide wird dadurch erklart, dass durch die lonen die Anlagerung
von Peptiden erschwert wird.

Die Debey-Lange wird durch eine héhere Salzkonzentration reduziert (F5) und
dadurch fallt das Gouy-Chapman-Potential der negativen
Bakterienoberflachenladung starker ab. Dass Bakterien ein negatives
Oberflachenpotential besitzen, wurde durch die Bestimmung des Zeta-
Potentials von Bakterien (4.2.2.5.) gezeigt. Durch eine hohere
Salzkonzentration wirkt auf die kationischen Peptide in der Umgebung des
Bakteriums ein geringeres attraktives Potential. Der energetische Vorteil, den
angelagerte Peptid gegenuber nicht-angelagerten besitzen, ist somit nicht mehr
so stark. Da das Verhaltnis von angelagerten zu nicht-angelagerten Peptiden
(Gleichgewichtskonstante) von deren energetischen Zustand abhangt, ist somit
der Anteil an gebundenen Peptiden bei einer hdheren Salzkonzentration
geringer.

Da die zweiwertigen lonen eine doppelt so starke Reduzierung der Debey-
Lange wie die einwertigen bewirken (F3 und F5), die Hemmung von +2 mM
MgCl, aber starker war als von +125 mM NaCl, wird davon ausgegangen, dass
die zweiwertigen lonen nicht nur durch die Reduktion des Oberflachenpotentials
eine hemmende Wirkung besitzen. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass sie mit
zwei benachbarten LPS eine Bindung Uber die Ladung von Lipid A-Phosphat
oder Kdo eingeht und damit fir eine Quervernetzung/Verbrickung der LPS
miteinander sorgt. Dafur spricht, dass die Hemmung der Peptidaktivitat durch
MgCl, fur R45-Bakterien nicht so stark ausgepragt ist, wie fur die Bakterien
ohne Substitution der Ladungen. Wegen der Ladungssubstitution kann
demnach eine Verbriuckung der LPS nur schlechter erfolgen. Dies konnte
erklaren, warum die Induktion einer Fusion von R45-LPS-Aggregaten im
Gegensatz zu welchen aus R595-LPS bei einer niedrigeren Peptidkonzentration
erfolgt.
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Untersuchungen zur antitumoralen Aktivitat von LL-32

Zur Fragestellung, ob LL-32 spezifisch gegen Tumorzellen wirkt, wurden
verschiedene Experimente an Modellmembranen aus Phospholipiden und an
zwei Zelllinien, der Keratinozytenzelllinie HaCaT und an der Tumore-bildenden
Zelllinie HTB-43, durchgefuhrt.

Die Bindung von LL-32 an rekonstituierte Modellzellmembranen aus
unterschiedlichen Phospholipden wurde durch Zeta-Potential-Messungen
bestimmt. Mithilfe der Durchflusszytometrie und durch Aufnahmen mit einem
konfokalen Mikroskop wurde die relative Bindungsstarke und der Bindungsort
von LL-32 an die beiden Zelllinien ermittelt. Auflerdem wurde dabei die
Auswirkung von LL-32 auf die Integritat der Zellmembran quantitativ und
qualitativ bestimmt. Zusatzlich wurde der Frage nachgegangen, ob LL-32 in den
HTB-43 Zellen Apoptose induziert.

Ergebnisse

Zytotoxische Aktivitat LL-32 gegen die verwendeten Zelllinien

Die Daten zur Aktivitat von LL-32 gegen Zellen der HaCaT- und HTB-43-
Zelllinie wurden von Kooperationspartnern geliefert werden. In Abb. 53 ist der
Anteil an lysierten Zellen der HaCaT- und HTB-43-Zelllinien Uber der
logarythmisch skalierten LL-32 Konzentration aufgetragen. Die Werte stammen
aus 3 unabhangigen Versuchen.

80

60}

20

Antell lysierter Zellen / %

0,1 1 10 : _ : .
[LL-32]/ uM Abbildung 53: Anteil an lysierter

Zellen der HaCaT- und HTB-43-

Zelllinien uUber der molaren LL-32
B HaCaT -Zellen @ HTB-43 -Zellen Konzentration. Die Werte stammen

aus drei unabhédngigen Messungen.

Wie der Abbildung zu entnehmen, wird durch LL-32 ein hoherer Anteil an HTB-
43-Zellen lysiert als an HaCaT-Zellen, insbesondere im Bereich unter 1 uM LL-
32 Konzentration.
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4.4.1.2. Bindung von LL-32 an Modellmembranen

Um zu ermitteln, ob das kationische LL-32 starker an Membranen bestehend
aus anionischen Lipiden oder ungeladene Lipiden bindet, wurde das Zeta-
Potential von unterschiedlichen Phospholipid-Vesikeln in Abhangigkeit der LL-
32 Konzentration bestimmt. Die Vesikel wurden nach der unter 3.3.
beschriebenen Methode hergestellt, der Versuchsablauf ist in 3.8.1.
beschrieben. Das Zeta-Potential ist ein Maly fur das Oberflachenpotential in
einem gewissen Abstand zum Aggregat und andert sich, wenn gegensatzlich
geladene Partikel ans Aggregat binden.

In Abb. 54 ist das Zeta-Potential von funf unterschiedlichen Vesikeln aus
Phospholipiden Uber dem molaren Konzentrationsverhaltnis von LL32 zu
Phospholipid aufgetragen.
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Abbildung 54 A) Verlauf des Zeta-Potentials der verwendeten natiirlichen

Phospholipide PC, PE, PS, PG und DPG in Abhingigkeit vom molaren
Verhiltnis der LL-32 Konzentration zur Phospholipidkonzentration. Die
Messungen wurden mit Vesikeln aus 10 pM Phospholipid und mit
einem ansteigenden molekularen Anteil an LL-32. Die Messungen
wurden in einem Puffer mit 10 mM TRIS, 2mM CsCl, pH = 7 bei einer
Temperatur von 25° C durchgefiihrt. Die Werte sind Mittelwerte aus
jeweils 12 Einzelmessungen an drei unabhingigen Titrationsreihen.
Diese wurden mit sigmoidialen Kurven angefittet.
B) Verlauf der relativen Fluoreszenzintensitdt von HaCaT und HTB-43
Zellen in Abhéngigkeit von der mit NBD fluoreszenzmarkierten LL-32
Konzentration. 5x10°  Zellen  befanden  sich  vor  der
durchflusszytometrischen Bestimmung 20 h in 1 ml PBS bei 4° C mit
verschiedenen Konzentrationen von NBD-LL-32. Die angegebenen
Werte entstammen einer reprasentativen Messung und wurden mit einer
linearen Regression (R>0.99) angefittet.

Wie aus Abb. 54 A) ersichtlich ist, besitzen die negativ geladenen
Phospholipide PS, PG und DPG nahezu das gleiche negative Zeta-Potential
von ungefahr -50 mV. Denn obwohl DPG doppelt so stark geladen ist, so ist
auch seine Platzbedarf (Hagge et al., 2006) doppelt so gro® und damit besitzt
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es auch theoretisch dasselbe Oberflachenpotential wie PG und PS. Die
zwitterionischen Phospholipide PE und PC haben ein geringes negatives Zeta-
Potential von -5 mV und -15 mV. Mit steigendem Anteil von LL-32 wird das
Zeta-Potential immer positiver, bis es einen Sattigungswert erreicht. Dieser ist
bei PE und PC bei dem Verhaltnis von 0,2 mit einem Zeta-Potential-Wert von
+40, bzw. +39 mV erreicht. Bei den Phospholipiden mit einfacher negativer
Nettoladung PS und PG ist er ab einem Verhaltnis von 0,4 bei einem Potential
von +23 mV bzw. +20 mV erreicht. Die Kurve fur DPG erreicht den
Sattigungswert von +20 mV erst bei einem Verhaltnis von 20,8.

Bindung von LL-32 an die HaCaT- und HTB-43-Zellen

Mit der Durchflusszytometrie wurde die Bindung von LL-32, das mit dem
Fluorophor NBD markiert wurde, an den HaCaT- und HTB-43-Zellen in
Abhangigkeit von der NBD-LL-32 Konzentration bestimmt und in Abb. 54 B)
dargestellt.

Bei den durchflusszytometrischen Versuchen wurde die gemessene Intensitat
eines Wellenlangen-Emissionsspektrum von NBD Uber der NBD-LL-32
Konzentration eingetragen, der die verschiedenen Zellen eine bestimmte Zeit
lang ausgesetzt waren. Die Intensitat ist eine einheitenlose relative Grolle, da
sie von verschiedenen Faktoren wie Fluoreszenzausbeute oder
Verstarkereinstellungen abhangt. Deshalb wurde als Vergleich immer eine
unbehandelte Kontrolle mitgemessen.

Die in Abb. 54 B) gezeigten Werte entstammen einer reprasentativen
Messreihe, in der jeweils 5x10° Zellen nach 20 h in 1 ml PBS-Puffer bei 4° C mit
unterschiedlicher Konzentration an NBD-LL-32 gemessen wurden. Die
unbehandelte Kontrolle ist als 0 uM NBD-LL-32 Wert eingetragen. Die Werte
wurden durch eine lineare Regression angefittet, die im Graphen als Gerade
eingezeichnet ist. Die Regressionen weisen einen Koeffizienten von R>0,99
(HaCaT) bzw. R>0,999 (HTB-43) auf.

Die Steigung der Geraden der Fluoreszenzintensitat von HTB-43-Zellen ist 1,5-
mal grof3er als die der entsprechenden Geraden fur die HaCaT-Zellen.

Wirkung von LL-32 auf die Zelllinien

Mit Hilfe von durchflusszytometrischen Messungen am FACSCalibur wurde die
Durchlassigkeit der Membranen von HaCaT- und HTB-43-Zellen bestimmt.
Aulerdem wurde getestet, ob LL-32 in HTB-43-Zellen Apoptose induziert.
Dabei wurden neben NBD-LL-32 zwei weitere fluoreszierende Molekile
verwendet. Dies war Annexin V-FITC, ein mit dem gelb-grinen Fluorophor FITC
markiertes Molekul, welches spezifisch an Phosphatidylserin bindet und
Propidiumjodid (Pl), ein rot emittierender Fluorophor, welcher nur passiv in die
Zelle diffundieren kann und dort an DNA bindet. Damit ist er ein Mal fur die
Integritat der Zellmembran.
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Die Auswirkung von LL-32 auf die Integritat der Zellmembran wurde an HaCaT-
und HTB-43-Zellen, welche sich 12 Stunden in PBS mit 1 yM NBD-LL-32
befanden, durchgefuhrt. Sie wurden mit einer Pl-haltigen LOsung versetzt und
nach einer bestimmten Zeit die relative Intensitat von Pl gemessen. Die
Intensitat des Kanals, mit dem das PI-Emissionsspektrum gemessen wird, ist
ein relatives Mal fur die Menge an internalisiertem PI. In Abb. 55 A) sind die
relativen Fluoreszenzintensitaten von NBD-LL-32 und PI der beiden Zelltypen
zusammen mit den FSC- und SSC-Intensitaten, welche Aufschluss uUber die
Morphologie der Zelle liefert, als Blockdiagramme grafisch dargestellt. Die
Intensitaten wurden auf Kontrollen, welche bis auf die NBD-LL-32-Wirkung
gleichbehandelt wurden, normiert. Dieser Normwert von Eins ist im Graph als
rote Gerade eingezeichnet. Die eingetragenen Werte sind Mittelwerte mit ihren
Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 55 A) Durchflusszytometrisch bestimmte relative Intensitdt der FSC- (rot)
und SSC- (griin) Kanéle und die Fluoreszenzintensitdt von NBD-LL-32
(blau) und Propidiumjodid (PI) (cyan) von HaCaT- und HTB-43-Zellen.
Diese befanden sich vor der Messung 12 Stunden in PBS mit 1 uM
NBD-LL-32. Die Intensitidten wurden auf die gleichbehandelte Kontrolle
ohne Peptid normiert, welche als rote Gerade eingezeichnet ist. Die
Werte sind Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Versuchen.
B) Graphen zum Test auf apoptotisches Verhalten. i) In einem
Diagramm, welches die Propidiumjodid (PI) Konzentration in
Abhingigkeit von der Konzentration von Annexin V-FITC, zeigt sich
ein Unterschied von Zellen welche durch Apoptose (blau) oder Nekrose
(rot) absterben. Apoptotische Zellen binden erst mehr Annexin V und
anschlieBend kann PI in die Zelle gelangen, wéhrend bei der
nekrotischen Zelle eine Pl-Internalisierung vor einer erhhten Annexin
V-Bindung stattfindet. Fluoreszenzintensititsverteilung von HTB-43-
Zellen ohne (ii) und mit 25 uM LL-32 nach 1 min (iii) bzw. 23 min (iv).
Dabei ist jeder Punkt eine gemessene Zelle, die Helligkeit gibt die
Haufigkeit an. X- und y-Achse sind die relativen Intensititen des
fluoreszierenden Annexin V-FITC bzw. PI.
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Wahrend die FSC- und SSC- Werte von NBD-LL-32 ausgesetzten Zellen nur
eine geringe Anderung im Vergleich zur Kontrolle zeigten, anderten sich die
relativen Intensitaten fur Grian-fluoreszentes NBD-LL-32 und PI deutlich. Der
FSC-Wert der HaCaT-Zellen blieb unverandert, wahrend der der HTB-43-Zellen
leicht sank. Der SSC-Wert der HaCaT-Zellen stieg leicht, wahrend der der HTB-
43-Zellen sank. Die Anstiege der Fluoreszenzintensitaten waren im Fall der
HTB-43-Zellen, sowohl bei denen von NBD-LL-32 (+13%) als auch bei denen
von Pl (+59%) verursachten, hdher als im Fall der HaCaT-Zellen.

Die Fragestellung, ob LL-32 Apoptose in HTB-43-Zellen induziert, wurde
mithilfe der Farbstoffe Pl und Annexin V-FITC untersucht. Annexin V-FITC
bindet vermehrt an Phosphatidylserin und somit ist die Menge an gebundenem
Annexin V-FITC ein Mal fur die Ladung der Membran. Im Frihstadium der
Apoptose wird vermehrt das negativ geladene Phospholipid Phosphatidylserin
in die Aulenseite der Membran transferiert und anschliel3end wird die Integritat
der Membran zerstort, wahrend bei der Nekrose zuerst die Zellhulle permeabel
wird und dadurch eine erhdhte Anzahl an negativ geladenen Lipiden zuganglich
wird. Damit unterscheidet sich die zeitliche Abfolge der beiden Prozesse in
einem Diagramm, welches die Menge an internalisiertem Pl Gber der Menge an
gebundenen Annexin-V-FITC angibt (Abb. 55 B). Die Graphen (ii) bis (iv) in der
Abbildung sind sogenannte Dot-Blots und stellen die Verteilung der
gemessenen Zellen in einem Diagramm dar. Dabei ist bei allen drei Graphen
die Abszisse die relative Fluoreszenzintensitat von Annexin V-FITC und die
Ordinate die von Pl. Jeder Punkt in den Graphen reprasentiert die zwei
Parameter einer gemessenen Zelle und die Helligkeit gibt die Messhaufigkeit
an. Die drei Dot-Blots stammen aus einer reprasentativen Messung mit 25 yM
LL-32 auf 10° HTB-43-Zellen pro ml. Auch bei sehr geringen LL-32
Konzentrationen ergab sich ein grundsatzlich gleiches Verhalten. Die
unbehandelte Zellpopulation aus (ii) zeigt nach 1 min (iii) bereits eine erhdhte
Pl-Farbung, wahrend die Intensitat der Fluoreszenz von Annexin V-FITC nicht
ansteigt. Nach 23 min (iv) sind die allermeisten Zellen maximal mit Pl gefarbt.
Nun ergibt sich auch eine leichte Erhéhung der durchschnittlichen Annexin V-
FITC Fluoreszenz. Damit 16st LL-32 in HTB-43-Zellen Nekrose aus.

Mithilfe der konfokalen Mikroskopie wurden Fluoreszensaufnahmen von Zellen
der Zelllinien HaCaT und HTB-43 mit einer Kern -und Membranfarbung
angefertigt. Zu diesen Zellen wurde fluoreszenzmarkiertes LL-32 gegeben, um
deren Bindungsort und dessen Wirkung auf die Zelle zu bestimmen. Die
Versuche sind in 3.8.4. beschrieben.
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A)  HTB-43 nach 5 min B)  HaCaT nach 5 min

B Zellkern M Membran  ELL-32 M Zellkern Membran IMLL-32

Abbildung 56: A) Konfokale Aufnahme einer HTB-43 Zelle mit fluoreszenzmarkierter
Membran und Zellkern. Das fluoreszenzmarkierte LL-32 lag mit einer
Konzentration von 5 uM vor. Die Inkubationszeit von LL-32 betrug 5
min.

B) Konfokale Aufnahme einer HaCaT-Zelle mit den gleichen
Bedingungen wie in A).

Aus den Aufnahmen mit dem konfokalen Mikroskop wurden zwei reprasentative
ausgewahlt und in Abb. 56 dargestellt. Wie zu erkennen, bindet LL-32 bereits
nach 5 min Wirkzeit vornehmlich an die Membran der beiden Zelllinien und fuhrt
dort zu Lasionen und einer Zerstorung der Membranintegritat. AuRerdem ist zu
erkennen, wie kleinere Membranfragmente durch LL-32 aus der Membran
gelést werden. Ein Unterschied in der Bindefahigkeit konnte nicht sicher
festgestellt werden, die Aussagen aus diesem Versuch beschranken sich auf
den Bindungsort von LL-32 und die dortige Wirkung.

Diskussion

Bindung von LL-32 an Modell- und Zellmembranen

Durch die Daten zur Lysefahigkeit von LL-32 gegen die HaCaT- und HTB-43-
Zellen geht eine antitumorale Aktivitat von LL-32 hervor. Diese ist allerdings
nicht besonders stark ausgepragt.

Aus den in Abb. 54 dargesteliten Zeta-Potential-Verlaufen von als
Modellmembranen benutzten Vesikeln aus verschiedenen Phospholipiden geht
hervor, dass eine Sattigung der LL-32 Bindung bei Lipiden ohne Nettoladung
(PC und PE) schon bei einem molaren Konzentrationsverhaltnis von Peptid zu
LPS von 0,2 eintritt. Bei den Lipiden mit einfacher Nettoladung (PG, PS und
DPG) dagegen ftritt eine Sattigung des Zeta-Potentials erst bei einem molaren
Verhaltnis von 0,4 auf. Damit kdnnen doppelt so viele LL-32 Molekule an die
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geladenen Lipide binden wie an die ungeladenen. Das zweifach geladene Lipid
DPG kann mindestens die doppelte Anzahl an LL-32 Molekulen binden wie die
einfach geladenen. Demnach ist die Bindung von LL-32 stark von der Ladung
der Lipidmolekule abhangig und je mehr Ladung das Lipid besitzt, desto mehr
LL-32 kann es binden. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit Befunden
fur LL-37 (Neville et al., 2006).

Sowohl bei den ungeladenen als auch bei den geladenen Lipiden bewirkt LL-32
eine sehr starke Uberkompensation des Zeta-Potentials, wobei das der
ungeladenen Lipide mit +40 mV doppelt so hoch ist wie das der geladenen. LL-
32-Aggregate besitzen ein Zeta-Potential von etwa +40 mV (Daten werden aus
Platzgrinden nicht gezeigt). Bei den geladenen uberlagert sich folglich deren
eigenes negatives Potential mit dem von LL-32, was damit auch eine geringere
Uberkompensation erwarten lasst. Bei den ungeladenen spielt nur das Potential
von den LL-32 Molekulen eine Rolle. Insgesamt wird durch LL-32 das Zeta-
Potential von geladenen Lipiden um 100 mV geandert, das der ungeladenenen
nur um 50 mV. Damit ergibt sich wiederum, dass doppelt so viele LL-32
Molekule an geladene Lipide binden kdnnen wie an ungeladenen.

Damit ist gezeigt, dass die Bindung von LL-32 an die Modellmembranen stark
ladungsabhangig ist und dass LL-32 an einfach geladene Lipidmembranen
anteilsmafig doppelt so stark bindet wie an ungeladenen.

Eigene Tests ergaben, dass die zytotoxische Aktivitat gegen Erythrozyten von
NBD-LL-32 identisch zu der Aktivitat von LL-32 ist.

Die durchflusszytometrische Bestimmung der Bindung von LL-32 an HaCaT
und HTB-43 Zellen zeigt, dass das fluoreszenzmarkierte LL-32 an den als
Tumorzelllinien verwendeten HTB-43-Zellen ab einer LL-32 Konzentration von
ca. 8 uyM anteilsmafig 1,5-mal so stark bindet wie an die Zellen der HaCaT-
Zelllinie. Unterhalb dieser Konzentration ist kein wesentlicher Unterschied zu
erkennen. Offenbar kann bei geringen Konzentrationen und damit niedrigen
molaren Verhaltnissen von LL-32 zu Lipiden der Zellmembran LL-32 noch
vollstandig von beiden Zellen gebunden werden.AulRerdem ist der Anteil an
gebundenem LL-32 bis zu einer Konzentration von ca. 65 yM proportional zur
eingesetzten LL-32 Konzentration, was daflr spricht, dass es kein spezifisches
Rezeptormolekul fur LL-32 auf den Zellmembranen gibt. Dies spricht demnach
auch fur eine Bindung der LL-32 Moleklle an Lipide der Membran.

Aus den Ergebnissen lasst sich der Schluy ziehen, dass eine
ladungsabhangige Bindung von LL-32 an die Phospholipide der Zellmembran
die Ursache fur die erhohte Bindung an einer tumorbildenden Zelllinie ist.
Tumorbildende Zellen weisen einen erhOhten Anteil an negativen
Phospholipiden in der au3eren Schicht der Zellmembran gegenuber normalen
korpereigenen Zellen auf (Schroder-Borm et al., 2005).
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4.4.2.2. Wirkung von LL-32 auf die Zellmembran von HaCaT- und HTB-43-Zellen

Bei der Untersuchung der Wirkung von LL-32 wurde eine Konzentration von 1
MM LL-32 eingesetzt. Bei dieser Konzentration lag nur ein geringer, aber nicht
signifikanter Unterschied in der Anzahl an gebundenem LL-32 bei den beiden
Zelllinien vor. Dieses Verhalten ist stimmig mit dem zuvor ermittelten. Aber die
an HTB-43 gebundenen LL-32 Molekile bewirkten einen hoheren Influx von PI
und damit eine groRere Lochbildung in der Zellmembran von HTB-43 als von
HaCaT. Durch Gate-Setzung wurde erreicht, dass nur Zellen mit einer
ursprunglichen Morphologie (FSC und SSC-Werte bleiben unverandert)
gemessen wurden. Damit wurde auch gezeigt, dass die Permeabilisierung der
Membran eine Folge der LL-32 Bindung ist und nicht durch das Absterben der
Zellen verursacht wird. Aus dem Verhaltnis von eindiffundiertem Pl und
gebundenem LL-32 geht hervor, dass die gleiche Anzahl gebunder LL-32
Moleklle bei den HTB-43 Zellen eine starkere Permeabilisierung der
Zellmembran  hervorruft als bei den HaCaT-Zellen. Bei den
durchflusszytometrischen Messungen an Bakterien zeigte sich ein ahnlicher
Effekt. Damit ist nicht nur die Bindung von LL-32 bei HTB-43 Zellen starker als
bei HaCaT-Zellen, sondern auch die L&sionsbildung pro gebundenem LL-32
Molekdl.

Um zu Uberprifen, ob LL-32 bei den verwendeten Zelllinien den nekrotischen
oder den apoptotischen Zelltod auslost, wurde ein sogenannter Apoptosis
Detection Kit verwendet und dessen Kinetik nach Zugabe von LL-32
aufgenommen. Das Fragment FR-27 (5.1.) induziert Apoptose beim schuppigen
Mundzellkarzinom (Okumura et al., 2004).

LL-32 wirkt nicht apoptotisch, sondern verursacht einen nektrotischen Zelltod,
wie aus dem zeitlichem Verlauf der Bindung von Annexin V an und dem
Einfluss von Pl in die Zelle eindeutig hervorgeht. Dieses Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit den im konfokalen Mikroskop beobachteten Effekten auf
die Zellmembran.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Untersuchungen eine
antitumorale Aktivitat von LL-32 zeigen d.h. die abtotende Aktivitat gegen die
tumorbildende Zellinie ist grof3er als die gegen die Keratinozytenzelllinie. Sie

Grundlage fur diese Wirkung scheint die festgestellte ladungsabhangige
Bindung von LL-32 an die Phospholipide der Zellmembran zu sein. Dieses
Verhalten wurde fur das Mutterpeptid LL-37 bereits gezeigt (Neville et al.,
2006). Gebundenes LL-32 flhrt dort zu einer Lasionsbildung, wie dies auch bei
Bakterien der Fall ist. Dabei kann an die Zellmembran der HTB-43 Zellen
gebundenes LL-32 eine starkere Lasionsbildung hervorrufen als das an die
HaCaT Zellen gebundene. Dieses Verhalten konnte auch bei den
elektrophysiologischen Port-a-Patch-Messungen an HaCaT- und HTB-43-Zellen
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beobachtet werden. Diese Messungen wurden aus Platzgrinden nicht
dargestellt. Die Ladung der Lipide der Zellmembran scheint nicht nur die
Bindung von LL-32 zu beeinflussen, sondern auch die Lasionsbildungsfahigkeit.
Ein derartiges Verhalten wurde auch in den Untersuchungen zur Bindung und
Wirkung gegen Bakterien festgestellt. AuRerdem fuhrt LL-32 offenbar zu einer
Mizellierung und Zerstorung der Membran, wie aus den konfokalen Aufnahmen
hervorgeht. Die nekrotische Wirkung konnte durch den Auschluss einer
Induktion von Apoptose bestatigt werden.

Das vorgeschlagene Carpet-Modell kann somit fur die Wirkung gegen
tumorbildende und nicht-tumorbildende Zellen bestatigt werden. Die
quantitativen Wirkungsunterschiede sind durch die erhohte Bindung von LL-32
an negative Phospholipide und der daraus resultierenden erhohten
Lasionsbildung in der Zellhulle zu erklaren. Die Erkenntinisse sind
ubereinstimmend mit denen aus den Versuchen mit Bakterien.

Um die nicht stark ausgepragte antitumorale Aktivita von LL-32 zu steigern,
sollten die Untersuchungen mit den LL-32 Fragmenten wiederholt werden. Aus
den Ergebnissen konnten dann, wie in dieser Arbeit fur die antibakterielle
Aktivitat gezeigt, Rickschlisse flr eine in Hinblick auf eine antitumorale
Aktivitat optimierte Peptidstruktur gezogen werden.
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45.1.

Ergebnisse und Diskussion

Diskussion der Wirkmechanismen

Im vorherigen Kapitel wurden die Ergebnisse der Untersuchung zur
antitumoralen Aktivitat von LL-32 und der Untersuchungen zur Struktur-
Wirkungsbeziehung zwischen PMB, bzw. LL-32 und LPS einzelnd interpretiert.
Dabei wurde bereits umfassend auf die Bedeutung der biologischen Aktivitaten
der LL-32 Fragmente fur eine Optimierung der LL-32 Aminosauresequenz in
Hinblick auf eine medizinische Nutzung und starke Stammabhangigkeit der
anibakteriellen Aktivitaten eingegangen.

In dieser abschlieRenden Diskussion wird der vorgeschlagene antibakterielle
Wirkmechanismus fur die Peptide anhand der in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse und der Literatur diskutiert. Auflerdem wird ein moglicher
Wirkmechanismus fur die antiinflammatorische Aktivitat in Bezug auf die
Inhibierung der LPS-induzierten TNF-a Ausschittung aufgezeigt.

Antibakterieller Wirkmechanismus

Da die antibakterielle Wirkung aller getesteten Peptid bei einem Peptid-
Unterschuss und nicht wie die antiinflammatorische Aktivitat bei einem grof3en
Uberschuss stattfindet, scheint nicht ein globaler Effekt auf die gesamte LPS-
Schicht vonndten zu sein, um das Bakterium abzutéten. Die in der Literatur
beschriecbenen Modelle gehen entweder von einer letal wirkenden
Lasionsbildung aus (2.11.) oder von einer durch Lasionsbildung
selbstvermittelten Aufnahme der Peptide aus (Hancock, 1997; Matsuzaki, 1999;
Brogden, 2005). Fur LL-32 ist der weitestgehend akzeptierte Wirkmechanismus
durch das Carpet-Modell beschrieben. Durch die Bindung oder Insertion von
Peptidn wird ein Stress auf die LPS-Schicht ausgeubt, der sie letzendlich
kollabieren lasst. Dabei schnurt sich die Lipiddoppelschicht bis zur Verbindung
beider Einzelschichten ein und es entstehen Lasionen und herausgeloste
Mizellen.

Dafur muss das Peptid schon bei einem deutlichen Unterschufl3 zum LPS an die
LPS-Schicht binden und inserieren kdnnen. Damit sollte diese Eigenschaft mit
der antibakteriellen Aktivitat korreliert sein (Gutsmann et al., 2005). Dies wurde
in der vorliegenden Arbeit sowohl an aus LPS rekonstituierten Modellsystemen,
als auch an Bakterien gezeigt.

Die Bindung an LPS-Aggregate ist sowohl fur das antibakterielle Peptid PMB
als auch fur das antibakterielle Peptid LL-32 gezeigt worden, dabei war die
Bindung von LL-32 an LPS-Aggregaten von einem sensitiveren Stamm auch
starker als an Aggregaten aus dem LPS von einem nicht so sensitiven Stamm.
Dies war fur PMB nicht der Fall. FUr beide Peptide konnte gezeigt werden, dass
die Bindung an Bakterien mit der antibakteriellen Aktivitdt gegen diese
korreliert. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass Peptide mit einer geringeren
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antibakteriellen Aktivitat auch an Aggregate aus LPS der entsprechenden
Stamme deutlich schlechter binden konnten.

Aus den durchflusszytometrischen Messungen geht hervor, dass LL-32 bei
Gram-negativen Bakterien innerhalb kirzester Zeit an die Zellhille bindet und
infolgedessen Lasionen verursacht. Eine langere Glycostruktur scheint die
Lasionsbildung durch gebundenes LL-32 zu verringern. Literaturangaben zu
eine durchflusszytometrischen Bestimmung der Bindung von antibakteriellen
Peptiden an Bakterien sind dem Autor nicht bekannt. Eine Lasionsbildung in
LPS-Schichten durch PMB ist in der Literatur belegt (Bhor et al., 2005), sie wird
durch die Glycostruktur des LPS beeinflusst (Hammer, 2004). Die Bildung von
Lasionen in rekonstituierten asymetrischen Membranen durch LL-32 ist
beschrieben worden (David, 2004).

Auch wenn die konfokalen Fluoreszensaufnahmen an Zellen und nicht an LPS-
haltigen Bakterien angefertigt worden sind, so ist nach Inkubationszeiten von
einigen Minuten eine Mizellenbildung deutlich zu erkennen, ebenso wie die
gestorte Zellmembran (Abb. 56). AuRerdem ist die Bindung von LL-32 an die
Zellmembran zu erkennen.

Die Lasionen sind noch nicht sofort todlich, wie an den ITC-Messungen an
Bakterien deutlich wird, die Bakterien kdnnen noch im begrenztem Malde durch
Hochregulation des Stoffwechsels gegen die fur sie negativen Auswirkungen
angehen. Ob LL-32 infolge der Lasionsbildung und einer selbst vermittelter
Aufnahme eine intrazellulare Zielstruktur erreichen kann und deshalb tédlich
wirkt, oder ob ab einer gewissen Anzahl bzw. Gro3e der Lasionen in der
Zytoplasmamembran die letale Wirkung von LL-32 eintritt, kann nicht
entschieden werden. Dies sollte jedoch zukilinftig durch molekularbiologische
Versuche aufgeklart werden. In beiden Fallen korreliert aber die Fahigkeit zu
binden und Lasionen zu bilden mit der letalen Fahigkeit. Dies konnte fur LL-32
gezeigt werden und damit auch dessen unterschiedliche antibakterielle
Fahigkeit gegen Bakterienstamme mit unterschiedlicher Glycostruktur am LPS.

Aus den vorliegenden Ergebnissen zu den antibakteriellen Aktivitaten der
Peptide geht eindeutig hervor, dass eine Substitution am K(d)o die
antibakterielle Aktivitdat hemmt. Eine Substitution am Lipid A wirkt sich nur far
einige der Peptide negativ aus. Offenbar ist eine mdgliche Bindung an die
Ladungen am Lipid A nicht so essentiell fur eine antibakterielle Wirkung wie
eine Bindung am K(d)o. Zukunftige Arbeiten konnten jedoch diesen Aspekt
weiter aufklaren.

Vermutet wird, dass die LPS untereinander durch zweiwertige lonen verbrickt
werden. Diese These wird durch die Tatsache gestutzt, dass die antibakterielle
Aktivitat von LL-32 in Anwesenheit von Mg®* und insbesondere Ca** (K* hemmt
ebenfalls starker als Na*) deutlich geringer ist als in Abwesenheit der beiden
lonen (5.5.). Sind die Ladungen substituiert, fallt auch die Verbrickung und
damit verbundene Stabilisierung der LPS-Schicht schwacher aus. Demnach
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mussen die Peptide einen geringeren Stress auf die LPS-Schicht ausulben,
bevor diese aufreilt und sich Lasionen bilden. Dies konnte mithilfe der
Durchflusszytometrie und dem Farbstoff Pl an Bakterien in unterschiedlichen
Puffern Gberprift werden. Das Verhaltnis von gebundenem NBD-LL-32 und PI
sollte bei einem Puffer mit Ca®* héher als bei einem Puffer ohne Ca** sein.

Die gehemmte Aktivitat von membranaktiven Peptiden durch die Stabilisierung
der LPS-Schicht kann durch das Carpet-Modell erklart werden.

Dadurch das beide Peptide mit den als Helix-Brechern bezeichneten Glycin
groldteils besser als LL-32 wirken, scheint flr eine antibakterielle Wirkung keine
bestimmte Orientierung vom N-Terminus zum C-Terminus noétig zu sein. Das
Fragment LL15KR15 besitzt keine durchgehende hydrophile bzw. hydrophobe
Seite mehr. Seine ausgepragte antibakterielle Aktivitat spricht gegen das
Toroidal-Model als Wirkmechanismus, da dort die entstehenden Poren von der
hydrophilen Seite eines Peptids gebildet werden. Diese Erkenntnis ist in guter
Ubereinstimmung mit dem in der Literatur favoriesiertem Carpet-Modell (Shai
und Oren, 2001).

Das fur PMB vorgeschlagenen Detergens-Modell fordert im Gegensatz zum
Carpet-Modell die Aufkonzentration der Peptide an der Membranoberflache bis
mindestens zur CAC. Als Mizellen vorliegend kénnen die Peptide in die LPS-
Schicht inserieren. Diese Aufkonzentrierung koénnte durch eine langere
Glycostruktur des LPS gefdordert werden, wie in 4.2.2. beschrieben.

Antiinflammatorischer Wirkmechanismus

In dieser Arbeit konnte die antiinflammatorische Aktivitat von LL-32 anhand der
Inhibierung der TNF-a Ausschattung von MNC nach LPS-Stimulation gezeigt
werden. Die fur LL-37 gezeigte TNF-a Inhibierung ist in der Literatur
beschrieben (Zughaier et al., 2005). Fir die antiinflammatorische Wirkung von
Peptiden existiert bislang kein Modell.

LPS-Aggregate, nicht Monomere, sind die biologisch aktive Form von LPS
(Mueller et al., 2004). Damit ist es gut mdglich, dass die Aggregatform relevant
fur die inflammatorische Aktivitat des LPS ist, dass das Aggregat bildet. Wird
die Aggregatform, wie die GroRRe, durch Aggregation oder Fusionierung
mehrerer Aggregate geandert, konnte dies eine aktivitatsandernde Wirkung
besitzen und damit eine mogliche Erklarung fur die antiinflammatorische
Aktivitat von LL-32 sein.

Die Erkennung von LPS-Aggregaten durch das Immunsystem wird
wahrscheinlich durch Bindung von LBP initiert. AnschlieBend wird
wahrscheinlich durch LBP der Einbau der LPS-Aggregate in MNC vermittelt
(Gutsmann et al., 2007).

Damit wird die Signalkaskade zur Zytokinproduktion der Zelle gestartet (2.4.).
Madglich ist, dass die Bindungs- und Insertionsfahigkeit von LBP durch vorher
ans LPS-Aggregat gebundene Peptide verloren geht. Dies kdonnte zum einen
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daran liegen, dass das Gouy-Chapman-Potential der LPS-Schicht durch die
Anlagerung von kationischen Peptiden kompensiert wurde. Da aber bei allen
verwendeten Substanzen und LPS Unterschiede bei einem molaren Verhaltnis
von 0 bis 2 auftraten, und die inflammatorische Aktivitdt bei einem molaren
Peptid-UberschuR  von 400 Unterschiede aufweist, ist dies eher
unwahrscheinlich. Auch die beobachteten Grolenanderungen waren zwar fur
antiinflammatorisch wirksame Peptide bei geringerer Konzentration groRer,
aber bei hohen Peptidkonzentration nahezu ahnlich. Jedoch koénnte die
Fahigkeit, auch bei geringer Konzentration die Aggregatform zu &ndern, von
einer starken Bindungsfahigkeit oder starkerer Insertion des hydrophoben
Bereichs der Peptide bewirkt werden.

Binden ausgesprochen viele Peptide an ein LPS-Aggregat und kdnnen mit ihren
hydrophoben Teilbereichen in die Kohlenwasserstoffkettenbereiche der LPS-
Schicht eindringen, konnte es sein, dass das LBP anschlieRend an die
abgesattigten Stellen nicht mehr binden kann, weil es nicht mehr mit den
Acylketten vom LPS interagieren kann. Da die Bindung von LBP vermutlich
auch durch einen hydrohoben Teilbereich unterstitzt wird, musste dieser nicht
mehr in eine LPS-Schicht eindringen, sondern eher in eine Peptidschicht mit
darin enthaltenem LPS. Dafir muss das Peptid die LPS-Schicht jedoch vollig
umstrukturiert haben. Die Bindung in diese Peptid-LPS-Schicht ware ein vdllig
anderer Insertionsprozess und konnte daher nicht moglich sein. Da durch die
Erhéhung der Bindungsenergie der einzelnen LPS Molekile in den gemischten
Aggregaten die LPS-Aggregate einen energetisch gunstigeren Zustand im
Vergleich zu ihrer Konformation ohne Peptid eingenommen haben, miusste die
LBP Bindung eine wesentlich grélkere Energieminimierung des Systems
bewirken, um die LPS-Aggregate in MNC einbauen zu kdnnen. Dabei musste
LBP die von hunderten Peptiden bewirkte Aggregatform andern. Dies ware
energetisch kaum denkbar. Sowohl die Verhinderung der hydrophoben
Wechselwirkung als auch der Lamellarisierung setzen einen massiven
Uberschuss an Peptid voraus. Da nur wenige LBP-Molekiile an ein LPS-
Aggregat binden mussten, mussen alle Bindungsplatze abgesattigt sein. Die
Bindung von LBP an LPS-Schichten mit der daraus resultierenden
Lamellariesierung ist ein energetisch aulierst gunstiger Prozess, deshalb
mussten auch hier viele Peptidmolekule vorher gebunden haben.

In beiden Fallen miUssen die Peptidmolekule jedoch in der Lage sein, die Form
eines Aggregates nicht nur zu andern, sondern auch Aggregate miteinander
fusionieren zu lassen und die LPS-Schichten neu zu organisieren. Dieser
Zusammenhang konnte durch die Daten aus dem FRET-Assay belegt werden
(4.3.1.1.). Dabei hemmt die Glycostruktur des LPS die antiinflammatorische
Aktivitat starker als Substitutionen am LPS.

Auch mit dem vorgeschlagenen antibakteriellen Wirkmechanismus des Carpet-
Modells sind diese Befunde in Ubereinstimmung. Es ist sehr gut vorstellbar,

dass nach einer Lasionsbildung die Mizellierung der LPS-Schicht bei einer
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hdéheren Peptidkonzentration immer starker zunimmt. Bei einem grof3en
Uberschuss kénnte sich die gesamte LPS-Schicht in kleine Mizellen aus Peptid
mit LPS umorganisiert haben und diese lagern sich zu grof3en Aggregaten
zusammen. Nach der obigen Wirkweise ware somit die antiinflammatorische
Wirkung von LL-32 erklarbar und mit physikalischen Daten belegt.

Zytotoxischer Wirkmechanismus

Es wird davon ausgegangen, dass der Wirkmechanismus gegen korpereigene
Zellen wie Erythrozyten ein ahnlicher ist wie bei den Bakterien und auch mit
einem Carpet-Mechanismus beschrieben werden kann. Eine entscheidende
Rolle fur die Wechselwirkung mit Lipidmembran scheint die Ladung der Lipide
zu spielen. Dies wird im Allgemeinen fur membranaktive kationische Peptide
vermutet (Zasloff, 2002) (und konnte auch fur LL-37 gezeigt werden (Neville et
al., 2006). Die membranaktive Wirkung und Mizellierung der zellularen
Membran wird durch die konfokalen Aufnahmen und der
durchflusszytometrischen Daten an den HaCaT-Zellen belegt. Vermutlich muf3
LL-32 fur eine membranaktive Wirkung tief genug in den Acylkettenbereich der
Membran eindringen kdnnen, um eine Lasionsbildung zu induzieren (Henzler-
Wildman et al., 2004).

Da deren Membran jedoch nur wenige geladene Lipide nach auf3en prasentiert,
scheint eine Ladungswechselwirkung von LL-32 mit dem Lipid nicht essentiell
zu sein. Wie die Wirkung gegen die tumorbildende HTB-43 Zelllinien jedoch
zeigt, steigert die Ladungswechselwirkung die LL-32 Wirkung deutlich. Wie
jedoch besonders an den Peptiden LL15KR15 und 2G zu sehen ist, ist das
hydrophobe Moment des Peptids auch nicht alleine ausschlaggebend.

Aus den Ergebnissen zur Struktur-Wirkungsbeziehung von LL-32 ist ebenfalls
zu erkennen, dass einzelne Aminosaurenbereiche eine wichtige Rolle bei der
zytotoxischen Wirkung spielen. Einen wesentlichen Einfluss auf die geringere
Aktivitat gegen Korperzellen kdonnte deren Cholesterolgehalt und die damit
reduzierte Insertion sein ((Henzler-Wildman et al., 2004)). Dies kdonnte durch
physikalische Untersuchungen an Modelllipidmembranen mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt verifiziert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Struktur-Wirkungsbeziehung zwischen den
Peptiden Polymyxin B und LL-32 mit LPS untersucht. Die membranaktive
Wirkung beider Peptide konnte gezeigt werden. Durch vergleichbare
Messungen an Bakterien, bzw. Zellen und Modellmembranen konnte sowohl
die Gultigkeit der Modelle bestatigt werden, als auch eine direkte Korrelation
der biologischen Aktivitat durch physikalische Messungen erzielt werden. So ist
z.B. die durch LL-32 induzierte Lasionsbildung in HTB-43-Zellen und in R595-
Bakterien groRer als in den nicht so sensitiven HaCaT-Zellen und R60-
Bakterien. Die Glycostruktur vom LPS und Substitutionen am LPS beeinflussen
die Bindung und die folgende Lasionsbildung.
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Aus der Charakterisierung der antibakteriellen, antiinflammatorischen und
zytotoxischen Aktivitat von verschiedenen LL-32 Fragmenten konnten
Aminosaurecluster identifiziert werden, die fur die unterschiedlichen Aktivitaten
von essentieller Bedeutung sind. Dies koénnte Bedeutung fir zuklnftige
Neuentwicklung von  Therapeutika haben, da eine zielgerichtete
Strukturverbesserung maoglich ist.
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Im Anhang dieser Arbeit befinden sich Ergebnisse aus Versuchen und
Methoden, die nicht im Hauptteil dieser Arbeit besprochen bzw. abgebildet
wurden, aber in der Diskussion verwendet wurden. Aullerdem wird ein
Uberblick Uber die Ergebnisse aus der Literatur fur Fragmente von LL-37
geliefert und das Zeta-Potential wird hergeleitet.

LL-37 Fragmente

Fir einige Fragmente von LL-37 konnten &ahnliche Eigenschaften gezeigt
werden wie fur LL-37 selbst. Andere Fragmente allerdings besalen
verbesserte, gar keine oder stark reduzierte Eigenschaften. In den
Aminosaurensequenzen sind die im Vergleich zum LL-37 fehlenden
Aminosauren durchgestrichen.

Fir das Fragment LL-29 ( LL GD FF RK SK EK IG KE FK RI VQ RI KD FL RN
BVPR-TE-S) konnte gezeigt werden, dass es eine antibakterielle Aktivitat bei
einer Konzentration von 40 uyM gegen den E. coli Stamm K12 besitzen (Li et
al., 2007).

Bei LL-23 ( LL GD FF RK SK EK IG KE FK RI VQ RHKB-FLRN-LV-PRTE-S)
konnte auch bei einer Konzentration von 150 uM keine antibakterielle Aktivitat
gegen E. coli K12 festgestellt werden (Li et al., 2007).

LL-21 (LL GD FF RK SK EK IG KE FK RI MQ-RIHKD-FLRN-EVPRTFE-S) besitzt
ahnliche chemotoxische Wirkung auf Granulozyten wie LL-37, kann aber nicht
die Produktion von LPS-induzierten vaskularen Stickoxiden unterbinden
(Sigurdardottir et al., 2006).

Das Bruchstlick GD-35 (Lt GD FF RK SK EK IG KE FK RI VQ RI KD FL RN LV
PR TE S) besitzt eine geringere antibakterielle und hamolytische Aktivitat als
LL-37 (Johansson et al., 1998; Murakami et al., 2004; Yamasaki et al., 2006).
Fiar FF-33 (t=GB FF RK SK EK IG KE FK RI VQ RI KD FL RN LV PR TE S)
wurde beschrieben, dass es eine hohere Salzkonzentration als LL-37 bendtige,
um eine a-Helix auszubilden, und deshalb auch eine geringere Aktivitat gegen
den E. coli Stamm D21 besitzt (Johansson et al., 1998). Andere
Untersuchungen ergaben aber, dass FF-33 eine ahnliche antibakterielle
Aktivitat wie LL-37 aufweist, aber halb so hamolytisch ist, da FF-33 in
zwitterionischen Membranen nicht dimerisiert und diese nicht permeabilisiert
(Oren et al., 1999).

Das Peptid SK-29 ( EE-GBFFRK SK EK IG KE FK RI VQ RI KD FL RN LV PR
TE S) zeigt antibakterielle Aktivitat gegen E. coli K12 bei einer Konzentration
von 80 uM (Li et al., 2007) und bendtigt eine hdhere Salzkonzentration um eine
a-Helix auszubilden (Johansson et al., 1998). Im Vergleich zu LL-37 wirkt es
gegen den E- Coli Stamm D21 schlechter (Johansson et al., 1998).
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KI-26 ( LL-GB-FFRK-SK-EK IG KE FK RI VQ RI KD FL RN LV PR TE S) ist
nicht lytisch gegen Erythrozyten und Keratinozyten, besitzt aber eine
antibakterielle Aktivitat gegen Wildtypstamme (Lopez-Garcia et al., 2007).

Fir KR-20 ( LGB FFRK-SK-EKIGKEFK RI VQ RI KD FL RN LV PR TE S)
konnte gezeigt werden, dass es gegen E. coli K12 ab 60 uM antibakteriell wirkt
(Li et al., 2007), eine antibakterielle Aktivitat gegen Wildtypstamme zeigt, aber
nicht lytisch gegen Erythrozyten und Keratinozyten wirkt (Lopez-Garcia et al.,
2007).

Die Substanz FK-21 ( LGB FFRK-SK-EKIGKE FK RI VQ RI KD FL RN LV
PR TE S) besitzt mit LL-37 vergleichbare chemotaxische Eigenschaft auf
Granulozyten, konnte aber nicht die Produktion von LPS-induzierten vaskularen
Stickoxiden unterbinden (Sigurdardottir et al., 2006).

Das Fragment FR-27 ( LLEGB-FF RK SK EK IG KE FK RI VQ RI KD FL RN LV
PRTE-S) und zwei modifizierte Varianten mit einer erhdhten Hydrophobizitat
zeigten im Vergleich zu LL-37 sowohl eine erhohte antibakterielle Aktivitat als
auch eine starkere LPS-Bindung (Isogai et al., 2003a; Isogai et al., 2003b).
AuRerdem soll FR-27 beim schuppigen Mundzellenkarzinom (Oral squamous
cell carcinoma) Apoptose induzieren (Okumura et al., 2004).

Das Peptid RK-21( LL-GB-FF RK SK EK IG KE FK RI VQ RI KD FERN-LMV-PR
FE—S) Dbesitzt im Vergleich zu LL-37 eine geringere antibakterielle und
hamolytische Aktivitat. (Johansson et al., 1998; Murakami et al., 2004,
Yamasaki et al., 2006). Eine andere Gruppe beschrieb, dass RK-21 erst durch
eine Membranumgebung eine a-helikale Struktur ausformen soll und ebenso
wie LL-37 ein breites antibakterielles Spektrum besitzt, aber spezifischer gegen
spezielle bakterielle Stamme wirkt (Durr et al., 2006).

Fir 1G-22 ( LGB FERK-SK-EK IG KE FK RI VQ RI KD FL RN LV PR FE-S)
wurden optimale antibakterielle und LPS-bindende Eigenschaften mit niedriger
proinflammatorischer und zytotoxischer Aktivitat beschrieben (Nell et al., 2006).
GK-21 ( =GB FFRK-SK-EK-1G KE FK RI VQ RI KD FL RN LV PR FE-S)
besitzt eine breitere antimikrobielle Aktivitat als LL-37 und diese ist eventuell
sogar etwas starker ausgepragt. Auch die chemotaxische Wirkung auf
Granulozyten ist vergleichbar, aber nur GK-21 konnte die Produktion von LPS-
induzierten vaskularen Stickoxiden unterbinden. Aul3erdem ist GK-21 weniger
hamolytisch und Apoptose-induzierend in Kkultivierten humanen glatten
Muskelzellen als LL-37 (Sigurdardottir et al., 2006).

Das Fragment KE-18 ( LGB FFRK-SK-EK1G KE FK RI VQ RI KD FL RN LV
PR-TE-S) besitzt antimikrobielle (Nagaoka et al., 2005) und LPS-bindende
(Nagaoka et al.,, 2002) Eigenschaften. Zwei Varianten mit groeren
hydrophoben Winkeln und einer erhohten Polaritat zeigten ahnliche oder
starkere antibakterielle und LPS-bindende Eigenschaften, wirkten allerdings
auch verstarkt hamolytisch (Nagaoka et al., 2002; Nagaoka et al., 2005). Eine
weitere modifizierte Variante von KE-18 mit einer hydrophoberen Aminosaure
zeigte ebenfalls erhéhte Hamolyse (Ciornei et al., 2005).
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Umfangreichere Untersuchungen an 14 verschiedenen Fragmenten zur
Identifizierung von den Regionen, die fur die immunstimmulierende Wirkung
und fur die antibakteriellen Eigenschaften verantwortlich sind, kamen zu dem
Ergebnis, dass die Fragmente KS-30 und RK-31 die starksten antibakteriellen
Eigenschaften besitzen. Auferdem liel das Herausschneiden des als
Zentralelement bezeichneten EK-20 die antibakteriellen Eigenschaften stark
verschlechtern. Auch konnte keine Korrelation zwischen der Freisetzung des
proinflammatorischen Zytokins IL-8 und der antibakteriellen Aktivitat gezeigt
werden. Die immunstimmulatorischen Eigenschaften scheinen im N-Terminus
von LL-37 zu liegen. Dieser Teil soll auch keine a-Helix ausbilden (Andersson
et al., 2004; Braff et al., 2005).

Herleitung Zeta-Potential

Das Zeta-Potential lasst sich allgemein aus den auftretenden Kraften, die auf
ein bewegtes Partikel wirken und dem Gouy-Chapman-Potential herleiten.

Die das Partikel beschleunigende effektive Kraft Fef ist abhangig von folgenden
Kraftkomponenten (Nitzsche und Simon, 1997; Hofmann, 2003) :

(F14) Feff = FE - FReibung - FRetard - FRelax
mit  Fg : Kraftwirkung des elektrischen Feldes auf das geladene
Partikel,

Freibung - Kraftwirkung aufgrund von Reibung,
Frewra : elektrophoretische Retardation aufgrund der
Gegenbewegung
der Gegenionen und ihrer Hydrathiillen
Frear @ Kraftkomponente aufgrund des Relaxationseffekts,
also der Verzehrung der sphérischen
Partikelladungswolke.

Liegt eine niedrige Elektrolytkonzentration und eine niedrige
Partikelgeschwindigkeit vor, kdnnen Retardations- und Relaxationseffekte
vernachlassigt werden. Dann gilt:

(F15) F.=F, —F

Reibung

Nach einer Beschleunigungsphase und nachdem das Partikel seine diffuse
Schicht bis zur Schergrenze des Zeta-Potentials abgeschert hat, hat das
Partikel seine Endgeschwindigkeit erreicht und bewegt sich gleichférmig im
elektrischen Feld mit der sogenannte elektrophoretischen Geschwindigkeit v.
Damit wirkt keine beschleunigende Kraft Fe¢ mehr auf das Partikel und es liegt
ein Kraftegleichgewicht vor.
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(F16) F,=F

Reibung

Mit der Kraft eines elektrischen Feldes E auf eine Ladung g
(F17) F,=E-q

und unter der Annahme Stoke’scher Reibung

(F18) Foo  =6mnrv mit  v: Partikelgeschwindigkeit
fetbune r: Partikelradius
n: Viskositét des Suspensionsmediums
ergibt sich:
(F19) E-g=6nnrv

Es wird die elektrophoretische Beweglichkeit e eingefiihrt um eine Messgrole
zu erhalten, die vom angelegten elektrischen Feld unabhangig ist. Mit (F6)
ergibt sich:

__ 4

\%
F20 =
(F20) He=7% p—

Die Partikelladung g wird durch die Ladungen im Suspensionsmedium

kompensiert. Es qilt:

0

(F21) g=-4n I a’pda mit «a : Partikelradius » und Dicke der
r diffusen Schicht 1/x
p : Raumladungsdichte der diffusen
Schicht.

Allgemein wird die Raumladungsdichte p in der diffusen Schicht durch die

Poisson-Gleichung beschrieben:

(F22) p=¢¢&, div(—grad¥) mit g Dielektrizitatskonstante,
o relative Dielektrizitéit des
Suspensionsmedium,

U5 elektrisches Potential.
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Weil eine analytische Integration nicht moglich ist, wird nach Debye und Huckel

genahert:

(F23) pr—&kY

Der Betrag des elektrischen Potentials ¥ fallt nach dem Gouy-Chapman-Stern-

Modell exponentiell mit dem Abstand zur Oberflache ab:

(F24) Y(a)=Y, r exp(—k(a—r)) mit  yo:  Oberflichenpotential
a
Die Partikelladung ergibt sich durch Integration von (F21) zu:

(F25) qg=4ng,s (1+kr)¥,)

Da das Zeta-Potential immer kleiner als das Oberflachenpotential ist, wird eine
Korrekturfunktion f(x r) eingefuhrt. Sie ist abhangig vom Partikelradius und
Dicke der diffusen Schicht:

(F26) (+ k)Y = F (kr)

Der Zusammenhang zwischen elektrophoretischer Mobilitat und Zeta-Potential
wird durch die allgemeine Henry-Gleichung beschrieben. Sie ergibt sich durch
Einsetzen von (F25) und (F26) in die Definition der elektrophoretischen
Beweglichkeit (F20):

(F27) =~ = 2¢,&,¢f (k1)
E 3n

Die Korrekturfunktion f(xr) lasst sich fir zwei verschiedene Grenzfalle
entwickeln.

1. Grenzfall (r << 1/x)

Ist die diffuse Schicht sehr viel groRer als das Partikel (1/«x >>r), kann der
Grenzwert der Korrekturfunktion nach Huckel genahert werde. Diese

Bedingungen sind bei schwachen Elektrolyten erfullt.

(F28) lim(f (kr)) =1
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Das Zeta-Potential ergibt sich aus der allgemeinen Henry-Gleichung (F14) in

der Huckel-Naherung. Es gilt:

3vn
F29 =
(F29) ¢ 2F¢, g,

2. Grenzfall (kr >> 1)

Bei sehr starken Elektrolyten ist die diffuse Schicht vernachlassigbar im

Vergleich zur PartikelgroRe. Es gilt dann fur die Grenzfunktion:
(F30) lim (f (k7)) =15

Das Zeta-Potential wird dann durch die Smoluchowski-Gleichung beschrieben:

vn
F31 =
(F31) o

Generationszeiten der Bakterien

Bei der Bestimmung der Abhangigkeit der Bakteriendichte von der OD wurde
auch die Wachstumsrate von einigen verwendeten Bakterien bestimmt. Aus
Sicherheitsgrinden (kein S2 Labor) konnten nicht fur alle Bakterien die
Generationszeiten bestimmt werden. Fir die Bakterienstamme R595, R60, R45
und WBBO01 ergaben sich Generationszeiten von 29+1 min, 3312 min, 24+1 min
bzw. 32+2 min unter den Standardbedingungen bei der Kultivierung von 37° C,
einer Schuttlergeschwindigkeit von 160 U/min und Verwendung von LB-
Medium.

Die Gleichheit der Generationszeiten der Bakterien lasst sich als Hinweis
deuten, dass die inneren Vorgange in den Bakterien ahnlich sind. Falls die
verwendeten Peptide ihre letale Wirkung erst in Zytoplasma entfalten sollten,
lasst sich somit vermuten, dass die dortigen Prozesse ahnlich sind. Zur
wirklichen Verifikation sollten aber unbedingt weitergehende biologische
Untersuchungen vorgenommen werden, die jedoch im Rahmen dieser
biophysikalischen Arbeit nicht zu leisten war.

Einfluss der LL-32 Fragmente auf die Viabilitdt von MNC

Mit Hilfe einer Trypanblau-Farbung wurde Uberprift, ob die LL-32 Fragmente
MNC abtoten. Dabei wurde eine Peptidkonzentration von 2 uM eingesetzt. Dies
entspricht der Peptidkonzentration die in den Versuchen zur Inhibition der LPS
induzierten TNF-a Produktion verwendet wurden. Bei allen Fragmenten ist der
Anteil an toten Zellen <5% (Daten werden aus Platzgriinden nicht gezeigt).
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Damit ist sichergestellt, dass bei den immunologischen Nachweisen zur TNF-a
Induktion nicht eine verminderte Anzahl an MNC flur eine geringere TNF-a
Expression verantwortlich ist.

Salzabhangigkeit der LD90

Zur Ermittlung der Salzabhangigkeit der antibakteriellen Aktivitat wurde die
LD90 von LL-32 gegen verschiedene Bakterienstamme beschrieben in Puffern
mit unterschiedlichem Salzgehalt ermittelt. Ansonsten wurden die Experimente
wie in 7.3.1. beschrieben durchgefuhrt.

A) 10000 B) 10000 g
= 1000 = 1000 F
= c 1
o (an]
(o)} (o]
o 100 o 100
=1 |
10 10
S. minnesota R595 P. mirabilis R45
Aktivitat von LL-32
B 15 mM Na* N 140 MM K
BN 140 mM Na' B 140 mM Na® und 2 mM MgCl,
[ 300 mM Na’ N 140 mM Na’ und 2 mM CacCl,

Abbildung 57: Abhdngigkeit der LD90 von LL-32 gegen die Stdmme S. minnesota
R595 und P. mirabilis R45 vom Salzgehalt des Mediums. Die
Versuchsdurchfithrung ist in 3.7.1. beschrieben. Die Werte stammen aus
zwei unabhingigen Doppelbestimmungen.
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5.6. Korrelation der biologischen Aktivitaten mit globalen
physikalischen Parametern
Die zuvor ermittelten Daten sind in ahnlicher Weise dargestellt wie in Abb. 52.
Weitere Informationen sind in 4.3.2.1. beschrieben.

A) 10000, . B) 10000
v s v
v v oy I t ¥ x
= 1000 - = 1o00L " ¥
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()] 7 v # [e)] L ¥ . v
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Abbildung 58: Korrelation der hydrophoben Momente und der Ladung der
verschiedenen LL-32 Fragmente mit ihrer antibakteriellen Aktivitét
gegen die bakteriellen Stimme der Substitutions-Gruppe. Die Abbildung
ist dhnlich wie Abb. 52. Die Bestimmung der LD90 ist in 3.7.1.

beschrieben.
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Abbildung 59: Korrelation der hydrophoben Momente und der Ladung der
verschiedenen LL-32 Fragmente mit ihrer antiinflammatorischen
Aktivitdit bei Aktivierung von MNC durch LPS der S. minnesota
Stimme R595 und R60. Weitere Informationen zu der Korrelation sind
in 4.3.2.1. zu finden. Die relative TNF-ao Konzentration wurde wie in
3.7.3. beschrieben ermittelt.
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Abbildung 60: Korrelation der hydrophoben Momente und der Ladung der
verschiedenen LL-32 Fragmente mit ihrer antiinflammatorischen
Aktivitit bei Aktivierung von MNC durch LPS verschiedener Stimme
(Tab. 3). Die relative TNF-o Konzentration wurde wie in 3.7.3.
beschrieben ermittelt. Weitere Informationen zu der Korrelation sind in
4.3.2.1. zu finden.
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Abbildung 61: Korrelation der hydrophoben Momente und der Ladung der

verschiedenen LL-32 Fragmente mit ihrer zytotoxischen Aktivitdt bei
verschiedenen Peptidkonzentrationen. Weitere Informationen zu der
Korrelation sind in 4.3.2.1. zu finden. Die zytotoxische Aktivitit wurde
wie in 3.7.2. beschrieben ermittelt.
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