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1 Einleitung

1.1 Motivation

Ein Mikrobiologe sieht Bakterien in einem fliissigen Medium, das mit allen
lebensnotwendigen Nahrstoffen versetzt ist, am haufigsten als frei-
schwimmende planktonische Zellen. Mit diesen Bakterien werden Tests
durchgefuhrt, wie z.B. die Untersuchungen des Effekts von Antibiotika auf
diese Bakterien. Trifft diese Art der Kultivierung aber tatsachlich auf die
Realitét zu? Leben Bakterien tatsachlich in dieser Art in unserem Korper,
in Flissen oder im Abwasser? Oftmals ist es nicht so einfach. Bakterien
leben in der Natur als sogenannter Biofilm. Dies sind
Lebensgemeinschaften unterschiedlicher Mikroorganismen, die sich an
Oberflachen anhaften und dort wachsen. Biofilme finden sich tberall in
unserer Umwelt. Sie bilden sich auf Oberflachen wie Zahnen als Plaque,
in Rohrsystemen oder auch an Schiffsrimpfen. Sie sind zustandig far
Biofouling und Korrosion. In Abbildung 1 ist ein Biofilm gezeigt, der sich

auf der Innenseite eines Duschschlauchs gebildet hat.

Abbildung 1 Biofilm auf der Innenseite eines Duschschlauchs (Szewzyk, 2003).

Biofilme in Rohrsystemen und an Schiffen verursachen jahrlich immense
Kosten flr die Entfernung und zumeist missen hierfir starke Chemikalien
wie Chlor und Peroxide eingesetzt werden. Daher sind Biofilme zumeist
unerwinschter oder sogar gefahrlicher Natur. Sie sind jahrlich
verantwortlich fir tausende persistente Infektionen in Krankenh&usern und

aufgrund ihrer erhéhten Antibiotikatoleranz (Hoiby et al., 2010) schwer zu

1



bekampfen. Jedoch gibt es auch eine Kehrseite dieser Medaille. Biofilme
kénnen auch eine wirtschaftliche Anwendung haben. Sie erleichtern
durch ihre Lebensweise die Umsetzung verschiedener organischer und
anorganischer Stoffe. Daher sind sie in der Abwasserwirtschaft
unerlasslich (Flemming, 1991). Sie erh6hen die Produktion von diversen
bakteriell hergestellten Stoffen, wie beispielsweise Alkoholen durch die
Bildung sogenannter Biofilm-Fabriken. In dieser Arbeit sollen die
Eigenschaften von amphiphilen membranaktiven Peptiden auf Biofilme
und somit die Kontrolle Uber diesen Lebensraum untersucht werden.
Hierzu gehort sowohl die Mdglichkeit unerwinschte Biofilme mit Hilfe
antimikrobieller Peptide (AMP) als Antibiotikaersatz zu eliminieren, als
auch die Mdoglichkeit Biofilme gewollt zu induzieren, z.B. durch das

biofilminduzierende, bakterielle Toxin TisB, um sie nutzbar zu machen.

1.2 Membranaktive Peptide

Membranaktive Peptide werden im Allgemeinen als antimikrobielle
Peptide (AMP), zellpenetrierende Peptide (aus dem Engl. Cell-penetrating
peptides, CPP) oder auch Fusionspeptide bezeichnet (Wadhwani et al.,
2012). Oft verschwimmen die Grenzen zwischen diesen 3 Klassen von
Peptiden ineinander. So sind zum Beispiel AMP bekannt, die auch eine
zellpenetrierende Eigenschaft besitzen (vgl. KIGAKI oder BP100). Die
Peptide sind in der Lage Membranen aufgrund ihrer spezifischen
chemischen und strukturellen Eigenschaften zu tberwinden (Mink, 2010).
Betrachtet man die in dieser Arbeit untersuchten Peptide, ist auffallend,
dass alle einen amphiphilen Charakter und kationischer Natur sind. In der
folgenden Abbildung sind alle Peptide in ihrer 3-dimensionalen Struktur
gezeigt. Die polaren Seitenketten sind in Blau, die hydrophoben in Gelb
und Prolin und Glycin in Grin dargestellt. Sowohl das biofilminduzierende
Peptid TisB, als auch die unterschiedlichen AMP sehen sich in ihrer
Struktur sehr dhnlich. Die hydrophoben und polaren Seitenketten zeigen
zumeist in entgegen gesetzte Richtungen. Die zu den Peptiden
dazugehorigen Aminosauresequenzen kénnen Tabelle 2 und Abbildung 4

entnommen werden.
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Abbildung 2 Vergleich der 3-dimensionalen Strukturen aller in dieser Arbeit verwendeten
membranaktiven Peptide. In Gelb sind die hydrophoben Seitenketten, in Blau die polaren und in
Griin sind Pro und Gly dargestellt.

Alle Peptide haben gemeinsam, dass sie Membranen stéren. In wie fern
diese peptidinduzierten Stérungen mechanistisch ablaufen und
biotechnologisch oder medizinisch anwendbar sind, wird in den weiteren

Kapiteln untersucht und diskutiert.



1.3 TisB

1.3.1 Entdeckung und Wirkweise

TisB ist ein amphipathisches, a-helikales Peptid aus dem Bakterium E. coli
K12. Es besteht aus 29 Aminoséauren und ist positiv geladen. Seine
Primarsequenz ist in Abbildung 3 gezeigt.

NH,-MNLVDIAILILKLIVAALQLLDAVLKYLK-COOH

Abbildung 3 Primérsequenz von TisB im Einbuchstabencode. Die positiv geladenen Aminoséuren

sind in rot, die negativ geladenen Aminosauren in blau dargestellt.

TisB ist Teil des Toxin/Antitoxin-Systems (TA) tisAB/istR1 von Escherichia
coli (Dorr et al., 2010). Dieses System wird initiiert als SOS-System bzw.
als Antwort auf die Einwirkung von Stress auf die Zelle. Im Besonderen
wird dieses TA-Modul angeworfen, wenn die Gefahr der DNA-
Beschadigung besteht (Weel-Sneve et al., 2008). Das Peptid wird von der
Zelle exprimiert und akkumuliert in der inneren Membran, was zu einem
Zusammenbruch des Protonengradienten fuhrt und einen Abfall des ATP-
Niveaus innerhalb der Zelle zur Folge hat. Diese Absenkung fihrt zu
einem metabolischen Stillstand der Zelle und damit zu den sogenannten
persistenten oder dormanten Zellen (Lewis, 2010). Diese Zellen zeichnen
sich durch ihre minimale metabolische Aktivitat aus und entwickeln daher
im dormanten Zustand hohe Toleranzen gegenuber Antibiotika
(Steinbrecher et al.,, 2012). Aus vorangegangenen Studien weil3 man
bereits, dass TisB hochstwahrscheinlich Anionen-selektive Poren
ausbildet (Gurnev et al., 2012). In der Gruppe von Frau Prof. Ulrich wurde
diese Hypothese weiterhin untersucht und ein Funktionsmodell des

Peptids TisB ausgearbeitet.

1.3.2 Funktionsmodell des Peptids TisB
Durch die Analyse des Peptids mit Methoden wie

Zirkulardichroismusspektroskopie und diversen Fluoreszenz-
4



Experimenten wurde ein Modell der Wirkweise von TisB aufgestellt. Es
wurde gezeigt, dass TisB, trotz seiner groRen Ahnlichkeit zu
antimikrobiellen Peptiden (a-helikale Struktur und Membranaktivitat), keine
groBen Poren in Lipidvesikeln formt. Nur in hohen Peptid-Lipid
Verhéltnissen konnte eine signifikante Stérung der Membran gezeigt
werden (Zimpfer, 2015). TisB konnte als Dimer funktionieren, das durch
die Bildung von Salzbricken zwischen den geladenen Aminosauren
stabilisiert wird. Die Stabilitat dieses Dimers kann jedoch nur in
antiparalleler Ausrichtung der beiden TisB-Einheiten gewahrleistet
werden. Dieses antiparallele Dimer kann einen engen Pfad fir Protonen
oder Hydroxidionen Uber die Membran bilden. In Abbildung 4 ist das
gebildete Dimer dargestellt und wie es in einer Lipidmembran liegen

konnte.

A
MNLVDIAILILKLIVAALQLLDAVLKYLK

N1 TN

KLYKLVADLLQLAAVILKLILIAIDVLNM

N C
— 5
e ) NN | :

N Cc

Abbildung 4 (A) Bildung des antiparallelen Dimers von TisB, stabilisiert durch Salzbriicken
zwischen den geladenen Aminoséuren. (B) Einbettung des Dimers in die Modellmembran
(Steinbrecher et al., 2012).

Molecular Dynamics Simulationen bestatigen die Stabilitdt eines solchen
Dimers in einer Modellmembran und auch die potentielle Uberwindung der
Membran durch ein Proton bzw. Hydroxidion durch diesen Pfad
(Steinbrecher et al., 2012).



1.4 Antimikrobielle Peptide

1.4.1 Herkunft der antimikrobiellen Peptide

Seit der Entdeckung des Penicillins durch Alexander Fleming 1928 sind
Wissenschaftler auf der Suche nach antimikrobiell wirkenden
Therapeutika. Nicht zuletzt durch den rasanten Anstieg von resistenten
bakteriellen Stammen wird dieses Bestreben auch im offentlichen Leben
immer prasenter. Seit 1939 sind antimikrobielle Peptide (AMP) bekannt.
Inzwischen wurden mehr als 5000 dieser Stoffe entdeckt und synthetisiert
(Dacheng und Bahar, 2013). Sie werden auch als ,host defense peptides®
bezeichnet, da sie in der Natur von ihren Erzeugern als Schutz vor
potentiellen Angreifern oder Konkurrenten produziert werden. Man findet
sie in jeglicher Umgebung, beispielsweise in der schitzenden
Schleimschicht von Froschen (Temporine) (Wade et al, 2001), in
menschlichem Schweild (Dermcidin) (Paulmann et al., 2012) und auch in
Insekten wie die Apidaecine von Honigbienen (Boman, 1995). Die ersten
AMP entstammen dem Bodenbakterium Bacillus brevis, aus dem
Gramicidin A und Tyrocidine isoliert wurden (Dubos, 1939). Spater wurde
dann auch das dazugehorige zyklische Dekapeptid Gramicidin S entdeckt
(Gause, 1944). Inzwischen weil3 man, dass das Auftreten dieser

interessanten und vielversprechenden Molekile keine Seltenheit ist.

1.4.2 Struktur der antimikrobiellen Peptide

AMP sind Oligopeptide, die eine L&nge von 5 bis mehreren 100
Aminosauren haben. (Brogden, 2005). Sie werden in unterschiedliche
Klassen eingeteilt. Es gibt sowohl kationische als auch anionische AMP.
Sie kénnen linear angeordnet sein, a-helikal oder auch B-Faltblatter bilden.
Es gibt einige Klassen, in denen sich bestimmte Aminosauren anhaufen,
z.B. die Prolin-reichen Bactenicine (Shamova et al., 1999), oder auch die
Cystein-reichen Defensine von Insekten (Cociancich et al.,, 1993). Fast
alle diese Peptide sind amphipathischer Natur, wie beispielsweise auch
die Froschpeptide Magainin 2 (Zasloff, 1987) oder PGLa (Tremouilhac et
al., 2006).



1.4.3 Wirkweise und Resistenzen

Eine der vielversprechendsten Charakteristika der AMP ist ihre breite
Anwendungsmaoglichkeit, denn sie sind aktiv gegen grampositive als auch
gramnegative Bakterien. Aber auch Viren, Pilze und Parasiten kénnen
durch AMP neutralisiert werden (Dacheng und Bahar, 2013). Das
besondere an den Peptiden ist ihr Mechanismus. Sie wirken in erster Linie
direkt auf die Zellmembran, indem sie Poren bilden oder 6rtlich begrenzte
Membranstorungen verursachen. Man bezeichnet sie daher als
membranaktiv. Es gibt hierzu verschiedene Theorien wie diese Poren
gebildet werden. Das Modell von Shai-Huang-Matsuzaki ist eines der am
besten charakterisierten Modelle und wird in Abbildung 4 gezeigt (Zhang
et al., 2001; Matsuzaki, 1998).

i 5

7 f
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onto intracellular targets

Abbildung 5 Shai-Huang-Matsuzaki Modell (Zasloff, 2002). Es wird gezeigt wie sich Peptide einer
Membran néhern und ihre a-helikale Struktur annehmen. Zunéchst bedecken sie die Membran wie
eine Art Teppich (a). Dann integrieren sie sich in die Membran und fiihren zu einer Ausdiinnung der
Membran (b). Es werden transiente Poren gebildet, eine Art ,Wurmloch* (c). Dadurch kdnnen
Proteine und Lipide in das Innere der Zelle gelangen (d) und die Peptide kdnnen intrazelluléare Ziele

erreichen (e). Letztendlich kollabiert die Membran (f).



Die Peptide werden in diesem Modell zundchst durch die negativ
geladene Oberflache der Zellmembran angezogen (a). Sie binden an der
Oberflache (b) und insertieren in die Membran. Die Einlagerung der
Peptide in die Membran veranlasst eine Ausdinnung der
Lipiddoppelschicht. Durch diese Ausdinnung entstehen Deformierungen
und Poren in der Membran (c). In manchen Fallen gelangen einige der
Peptide in die Zelle (d) und weiter zu intrazellularen Zielen (e) und/oder
die Membran kollabiert vollstandig (f) (Zasloff, 2002). Es existieren
beispielsweise einige AMP, die die Proteinbiosynthese (Brogden, 2005)
storen. Das zyklische Dekapeptid Gramicidin S ist in der Lage,
Nukleinséduren zu komplexieren (Krauss et al., 1984) und damit die DNA-
Synthese empfindlich zu stéren. Trotz des zerstérerischen Mechanismus
der physiologischen Zerstérung der Lipiddoppelschicht sind einige
Resistenzen gegen AMP bekannt. Es gibt erste verzeichnete Falle, dass
es durch Modifizierungen wie Acetylierungen der bakteriellen Membran,
zu einer verschlechterten Bindung der Peptide an die Membranen kommt
(Gunn et al., 2001). Verschiedene Mechanismen der Umgestaltung der
bakteriellen Zellmembran sind bekannt, wie die Lysinylierung oder
Alanylierung der Lipiddoppelschicht. Hier wird die Membran so verandert,
dass die elektrostatische Bindung der Peptide an die Lipide durch
Einlagerung von positiver Ladung oder Kompensation von negativer
Ladung der Membran verhindert wird (Yeaman and Yount, 2003).
AulBerdem steuern Bakterien dem Eindringen der Peptide auch durch
sogenannte Efflux-Pumpen entgegen, die aktiv Peptide aus der Zelle
herauspumpen (Shafer et al., 1998). Trotz der bekannten Félle scheinen
Bakterien eine langsamere Resistenzausbildung gegen AMP zu zeigen als
gegen konventionelle Antibiotika. Daher ist die Forschung an AMP als

zukunftige Therapeutika unerlasslich.



1.5 Bakterielle Biofilme

1.5.1 Biofilmentstehung (Oberflachenanlagerung, Reifung und
Abldsung)

Bakterien leben in der Natur nicht in ihrer planktonischen Form. Die neuen
Methoden der DNA Sequenzierung haben gezeigt, dass weniger als 0,1 %
der bakteriellen Welt als planktonische Zellen vorliegen (Bjarnsholt et al.,
2013). Bakterien schitzen sich vor Umwelteinflissen, indem sie sich als
sogenannter Biofilm zusammenschlie3en. Dabei besteht ein Biofilm nicht
nur aus einer Gattung Bakterien, sondern setzt sich aus einer Vielfalt von
Bakterien, Einzellern, Pilzen und Algen zusammen (McDougald et al.,
2012). Dieser Biofilm bildet sich in einer schitzenden Schicht aus
sekretierter DNA, Proteinen und Polysacchariden, im Ganzen
Biofilmmatrix genannt. Diese Schicht unterstutzt den Biofilm in seiner
Anhaftung an Oberflachen, versorgt ihn mit Nahrstoffen und halt die
polymikrobielle Zusammensetzung eines jeden Biofiims zusammen
(Friedmann und Kolter, 2004). Es ist heutzutage bekannt, dass Biofilme

eine ganz eigene Art von Lebenszyklus besitzen.
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Abbildung 6 Lebenszyklus eines Biofilms bestehend aus Anhaftung (A), Wachstum (B) und
Ablésung (C) (Otto, 2013).



Wie in Abbildung 6 gezeigt, umfasst der Lebenszyklus eines Biofilms drei
unterschiedliche Stufen. Zunéchst findet die Anhaftung der Bakterien an
die Oberflache statt. Oft geschieht dies durch einfache elektrostatische
oder hydrophobe Wechselwirkungen. Es kommt bei einigen Stdmmen
jedoch auch vor, dass aktiv DNA entlassen wird (vgl. Kapitel 1.5.3), die
dann ihrerseits an geeigneten Oberflachen anhaftet und so den Bakterien
eine lebenswerte Grundlage bildet (Barnes et al., 2012; Tang et al., 2013).
Darauf folgt die Wachstumsphase des Biofilms, in dem auch andere
Organismen hinzukommen kdnnen. Insgesamt ist die metabolische Rate
des Biofilms langsamer als die der planktonischen Zelle. Daher zeigen
Biofilme eine erhdhte Toleranz gegentber Antibiotika (Hoiby et al., 2010).
Diese Toleranz beruht ebenfalls auf der Ausbildung der Matrix als eine Art
polymere Barriere und des vereinfachten Gentransfers der Zellen
untereinander in einem Biofilm. Als letzter Schritt im Lebenszyklus des
Biofilms findet dann die Teilablosung von ganzen Sticken des Biofilms
statt. Dies kann zur Besiedlung neuer Flachen fuhren und damit zu einer

potentiellen Vermehrung der Infektionsherde (Otto, 2013).

1.5.2 Bestandteile der Biofilmmatrix

Die Matrix von Biofilmen ist bis heute noch nicht vollstandig untersucht.
Sie wird von den Bakterien selbst produziert und besteht aus DNA,
Proteinen und Polysacchariden unterschiedlicher Grol3e, aber auch
Nukleinsauren und Lipiden (Barnes et al., 2012). Man weil3 bisher, dass
die Matrix unerlasslich fir die Anlagerung der Bakterien an die Oberflache
ist und dass sie ein Grund fir die vielfach erhohte Resistenz der Biofilme
gegen Antibiotika ist (Hoiby et al., 2010). Aul3erdem ist sie zustandig fur
den Zusammenhalt und die Form der Biofilme (Bjarnsholt et al., 2013).
Welche Rollen die einzelnen Komponenten dieses schleimartigen
Gebildes spielen, ist noch relativ unbekannt und soll in den nachsten

beiden Kapiteln diskutiert werden.
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1.5.3 Extrazellulare DNA

DNA findet sich in allen biologischen Proben. Dabei spielt der Ort der
Probennahme kaum eine Rolle. Aus dem Auffinden von DNA kann
geschlossen werden, dass der Ort besiedelt ist oder war. Wie die DNA frei
gesetzt wurde, spielt zunachst eine untergeordnete Rolle. Daher
betrachtete man ehemals auch die extrazellulare DNA (eDNA) in der
Biofilmmatrix als Reststoff der Lyse von Zellen mit keinerlei Funktion.
Heute weil3 man, dass dies nicht der Fall ist (Allesen-Holm et al., 2006).
Es existieren verschiedene Theorien Uber die Aufgaben der DNA in der
Matrix. Man weil3 bereits, dass eDNA vorrangig in der frihen Phase der
Biofilmbildung auftritt und dass eDNA junge Biofilme von beispielsweise
Pseudomonas aeruginosa strukturell stabilisiert (Whitchurch et al., 2002).
Die Quantitat der eDNA in der Matrix sagt hierbei nichts Uber die Stabilitat
der Biofilme aus. Dies scheint stammspezifisch zu sein (Tang et al., 2013).
Es besteht der begriindete Verdacht, dass eDNA flr die initiale Bindung
der Bakterien an die feste Oberflache von Bedeutung ist. Durch
elektrostatische Wechselwirkungen ist die negativ geladene DNA im
Besonderen in der Lage einen Film an positiv geladenen Oberflachen zu
bilden und damit einen attraktiven Grund fir die Bakterien zu schaffen
(Heijstra et al., 2009). In Abbildung 7 kann man einen frihen Biofilm von

E. faecalis sehen.
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Abbildung 7 Elektronenmikroskopische Untersuchung eines friihen Biofilms (4 h). Es handelt sich
um einen Biofilm von E. faecalis. Der MaR3stab betragt 5 um (Barnes et al., 2012).

Zwischen den Zellen kann man lange, gerade Strukturen an der
Oberflache erkennen, die die einzelnen Zellen miteinander verbinden
(weil3e Pfeile). Bei diesen Strukturen handelt es sich um eDNA (Barnes et
al., 2012). Einerseits weil3 man, dass die eDNA genomischer Natur ist,
also von lysierten Zellen stammen kann. Eine andere Theorie besagt
jedoch, dass sogenannter ,Brudermord durch quorum sensing eingeleitet
wird (Quorum sensing bezeichnet die spezielle auf Signalmolekilen
basierende Kommunikation der Bakterien innerhalb eines Biofilms).
Hierbei werden einige Bakterien geopfert, um den Weg fur die anderen zu
erleichtern (Thomas et al.,, 2008). Eine andere Mdglichkeit der eDNA-
Produktion ist die aktive Sekretion (Barnes et al., 2012). Unabhéangig von
der Herkunft der eDNA ist aber sicher, dass sie eine wichtige Basis fiur die
erfolgreiche Anhaftung der Bakterien an Oberflachen darstellt. Aus diesem
Grund ist sie aber auch ein geeignetes Ziel, um Biofilme zu zerstéren oder
ihre Bildung komplett zu verhindern. Die eDNA ist sensitiv gegenuber
enzymatischem Abbau durch DNAsen und stellt daher auch ein
Schwachpunkt des Biofilms im friihen Bildungsstadium dar (Jakubovics et

al., 2013). Man hat die Art der enzymatischen Biofilmkontrolle bereits bei
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verschiedenen Laborstammen untersucht und einige positive Einblicke
gewonnen. Jedoch gibt es immer noch viele Unbekannte im Hinblick auf
natlrliche polymikrobielle Biofilmsysteme (Tang et al., 2013; Villarreal et
al., 2013).

1.5.4 Extrazellulare polymere Substanzen

Der Hauptteil der Biofiimmatrix besteht aus den extrazellularen polymeren
Substanzen (EPS). Sie bestehen hauptséachlich aus unterschiedlich
grof3en Polysacchariden, Nukleinsduren und Proteinen. Die sekretierten
Substanzen schutzen die Bakterien vor duf3eren Einflissen und werden in
unterschiedlichen Situationen wie Hungersnot oder extremen Temperatur-
oder pH-Bedingungen produziert (Vijayabaskar et al., 2011). In der EPS
finden SchlUsselfunktionen statt, wie der horizontale Gentransfer (Lee et
al., 2012), Bildung von Signalmolekilen (Ghosh et al., 2009) oder einfache
Zellbewegungen (Pesci et al., 1999).

1.5.5 Die Persistenz bakterieller Zellen

Vor 70 Jahren wurden erstmals bakterielle Subpopulationen entdeckt, die
einerseits keine metabolische Aktivitdt zeigen, also nicht wachsen, und
andererseits aber eine erhthte Toleranz gegeniber Antibiotika zeigen.
Das Besondere an diesen Zellen, den sogenannten persistenten Zellen,
ist, dass die erhdhte Toleranz nicht als klassische genetische Resistenz
angesehen werden kann (Desai et al., 1998). Sie sind genetisch identisch
mit dem urspringlichen Phanotyp. Diese persistenten Zellen kdnnen sich
zufallig bilden und erreichen ihre maximale Zahl in der stationdren Phase
des bakteriellen Wachstums, aber auch nach Einwirkung von Stress durch
beispielsweise  Antibiotika oder bedrohlichen Umwelteinflissen
[vergleichbar zu 1.3.1 Bildung von persistenten Zellen durch Aktivierung
der TA-Module (Lewis, 2010; Cogan, 2006)]. Nach der Entfernung des
Stressfaktors kdnnen diese Uuberlebenden Zellen wieder zu ihrem
urspringlichen Wachstum zurtickkehren und zeigen wieder dieselbe
genetische Zusammensetzung wie vor der Stresseinwirkung (Kint et al.,

2012). Medizinisch sind diese persistenten Zellen von grof3er Bedeutung,
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da sie in bakteriellen Biofilmen gehauft auftreten und dadurch Infektionen
schwer bekampfbar machen (Keren et al., 2012). Durch ihre Eigenschaft
nicht zu wachsen, zeigen sie groRe Ahnlichkeit zum ,Viable-but-not-
culturable“ Status (deutsch: ,Lebendig-aber-nicht-kultivierbar®). Dadurch
ist es schwer, sie durch Wachstumskurven oder Ahnliches nachzuweisen.
Nur PCR-Analysen konnen die Anwesenheit dieser speziellen Zellen
aufdecken (Amato et al., 2014).

1.5.6 Small-Colony Varianten

Im Gegensatz zu den im vorigen Kapitel definierten persistenten Zellen,
stellen die Small-Colony Varianten (deutsch: ,Kleine Kolonien“) oder SCV
eine phéanotypische Veranderung eines Ursprungsstammes dar. Sie
zeichnen sich durch ihren langsamen Stoffwechsel und ihr bedéachtiges
Wachstum aus, welches zur Bildung von Zwergkolonien fuhrt, die etwa 10-
mal Kkleiner sind als ihre urspriingliche Koloniegréf3e (Singh et al., 2009).
Identifiziert werden diese Zellen durch das verkleinerte Wachstum, aber
auch andere Anderungen kénnen beobachtet werden, wie der Verlust von
Pigmentierung und hamolytischen Eigenschaften (von Eiff et al., 2006).
AulRerdem zeigen sie atypische Koloniemorphologien und einige
biochemische  Prozesse sind herunterreguliert oder komplett
ausgeschaltet. Alle SCV sind Koagulase-positiv. Die ldentifikation dieser
Varianten ist schwierig, da sie sich jederzeit zuriick in die
Ursprungsvariante transformieren konnen und durch ihr langsames
Wachstum auch schlichtweg durch den metabolisch aktiveren

Ursprungsstamm ,uberwachsen® werden (von Eiff et al., 2006).
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Abbildung 8 Auftreten von SCV Kolonien auf einer Agarplatte mit S. aureus DSM 1104.
Aufgetaucht sind diese Kolonien nach Behandlung mit Vancomycin. Einige SCV Kolonien sind mit

weiRen Pfeilen markiert.

In Abbildung 8 kann man SCV-Kolonien des Kontrollstammes S. aureus
DSM 1104 sehen, die nach der Behandlung mit 1 pg/ml Vancomycin
entstanden sind. Man erkennt sofort die Problematik der SCV. Hier finden
sich gemischt mit den kleineren Kolonien auch noch die normal gro3en
Kolonien der urspringlichen S. aureus Bakterien. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass nach der Isolation einer SCV-Kolonie eine

Rucktransformation zum normalen Phanotyp des Stammes stattfindet.

1.6 Untersuchte Pathogene

1.6.1 Staphylokokken

Staphylokokken sind kugelférmige, grampositive Bakterien. Sie ballen sich
gerne zu kleineren, frei schwimmenden Gemeinschaften von einigen
wenigen Zellen zusammen, was ihnen den Namen Staphylo (aus dem
griech. fur staphyle = Weintraube) einbrachte. In Abbildung 9 kann man
die Anordnung der Zellen als planktonisches Wachstum gut sehen. Sie
sind fakultativ anaerob und damit sowohl zur oxidativen

Energiegewinnung als auch zur Fermentation im Stande (Otto, 2013).
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Enterokokken

Abbildung 9 Hellfeldaufnahme einer Ubernachtkultur von S. aureus DSM 1104 in MH Medium.
Aufgenommen wurde bei 1000-facher VergréRerung und der Maf3stab betragt 20 pm.

Staphylokokken sind stark reproduktiv und unterliegen einer immens
schnellen Evolution. Sie sind in der Lage sich schnell an neue
Umgebungen anzupassen und besitzen eine hohe Virulenz und einem
sehr ausgepragten quorum sensing Apparat zur chemischen
Kommunikation zwischen den Zellen (Moellering, 2010). Daher sind
Staphylokokken auch bekannt fur biofilm-assoziierte, persistente
Infektionen. Durch den rasanten horizontalen Gentransfer dieser
Bakterienklasse ist es in den letzten Jahren zu schwer zu bekampfenden
Resistenzen der Staphylokokken gekommen. Die Methicillin-resistenten
Staphylokokken, MRSA, wurden aufgrund ihres angehéauften Auftretens in
Krankenhausern und vieler Todesfélle zur Beriihmtheit (Loeb et al., 2008).

1.6.2 Enterokokken

Enterokokken sind kugelférmige, grampositive Bakterien. Vor 1984 waren
sie auch als Streptokokken bekannt, wurden inzwischen aber von diesen
als eigene Gattung abgetrennt. Sie sind eingeordnet als anaerobe aber
aerotolerante Bakterien und kommen haufig im Darm vor. Sie sind haufig
in Ketten angeordnet wie die folgende elektronenmikroskopische

Aufnahme zeigt.
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Abbildung 10 Aufnahme von E. faecalis DSM 2570. Das linke Bild zeigt ein Bild aus dem Helium-

lonen Mikroskop mit der VergroRerung 16000 und der MaRstab betrdgt 1 pm. Die Bakterien
wuchsen auf dem Calgary Biofilm Device und ordneten sich immer in Ketten an. Das rechte Bild
zeigt eine Aufnahme mit einem Inversmikroskop bei Vergréerung 400. Der Maf3stab hier betragt
20 pm.

Enterokokken sind haufig der Grund fur nosokomiale Infektionen. Sie sind
auch bekannt dafur, Biofilme zu bilden, sodass haufig eine physische
Entfernung des Infektionsherdes notig wird. In Bezug auf beispielsweise
medizinische Implantate bedeutet dies eine vollstdndige Entfernung und
Erneuerung (Paganelli et al., 2012). Endokarditis, Infektionen im Urintrakt
oder an Kathetern sind nur drei Beispiele einer ganzen Reihe von
Krankheiten, die den Enterokokken zugeschrieben werden. Sie sind
bekannt als typische Flora des Darms und Milchprodukten. Uber die
Aufnahme von beispielsweise Kase, kénnen sich bei Immunschwéche
auch Infektionen dieses Erregers im Mundraum bilden. So gelangen sie in
den ganzen Korper des Wirts und kdnnen grof3en Schaden anrichten
(Heyder et al., 2013). Zusatzlich zu diesen Faktoren sind auch bereits
einige schwerwiegende Resistenzen der Enterokokken bekannt, z.B.
gegen das Reserveantibiotikum Vancomycin (Mohamed et al., 2007) und
Tetracyclin (Fouad et al., 2005).
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1.7 Methoden zur Biofilmuntersuchung

1.7.1 Biofilmwachstum

Die typische planktonische bakterielle Zelle wachst in einer
charakteristischen Kurve, die aus Latenz-, exponentieller, stationarer und
Absterbephase besteht. Das Biofilmwachstum variiert in diesem Punkt.
Hier spielen, wie in Kapitel 1.5.1 bereits beschrieben, die Phasen der
initialen Anhaftung, die Bildung von Mikrokolonien zu einem Biofilm und
die Ablosung des Biofilms eine Rolle. Wéahrend die Kultivierung von
planktonischen Zellen relativ einfach ist, miussen bei Biofilmen
verschiedene Faktoren wie Nahrstoffhaushalt und Kohlenhydratmenge im
Medium beachtet werden. Je nachdem wie diese Variablen gewahlt
werden, andern sich Inkubationszeiten und auch die Architektur der
Biofilme. Gerade die Glukosekonzentration spielt eine grof3e Rolle in der
Anzucht der Biofilme, da die Bakterien durch die notige Ausbildung der
EPS hieran einen groRen Bedarf haben. Durch die Masse an EPS andert
sich in der Folge die Struktur der Biofilme und damit womdglich auch ihre
Resistenz gegenlber Antibiotika (je mehr EPS gebildet wird, desto
geschutzter sind womdglich die Zellen) (Senevirante et al., 2013). Je
nachdem welche Art von Experiment geplant ist, muss evaluiert werden,
ob Glukose den Medien hinzugefigt wird oder nicht. Ohne die richtige
Zusammensetzung der Medien kdnnen die Bakterien nicht genug EPS
bilden, welche fur die initiale Anhaftung an die Oberflache essentiell ist.
Auch auf die 3-dimensionale Struktur des Biofilms hat die Ausbildung
einer starken und ausgepragten Matrix einen grol3en Einfluss (Senevirante
et al., 2013).

1.7.2 Flow-Cells vs. Calgary Biofilm Device und Mikrotiterplatten

Es gibt unterschiedliche Methoden zur Analyse von Biofilmen. Drei
gangige Methoden werden hier vorgestellt, jede mit ihren Vor- und
Nachteilen. Die Flow-Cell-Methode bietet die Mdglichkeit Biofilme in einem
bewegten System zu untersuchen, d.h. es handelt sich hierbei um ein

dynamisches Modell. Abbildung 11 zeigt den grundsatzlichen Aufbau einer
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Flow-Cell Apparatur. Hierbei werden Medium und Zellkultur durch ein
Kanalsystem mit einem festen Trager gepumpt, auf den sich die Zellen
absetzen und sich der Biofilm bilden kann. Oft handelt es sich bei den
Tragern um einfache Objekttrager aus Glas, aber auch viele andere
Tragermaterialien sind moglich. Am Ende wird das eluierte Medium

aufgefangen.

Medium

Flow cell

Zellkultur

Eluent

Abbildung 11 Aufbau einer Flow-Cell Apparatur. Uberarbeitet aus (Diaz et al., 2011).

Vorteil dieser Methode ist ganz offensichtlich die Dynamik des Systems.
Sie ermoglicht eine Untersuchung des Systems unter realistischen
Bedingungen, denn Biofilme bilden sich in der Umwelt an Orten wie
Rohrsystemen, Schiffsrimpfen oder im Mundraum, wo ein standiger
Fluss/Strom préasent ist. Die chemischen Bedingungen dieses Aufbaus
kénnen leicht variiert und neu eingestellt werden. Aul3erdem sind
mikroskopische Untersuchungen nach Beendigung des Experiments
einfach. Die Nachteile dieses Systems sind aber genauso offensichtlich
wie die Vorteile. Das ganze System lauft Uber Schlauche. Deshalb werden
entgaste Losungen verwendet, denn die Bildung von Blaschen im System
kann die Apparatur verstopfen (Sternberg et al., 2006). AulRerdem ben6tigt
man, fur Dbeispielsweise antimikrobielle Tests, groRe Mengen an
Antibiotikaldsungen. Daher kénnen die Experimente kostenintensiv sein.

Am Ende eines jeden Versuchs muss dieses Modell sterilisiert und
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Flow-Cells vs. Calgary Biofilm Device und Mikrotiterplatten

gereinigt werden, denn auch nur kleinste Spuren an Bakterienresten im

System gefahrden nachfolgende Versuche.

Ist die Dynamik des Systems nicht essentiell wichtig, kann man Biofilme
aber auch recht einfach in Mikrotiterplatten oder dem Calgary Biofilm
Device (CBD) heranziehen. Der CBD ist eine Variante von herkdmmlichen
Mikrotiterplatten. Der Boden mit 96-Vertiefungen sieht gleich aus. Nur der
Deckel unterscheidet sich, wie man Abbildung 12 entnehmen kann.

Abbildung 12 Calgary Biofilm Device. Hergestellt und entwickelt von der Universitat aus Calgary in
Kanada (Harrison et al., 2005) .

Fur jede Vertiefung der unteren Mikrotiterplatte besitzt der Deckel einen
Plastiknippel, der in die Vertiefung eintaucht (Harrison et al., 2005). An
diesem Nippel bildet sich der Biofilm. Der Vorteil dieses Systems ist, dass
der Biofilm an allen Stellen des CBD gleichmafig wéachst und sich somit
eine aquivalente Testreihe erzeugen lasst. Aul3erdem bendtigt man far
dieses System keine Pumpen oder Schlauche. Die einzelnen Nippel
lassen sich relativ einfach aus dem Deckel herausbrechen und kdnnen
mikroskopisch untersucht werden (wie auch in dieser Arbeit geschehen).
Mit  Biofilmen in  Mikrotiterplatten sind eine  mikroskopische
Untersuchungen nicht einfach handhabbar. Hier benétigt man ein
Inversmikroskop. Die Untersuchung mit einem Elektronenmikroskop wird
hier schwierig und stellt daher eine Limitierung dieser Methode dar.
Einzelne Waschschritte wahrend der Versuche werden durch das Modell
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des CBD vereinfacht, da man den Deckel herunternehmen und in ein Bad
mit Waschlésung héngen kann (Ceri et al.,, 1999). Dadurch werden
waschintensive Methoden wie beispielsweise die Kristallviolettfarbung
vereinfacht. Nachteil dieser Methode ist, dass einige Bakterien sich lieber
absetzen und die Biofilme sich eher am Boden bilden als an den
Kunststoffnippeln. In so einem Fall sollte die Verwendung von
Mikrotiterplatten bevorzugt werden. Die Inkubationszeiten dieser beiden
Methoden sind &hnlich. Im Falle dieser Arbeit ist ein dynamisches
Biofilmmodell nicht von No6ten und auch die Menge an erforderlichem
Peptidmaterial ist im statischen System des CBD und der Mikrotiterplatten

geringer. Deshalb werden diese Methoden verwendet.

1.7.3 Qualitative Biofilmuntersuchungen — optische Methoden

1.7.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Form der Lichtmikroskopie und
beruht auf der Verwendung von fluoreszierender Farbstoffe oder
autofluoreszenter ~ Stoffe.  Bei dieser Methode werden die
Fluoreszenzfarbstoffe mit einer bestimmten Wellenlange angeregt und
durch ein Filtersystem des Mikroskops wird sichergestellt, dass nur das
Licht der erwiinschten Fluoreszenz zu beobachten ist. In Abbildung 13 ist

der grundsatzliche Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops gezeigt.
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Okular

Detektionsfilter

T dichromatischer
Splegel

Lichtquelle

Anregungsfilter

Objektiv

Abbildung 13 Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops mit Detektor, Filtern, Spiegel, Objektiv und

Probe. Ubernommen aus (Rémpp, 1997).

Das Licht stammt normalerweise aus einer Quecksilberlampe und passiert
zunachst den Anregungsfilter. Uber einen dichromatischen Spiegel wird
das Licht durch das Objektiv auf die Probe geleitet. Die Fluoreszenz der
Probe wird angeregt und Licht wird ausgestrahlt. Dieses passiert
wiederum das Objektiv und wird Gber den Emissionsfilter an den Detektor
geleitet. Aufgrund der speziellen Eigenschaften des dichromatischen
Spiegels lasst dieser das langer wellige Licht der Probe hindurch. Es ist
sogar moglich durch eine geschickte Wahl der Anregung und der Filter
mehrere Fluoreszenzfarbstoffe in unterschiedlichen Kanaleinstellungen
sichtbar zu machen, d.h. beispielsweise grine von blauer Fluoreszenz
getrennt zu beobachten (Spektrum Verlag, 1999). Die
Fluoreszenzmikroskopie ist aus der heutigen Forschung nicht mehr
wegzudenken und es sind inzwischen unzahlige Fluoreszenzfarbstoffe im

Handel erhaltlich.
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1.7.3.2 Inversmikroskopie

Die Inversmikroskopie funktioniert grundsatzlich genauso wie die normale
Lichtmikroskopie bzw. Auflichtmikroskopie. Der einzige Unterschied liegt
in der Anordnung des Objektivs. Die Lichtquelle kommt von oberhalb der
Probe, das Objektiv liegt hier unterhalb des Objekttragers. Man blickt also
von unten auf die Probe. Ein Aufbau eines solchen Mikroskops ist in
Abbildung 14 gezeigt.

Lichtquelle

/8

Kondensorlinse

_ Objekttrager mit Probe

Objektiv

Okular

Abbildung 14 Aufbau eines inversen Lichtmikroskops mit Lichtquelle und der zwischen Okular und

Linse liegenden Probe.

Der grolR3e Vorteil eines Inversmikroskops ist, dass man lebendige
Zellkulturen ohne Manipulation des Systems untersuchen kann. Die Probe
muss nicht entnommen und auf einen Objekttrager aufgebracht werden.
Ein weiterer Vorteil ist, dass der gréRere Raum zwischen Beleuchtung und
Objekttisch volumindsere Préparate erlaubt. Hier kénnen Petrischalen,
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Mikrotiterplatten oder Ahnliches direkt auf den Objekttisch gebracht und

mikroskopiert werden. Der Boden des Gefal3es wirkt hier als Deckglas.

1.7.3.3 Elektronenmikroskopie und Helium-lonen-Mikroskopie

Elektronenmikroskope erlauben einen wesentlich genaueren Blick auf
Praparate. lhre Auflosung liegt bei etwa 0,1 nm, wahrend die Auflésung
eines konventionellen Lichtmikroskops bei etwa 200 nm liegt. Der
grundlegende  Unterschied dieser zwei Methoden ist, dass
Elektronenmikroskope Elektronen zur Darstellung von Oberflachen
verwenden, wie es der Name schon sagt. Die grundlegenden Bausteine
eines Elektronenmikroskops sind hierbei die Elektronenkanone, die die
Elektronen erzeugt; die Elektronenlinse, die die Elektronen in die
gewinschte Bahn lenkt und mit dem Okular des Lichtmikroskops
verglichen werden kann und die Detektoren, die die aus der Oberflache
herausgeschlagenen Sekundarelektronen erfasst. Es gibt grundsatzlich
zwei unterschiedliche Arten der Elektronenmikroskopie. Einerseits die
Transmissionenelektronenmikroskopie (TEM) und andererseits die
Rasterelektronenmikroskopie (REM). Bei der TEM werden zur
Bilderzeugung die Rate der durchgegangen Strahlelektronen verwendet,
wahrend bei der REM ein dinner Elektronenstrahl Gber die Probe lauft

und Sekundarelektronen erzeugt, die von einem Detektor erfasst werden.
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Elektronenkanone
Kondensorlinse

Probe
Objektivlinse

Projektorlinse

Betrachter

Bildschirm

Abbildung 15 TEM Aufbau. Entnommen und Uberarbeitet aus (Eroms, 2003/4). In Gelb ist der

Elektronenstrahl dargestellt und in Rot die Probe.

In Abbildung 15 ist der grundsatzliche Aufbau eines TEM gezeigt.
Zunachst werden die Elektronen in der Elektronenkanone erzeugt, durch
die Kondensorlinse gefiihrt und treffen dann auf die Probe. Der Bildschirm
ist meist ein fluoreszierender Schirm, auf den die Elektronen auftreffen
und das Bild sichtbar macht. Die Limitierung dieser Mikroskopie ist die

Dicke der Proben. Sie missen besonders dinn prapariert werden.

Abbildung 16 zeigt den grundsatzlichen Aufbau eines REM. Hier werden
die Elektronen zunéchst durch verschiedene Linsen und einen
Strahlendeflektor gefuhrt. Die Probe sitzt hier am Ende des Strahls. Die
Elektronen treffen auf die Probe, Sekundarelektronen entstehen und
Elektronenstreuung tritt auf. Beides wird von einem Detektor registriert

und zu einem Bild Gbersetzt (Reimer, 1997).
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Elektronenkanone

" =

N

__

Kondensorlinse

Strahlendeflektor | | |

Linse

_
7

Betrachter

e

' Detektor
[ ]

Probe

Abbildung 16 REM Aufbau. Entnommen und uberarbeitet aus (Reimer, 1997). In Gelb ist der

Elektronenstrahl und die Sekund&relektronen dargestellt und in Rot die Probe.

Bei beiden Mikroskopiearten muss die Probe vorher sorgfaltig getrocknet
werden und mit einer leitenden Schicht (berzogen werden. Diesen
Vorgang nennt man ,Sputtern®. Unerwiinschte leitende Eigenschaften der
Probenoberflache kdnnen zu Stérungen in der Bildgebung fuhren. Durch
den starken Elektronenstrahl werden die Proben oftmals stark in

Mitleidenschaft gezogen und kénnen sogar zerstort werden.

Im Gegensatz hierzu beruht die Helium-lonen-Mikroskopie (HIM) auf
einem Helium-lonen Strahl, der die Probe abtastet. Diese Methode ist
grundsétzlich vergleichbar mit der REM. Die lonen werden hier durch ein
starkes elektrisches Feld an einer Wolframnadel erzeugt. Die Proben
werden durch Linsen gebundelt und treffen ebenfalls auf die Probe, bei
der Sekundarelektronen bzw. Streuungen auftreten, die von einem
Detektor aufgefangen werden. Der grof3e Vorteil dieser Mikroskopieart ist,
dass das Sputtern nicht mehr zwingend nétig ist und der Stahl aus
Helium-lonen wesentlich schonender fir die Probe ist (Bazou et al., 2011).
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1.7.4 Quantitative Methoden zur Biomassebestimmung

1.74.1 Kolorimetrische Methoden

Kolorimetrie wird auch Absorptionsphotometrie genannt. Hier werden
Konzentrationsbestimmungen anhand von Farbintensitaten durchgefihrt.
Diese Messmethode erlaubt Messungen aul3erhalb der Grenzen des
Lambert-Beerschen Gesetzes, wenn es sich um Suspensionen oder
kolloide Flussigkeiten handelt (R6mpp, 1997). Bei dieser Bestimmungsart
werden Farbstoffe ausgenutzt, die entweder Proben anfarben oder durch
die Proben quantitativ zu einem Farbstoff umgesetzt werden. Durch
Vergleich mit einer Kontrolle mit bestimmter Konzentration und damit einer
bestimmten Farbdichte, kann man eine Aussage Uber die unbekannte
Probe treffen (Hollemann und Wiberg, 1995). In der vorliegenden Arbeit
werden die Absorption von Kiristallviolett zur direkten Farbung von
Biofilmen (Peeters et al., 2007), und Resazurin, ein blauer Redoxindikator,
der durch die Zellatmung zum pinken Resorufin umgesetzt wird,
verwendet (Sandberg et al., 2009). Die Zellatmung wird bestimmt durch
die Differenz des pinken, reduzierten Farbstoffes (570 nm) und des
blauen, oxidierten Farbstoffes (600 nm). Die automatische Vermessung
mit einem Mikrotiterplattenreader (FLASHScan 550) erlaubt die einfache

Ermittlung der Ergebnisse nach der folgenden Formel.

Zellatmung = A(570 nm — 600 nm)

1.74.2 Optische Koharenztomographie

Die optische Koharenztomographie (aus dem Engl. Optical Coherence
Tomography, OCT) beruht auf dem Prinzip eines Interferometers.
Interferenzen sind Uberlagerungen von zwei oder mehreren Wellen. Diese
Wellen konnen unterschiedlicher Natur sein, also Licht-, Schall- oder
Materialwellen. Hier wird die OCT als bildgebendes Instrument verwendet,
das die Streuungsdichte einer Probe misst und somit auf seine Struktur
zurlck schlie3t. Hierbei ermoglicht es die OCT sogar, sehr stark
streuende Proben zu untersuchen. Die OCT verwendet im Gegensatz zu

Ultraschalluntersuchungen elektromagnetische Wellen. Diese Wellen
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treffen zunachst auf einen Referenzspiegel und dann auf eine
beispielsweise biologische Probe. Es kommt zu interferierenden
Reflexionen. Das reflektierte Licht kann vom Detektor dann zu einem 3-
dimensionalen Bild zusammengesetzt werden. Letztendlich gemessen
wird die Amplitudenanderung der Uberlagerung der beiden Reflektionen
von Probe und Referenzspiegel. Abbildung 17 zeigt den Aufbau eines
OCT. Sie zeigt die Aufspaltung der Wellen durch einen Strahlenteiler in
die beiden Messungsarme, einerseits zum Referenzspiegel und

andererseits zur Probe. Linear zur Probe aufgebaut ist der Detektor.

Referenzspiegel

Strahlteiler

é Lichtquelle

Probe APrisma oder Gitter

Linearer Detektor

Abbildung 17 Prinzipieller Aufbau einer OCT Messanordnung. Entnommen und Uberarbeitet aus
(Drexler et al., 2008).

Es sind bereits andere Gruppen damit beschétftigt, Biofilme mit Hilfe des
OCT zu untersuchen (Wagner et al., 2010). Hier wird gezeigt, dass es
sehr gut maoglich ist, Biofilme darzustellen. Die OCT hat hierbei die grol3en
Vorteile, dass sie wesentlich weniger kostenintensiv ist als die bisher
gebrauchlichen Methoden der Magnetresonanzmikoskopie. Aul3erdem ist
die Akquirierung der Bilder wesentlich schneller als mit anderen Methoden

(2 min pro Probe), denn die Bildgebung ist direkt zu vergleichen mit den
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Strukturdichten der Proben. Biofilme zeigen eine grof3e Strukturdichte,
welche mit Bildverarbeitungssoftware, wie beispielsweise ImageJ,

analysiert wird und deren Volumen bestimmt werden kann.

1.8 Transkriptomanalyse

Die Transkriptomanalyse ist eine gangig verwendete Methode um die
relevanten Expressionsmuster eines Organismus zu einem bestimmten
Zeitpunkt zu untersuchen (Miller-Esterl, 2004). Dies wird in dieser Arbeit
genutzt, um den direkten Einfluss des biofilminduzierenden Peptids TisB
auf bakterielle Zellen zu untersuchen. Das Transkriptom einer Zelle
reflektiert die Gesamtheit aller Genprodukte und damit die Gesamtheit der
regulatorischen Mechanismen, die wahrend dieser Phase der
Untersuchung ablaufen. Transkriptomanalysen werden gemacht, um
beispielsweise aufzuklaren wie Wirkstoffe auf Zellen wirken, welche
Signalkaskaden aktiviert werden, welchen Effekt ein Wirkstoff auf die
Atmungskette hat oder welche Pumpen in den Membranen in Gang
gesetzt werden. Zur Analyse des Transkriptoms wird normalerweise die
sogenannte messenger RNA (mRNA) der Zelle isoliert und dann
analysiert. Diese mRNA ist der Informationstrager der exprimierten
Proteine in der Zelle. Neben der mRNA existieren in Zellen auch noch die
ribosomale RNA (rRNA) und die Transfer RNA (tRNA), die aber keine
zentrale Bedeutung in der Proteinbiosynthese besitzen. Die mRNA wird
also aus der Zelle isoliert, danach durch die Reverse Transkriptase in
copy DNA (cDNA) als eine Art Bibliothek tbersetzt und dann genau wie
genomische DNA sequenziert (Dotsch et al., 2012).

1.9 Biofilme in der Abwasserwirtschaft

Klarschlamm ist der Definition nach der Inhalt eines Klarwasserbeckens,
der durch Sedimentation abgetrennt werden kann (Bundesministerium fur
Umwelt). Die Umsetzung von Schadstoffen und anderen Inhaltsstoffen
des Klarwassers erfolgt durch diverse Organismen, wie Bakterien, Pilze
und Protozoen. Das Uberleben dieser Vielfalt an Mikroorganismen setzt

die Stoffwechselrate der Abwasseranlagen voraus, und deshalb wird
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penibel auf die Gesundheit des Umweltsystems in Klarwasserbecken
geachtet (Bundesministerium fur Umwelt). Den gesunden Klarschlamm
nennt man auch Belebtschlamm. Abbildung 18 zeigt eine mikroskopische

Aufnahme einer Flocke eines gesunden Belebtschlammes.

Abbildung 18 Flocke eines Belebtschlammes. Entnommen aus (Haus, 2010).

Es sind diverse bakterielle Zellen zu erkennen, die in einem lockeren
Geflecht aus Filamenten zusammenhalten. Die Folgen von Stdérungen
dieser Lebensgemeinschaften erstrecken sich auf das Aussehen der
Klarschlammflocken, die Sedimentationseigenschaften und madglicher
Schaumbildung auf den Klarwasserbecken (Seviour R. , 2010). Es gibt
unterschiedliche Formen von Veranderungen, je nachdem, welche Art von
Stoérung auftritt. Beispielsweise kann sogenannter Blahschlamm auftreten,
der durch Schaumbildung zu erkennen ist. Von diesem Blahschlamm gibt
es unterschiedliche Formen. Es kann das sogenannte ,filamentous
bulking“ (deutsch: faserartiger Blahschlamm) auftreten. Hier blaht sich der
Schlamm stark auf, die Flocken vergréf3ern ihr Volumen und es tritt eine
vermehrte Filamentbildung auf. Dadurch zeigt der Schlamm ein
verschlechtertes Sedimentationsverhalten und kann das gereinigte
Wasser kontaminieren. Andererseits kann auch das sogenannte ,viscous
bulking“ (deutsch: viskoser Blahschlamm) auftreten. Dieser Schlamm zeigt
ebenfalls ein verschlechtertes Sedimentationsverhalten, gleichzeitig

jedoch eine immense Bildung von extrazellularen Biopolymeren, wodurch
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der Schlamm gelartig wird. Die Flocken des Schlammes sind hier
kompakter und es sind kaum noch Filamente zu erkennen (Allen et al.,
2004; Metcalf and Eddy, 2004). In dieser Arbeit wird untersucht, wie das
Peptid TisB auf Belebtschlamm wirkt. Idealerweise zeigt dieses Peptid
eine Induktion von Biofilmbildung und konnte so die katalytische Aktivitat

des Klarschlammes erhéhen und damit positiv beeinflussen.
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2 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Reihe membranaktiver Peptide
unterschiedlicher Eigenschaften (Herkunft, Struktur, Ladung,
Wirkmechanismus) auf ihre Wirkung auf die Biofilmbildung von Bakterien
zu testen. Hierbei wurde zunéchst das biofilminduzierende Peptid TisB
untersucht. Es wurden unterschiedliche Einflisse dieses Peptids auf

Bakterien untersucht wie z.B.:

o Effekt auf grampositive und gramnegative Bakterien,

o Effekt auf aerobe und anaerobe Bakterien,

e Beweis der Funktionshypothese mittels Untersuchung
unterschiedlicher Peptidderivate und deren Effekt auf Bakterien,

o Effekt auf genregulatorischer Ebene mittels einer

Transkriptomanalyse.

Darauf hingehend wurden Untersuchungen an den gebildeten Biofilmen
unternommen. Es wurde dabei ein besonderes Augenmerk auf die

gebildete Biofilmmatrix gelegt und hierbei vor allem auf:

e Den Einfluss unterschiedlicher Peptide auf die Sekretion
extrazellularer DNA (eDNA) und

e Extrazellulare polymere Substanzen (EPS).

Hierbei wurde nicht nur das Peptid TisB getestet, sondern auch diverse
antimikrobielle Peptide (AMP) in sublethalen Konzentrationen, da diese
ahnliche strukturelle Eigenschaften wie TisB aufweisen und ebenfalls
membranaktive Peptide darstellen. Mit diesen AMP wurden dann weitere
Versuche zu ihrer Aktivitat oberhalb der sublethalen Konzentrationen
unternommen, also in den antimikrobiell wirkenden Konzentrationen. Hier

wurden diverse Parameter ermittelt:

e Minimale Hemmkonzentration (MHK),
¢ Minimale bakterizide Konzentration (MBK),

¢ Minimale biofiimhemmende Konzentration (MBHK)
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¢ Minimale Biofilm atmungshemmende Konzentration (MBAHK) und
die

¢ Minimale biofilmeliminierende Konzentration (MBEK).

Bei den drei letztgenannten Parametern wurden alle Peptide auf ihre
Eigenschaft untersucht, sowohl die priméare Anhaftung der Biofilme zu
hemmen als auch ihre Eigenschaften, in Konzentrationen unterhalb der
minimalen Hemmkonzentration (subMHK) Biofiime zu induzieren.
Weiterhin  wurden auch alle Peptide auf ihre biofilmeliminierenden
Eigenschaften untersucht. Alle Parameter wurden mittels unterschiedlicher
kolorimetrischer und optischer Methoden, sowohl qualitativ als auch
quantitativ  definiert. Alle diese Tests wurden mit den beiden
Kontrollstdammen S. aureus DSM 1104 und E. faecalis DSM 2570
durchgefiihrt. Dartber hinaus ist es fur eine solche Studie unerlasslich
auch Klinische Isolate mit einzubeziehen. Alle hier erhaltenen Ergebnisse
wurden in Relation gesetzt zu zwei ausgewahlten konventionellen
Antibiotika.

Der besondere Fokus dieser Aufgabenstellung lag im Vergleich von vielen
verschiedenen Peptiden und ihren unterschiedlichen Wirkungen auf einige
reprasentative Bakterien. Zur Charakterisierung der Wirksamkeit dieser
Peptide im Vergleich mit konventionellen Antibiotika sind dieses
Prufverfahren und die Validierung aller dieser Parameter unerlasslich.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
Alle verwendeten Materialien, wie Medien, Reagenzien und Gerate sind
im Anhang A aufgelistet. Sonstige Verbrauchsmaterialien wurden
vordergrindig bezogen von Eppendorf, VWR, Thermo Scientific, Sarstedt
und Falcon.

3.2 Zellkulturen

Die verwendeten bakteriellen Kulturen werden in Tabelle 1 aufgelistet. Die
Kontrollstamme sind von der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSM). Die klinischen MRSA Isolate stammen aus dem
Stadtischen Klinikum Karlsruhe (Berditsch et al., Cell Symposium
"Microbiome and Hoste Health", 2013) und die Enterokokken aus Kéase
und Wurzelkanal wurden vom Dental Institute des Kings College in

London zur Verfigung gestellt (Wade, 2013).

Tabelle 1 Verwendete Bakterienstamme.

Bakterien Stamm
S. aureus DSM 1104, MN8
E. faecalis DSM 2570, Isolate WW4 (Kase) und WW6 (Wurzelkanal), OG1RF
P. aeruginosa PAO1, DSM 1117
MRSA Klinische Isolate MRSA 9 und seine Phinotypen SCV und BP
E. coli DSM 498 (K12)
Z. mobilis ATCC 31821
C. beijerickii ATCC 55025
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3.3 Peptide

Alle Peptide wurden am Institut fur Biologische Grenzflachen 2 unter der
Leitung von Dr. Parvesh Wadhwani synthetisch hergestellt. Gramicidin S
wurde von Dr. Marina Berditsch am Institut fir Organische Chemie mittels
bakterieller Fermentation hergestellt (Berditsch et al., 2007) und das
Peptid Gramicidin A wurde von der Firma Sigma Aldrich (Heidenheim,
Germany) gekauft, genau wie die beiden Antibiotika Vancomycin und
Demeclocyclin. In Tabelle 2 sind alle eingesetzten Peptide mit ihrer

Aminosaurensequenz aufgelistet.

Tabelle 2 Alle verwendeten antimikrobiellen Peptide mit ihrer Aminosdurensequenz im
Einbuchstabencode

Peptid Aminosidurensequenz Referenzen

Gramicidin S Cyclo(FPVOLFPVOL) (Gause, 1944), (Berditsch,
2007)

Gramicidin A VGAPLAPVVVWPLWPLWPLW (Dubos, 1939)

PGLa GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-amide (Hoffmann et al., 1983),
(Moore et al., 1992),
(Maloy et al., 1995)

Magainin2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS (Zasloff, 1987), (Gesell et
al., 1997)

MSI-103 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-amide (Strandberg et al., 2008),
(Epand et al, 2010)

MAP KLALKLALKALKAALKLA-amide (Hallbrink et al., 2001),
(Oehlke et al., 2005)

TemporinA FLPLIGRVLSGIL-amide (Wade et al, 2000),
(Wade et al., 2001)

TemporinL FVQWFSKFLGRIL-amide (Rinaldi et al, 2002),

Temporin SHf

FFFLSRIF-amide

(Mangoni et al., 2011)
(Abassiet al., 2010)

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES (Rivas-Santiago et al.,
2008), (Tomasinsig et al.,
2005)
DCD-1L SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVL (Schittek et al., 2001),
(Paulmannet al., 2012)
SSL-25 SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDA (Baechle et al., 2006)
Alamethicin Ac-UPUAUAQUVUGLUPVUUEQ-Phe-ol: U = Aib (Leitgeb et al., 2007)
TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL-amide (Song et al, 2011),
(Fanghanel et al., 2014)
BP100 KKLFKKILKYL-amide (Mink, 2010),
(Eggenberger et al., 2011)
KIGAKI KIGAKIKIGAKIKIGAKI-amide (Blazyk et al., 2001), (Lu

et al., 2006)
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3.4 Methoden

3.4.1 Bakterielles Wachstum und Anzucht der Biofilme

Fir alle in dieser Arbeit verwendeten Methoden werden Bakterien
unterschiedlicher Stamme bendtigt. Um durchgangig die gleiche Vitalitat
und Qualitat von Zellen fur die Untersuchungen gewahrleisten zu kénnen,
wurde die Anzucht der Bakterien stets nach demselben Protokoll
durchgefuhrt. Hierzu wurden zunachst aus cryo-Kulturen
Ubernachtkulturen angezogen und zur Erfrischung eine Passage
Agarplatten ausgestrichen. Kolonien dieser Agarplatten wurden fir die
Kulturen der unterschiedlichen Tests verwendet. Die Agarplatten wurden
alle 2 Wochen erneuert. Die verschiedenen Bakterienstiamme wurden
zunachst Gber Nacht kultiviert. Fir das Heranziehen von Biofilmen wurde
im Allgemeinen LB Medium (Luria-Miller) verwendet mit einem Zusatz von
0,5% Glukose (LBG). Die Inokulationsdosis hierbei lag bei einer optischen
Dichte (ODssonm) von 0,2, welche einer Bakterienzahl von etwa 108 KbE/ml
der grampositiven und 10° KbE/ml der gramnegativen Bakterien
entspricht. Die Biofilme fur die entsprechenden Versuche wurden jeweils
entweder in Mikrotiterplatten oder dem Calgary Biofilm Device (CBD)
angezogen. Die Inkubationsdauer betrug 24 h bei 37°C und 5% CO:. Die
Atmungsuberwachung Uber 48 h und die Mikroskopie-Experimente
wurden in MH Medium (Mduller-Hinton) durchgefihrt. Die Tests wurden mit
einer ODssonm VoOn 0,1 inokuliert. Fur die MBHK, MBAHK und MBEK Tests
wurde dieselbe Animpfdosis verwendet, wobei bei den MBAHK und MBEK
Versuchen zunéchst Biofilme in LBG und Mikrotiterplatten oder CBD Uuber

24 h angezogen wurden.

3.4.2 Biofilmguantifizierung mittels Kristallviolett (MBHK, MBAHK
und MBEK)

Kristallviolett wurde zu unterschiedlichen Zwecken benutzt. Einerseits um

die peptid-induzierte Biofimmasse zu quantifizieren, sowohl von den AMP

als auch TisB, andererseits um die biofilmeliminierende Konzentration

(MBEK) zu bestimmen. Die Praxis dieses Tests ist jedoch dieselbe. Fur
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die MBAHK/MBEK Bestimmung wurden zunachst, wie bereits in Kapitel
3.4.1 beschrieben, tUber 24 h Biofilme in Mikrotiterplatten oder auf dem
CBD angezogen. In einer Transfermikrotiterplatte wurden die
Verdinnungsreihen mit Peptid- bzw. Antibiotikalosung hergestellt. Die
maximale Konzentration betrug 1024 pg/ml. Nach dem Biofilmwachstum
wurde mit physiologischer Lésung jegliches planktonisches Wachstum
weggewaschen und die Verdinnungsreihen von der Transferplatte auf die
Biofilme mittels einer Multikanalpipette Ubertragen und wieder 24 h
inkubiert. Der MBAHK Wert wurde vor der Kristallviolettfarbung (MBEK
Ermittlung) mittels einer Inkubation mit Resazurin ermittelt. Hierfiir wurden
20 pl einer 0,2 mg/ml Resazurinlésung zu den Proben gegeben und fir 2
h bei 37°C inkubiert. Danach wurde im Mikrotiterplattenreader zunéchst
die Absorption von Resazurin (vgl. Kapitel 3.4.4) vermessen. Fur die
Farbung mit Kristallviolett mussten die Biofilme zunachst mit
physiologischer Losung gewaschen werden. Danach wurden die Biofilme
mit Methanol fixiert. Nach 10 min wurde das Methanol wieder
abgenommen und die Platte an der Luft getrocknet. Ab jetzt musste nicht
mehr steril gearbeitet werden. Die Platten wurden mit einer 0,1%igen
Kristallviolettlosung versehen und fir 20 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert.  AnschlieBend musste das Kiristallviolett  grof3zigig
weggewaschen werden. Dies konnte mehrere Waschgange bendtigen.
Am Ende sollten nur noch die violett eingefarbten Biofilme zu sehen sein,
entweder am Boden und den Seiten der Mikrotiterplatte oder an dem
Zapfchen des CBD. Diese wurden dann wieder an der Luft getrocknet. Zur
Entfarbung und der Quantifizierung des Farbstoffes wurden dann zu den
trockenen Biofilmen 100%iger Ethanol hinzugegeben und bei RT 20 min
inkubiert. Das Ethanol |6st das Kristallviolett wieder aus dem Biofilm
heraus und die Menge des Farbstoffes entspricht der Menge der
Biofilmmasse. Die Platten wurden bei 595 nm in einem Mikrotiterplatten-
Reader vermessen. Die Absorptionsintensitdt korreliert mit der
Biofimmasse. Dies wird immer im Verhéltnis zu Kontrollen ohne
Peptidzugabe angegeben. Fir den MBHK Test wurde im Gegensatz zum

MBEK keine Biofilmanzucht bendtigt, sondern die Peptide bzw. Antibiotika
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wurden direkt mit den Bakterien inokuliert &hnlich zur Methode der
Atmungstberwachung (Kapitel 3.4.4). Nach 24 h Inkubation wurde direkt
mit Kristallviolett angefarbt um die Biofilmbildung zu untersuchen. Der
MBHK-Wert wurde hierbei als der Wert abgelesen bei dem signifikant
(50% weniger) Biofiimmasse detektiert werden konnte.

3.4.3 Optische Koharenztomographie zur Biomassequantifizierung

Die optische Koharenztomographie wurde als zusatzliche Methode zur
Biomassebestimmung von induzierten Biofilmen verwendet. Diese
Methode konnte speziell nur mit den TisB-induzierten Biofilmen
durchgeftihrt werden, da TisB einerseits die Biofilme sehr schnell induziert
und andererseits die Aggregation der bakteriellen Zellen bereits frei
schwimmend in der Mediumldsung stattfindet. Sind die Biofilme bereits am
Boden der Mikrotiterplatten angehaftet, konnen sie mittels der OCT nicht
mehr detektiert und sichtbar gemacht werden. Daher ist die Methode nicht
zu verwenden mit den AMP-induzierten Biofilmen, die am Boden der
Mikrotiterplatten anhaften. Hierfir wurden Ubernachtkulturen von E.coli
und S. aureus in LB-Luria (geringere Salzgehalt, 0,5 g/l, als LB-Medium
aufgrund der TisB Loslichkeit) angeimpft. Am nachsten Tag wurden in
Mikrotiterplatten Verdinnungsreihen von TisB (geldst in 50% Ethanol)
hergestellt und mit einer Bakteriensuspension mit der ODssonm von 0,1
inokuliert. Als Kontrolle diente Zellsuspension mit dem gleichen Gehalt an
Ethanol wie die TisB Proben. Die Platten wurden fiir 1 h bei 37°C und 5%

COz inkubiert und danach am Tomograph vermessen.

3.4.4 Identifikation von Biofilminduktion durch Beobachtung der
Atmungsaktivitat und Inversmikroskopie
Zur Identifikation der Biofilminduktion durch die AMP wurde die
Atmungsaktivitat mit Hilfe des Redoxindikators Resazurin beobachtet.
Hierfur wurden zunachst Ubernachtkulturen der jeweiligen Bakterien
angeimpft. Am nachsten Tag wurden Testkulturen mit der ODssonm vVon 0,2
angeimpft und fur 3-4 h unter Schitteln bei 37°C inkubiert bis eine
ODssonm von 1 erreicht wurde. Die Bakterien befinden sich dann in der
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exponentiellen Phase ihres Wachstums und sind damit auf demselben
Entwicklungsstand. In Mikrotiterplatten wurden Verdinnungsreihen der
AMP hergestellt (jeweils im Triplikat), 2 positive Kontrollreihen nur mit
Zellen und eine Reihe zur Sterilitatskontrolle. Die Platten wurden mit den
Bakterien (ODssonm 0,2) angeimpft und als letzter Schritt wurde Resazurin
mit einer Konzentration von 0,2 mg/ml hinzu gegeben. Resazurin
erscheint als blaue Lésung (Absorption bei 600 nm) und wird durch die
Atmungskette der Bakterien reduziert zu dem Farbstoff Resorufin
(Absorption bei 570 nm), der pink erscheint. Zieht man die
Absorptionsintensitat der oxidierten blauen Form von der reduzierten,
pinken Form (570 nm — 600 nm) des Resazurin ab, erhalt man die
eigentliche Atmungsintensitat der Bakterien. Aufgrund seines hohen
Redoxpotentials, kann Resazurin die komplette Atmungskette von den
Cytochromen bis zur ATPase abdecken (Sandberg et al., 2009). Die
Platten wurden im Mikrotiterplatten-Reader nach 3 h, 24 h und 48 h
vermessen. Nach der letzten Messung wurden die Platten dann mit einem
Inversmikroskop auf Biofilmbildung untersucht. Biofilme erschienen als an
der Oberflache festsitzende dunkle Kolonien. Zuséatzlich wurden nach 48
h, zur Ermittlung der Minimalen bakteriziden Konzentration (MBK), jeweils
5 pl aus allen Vertiefungen entnommen und auf Agarplatten aufgebracht
(Spotting). Diese Agarplatten wurden fir 24 h bei 37°C inkubiert. Die MBK
wurden dann als der erste ,Spot* ohne bakterielles Wachstum festgelegt

(entnommen und angepasst aus (Herigstad et al., 2001)).

3.4.5 Fluoreszenzmikroskopie: Identifikation der biofilmabtétenden
Konzentrationen und des Austritts von extrazellularer DNA
Um sicher zu sein, dass Biofilmeliminierung auch gleichzeitig
Biofilmabtodtung bedeutet, wurden zur Unterstiitzung der
Kristallviolettergebnisse Live/Dead Farbungen mit dem BacLight Kit der
Firma Invitrogen durchgefihrt. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten mit
den Biofilmen wurden mehrmalig mit einer 0,85%igen NaCl-Lésung
gewaschen um das planktonische Wachstum zu entfernen. Ein Volumen

von 100 pl der NaCl-Losung und 1 pl der 160 uM BacLight Lésung
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wurden danach in die Vertiefungen gegeben und fir 15 min bei RT
inkubiert. Anschliel3end wurden alle Proben mit NaCl-L6ésung gewaschen
und mit dem Inversmikroskop untersucht. Die Anregung erfolgte bei 530

nm flr die grinen lebendigen Zellen und 670 nm fr die roten toten Zellen.

Um den Austritt von eDNA zu untersuchen erfolgte die
Probenvorbereitung wie mit dem BacLight Mix. Als Farbstoff wurde hier
jedoch  DDAO (7-hydroxy-9H-[1,3-dichloro-9,9-dimethylacridin-2-one])
verwendet. Dieser Farbstoff interkaliert in DNA, kann Zellen jedoch nicht
penetrieren und die eDNA erscheint in Rot (659 nm).

Fir beide Methoden wurden Biofilme wie unter Kapitel 3.4.1 beschrieben

angezogen und mit den jeweiligen Peptiden behandelt.

3.4.6 Probenvorbereitung fir Rasterelektronenmikroskopie und
Helium-lonen-Mikroskopie

Fir die Rasterelektronenmikroskopie (REM) wund Helium-lonen-
Mikroskopie (HIM) wurden sowohl Biofime am CBD als auch auf
Hydroxylapatitplattchen wachsen gelassen. Die Biofilme wurden jeweils
zunéchst fur 24 h inkubiert, um den Biofilm anzuziehen und danach fir
weitere 24 h mit Gramicidin S behandelt. Nach der Behandlung wurde
zunachst mit Resazurin Uberprift, ob die Biofilme respiratorisch aktiv sind
oder nicht. Danach wurden die Proben mit Glutaraldehyd (0,2%) fir 1 h
fixiert. Zur Trocknung der Proben wurden sie dann nacheinander mit 50%,
70% und 100% Ethanol behandelt. Jeder der Trocknungsschritte wurde
zwischen 10 min und 30 min bei RT inkubiert. Der letzte Schritt des
Trocknungsprozesses wurde tber Nacht bei 4°C inkubiert. FUr die Helium-
lonen-Mikroskopie (HIM) war dieser Trocknungsprozess der letzte Schritt
der Probenvorbereitung. Danach konnte mit dieser Methode direkt
mikroskopiert werden. Fiur die REM mussten die Proben noch mit Platin
gesputtert werden. Mit der HIM Methode wurden vornehmlich die
Hydroxylapatitplattchen untersucht und mit REM die Biofilme auf dem
CBD.
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3.4.7 lIsolation und  Anreicherung von mRNA fur die
Transkriptomanalyse
Zunachst wurden die Bakterien in Ubernachtkulturen in LB-Luria (LB
Medium mit 0,5 g/L NaCl) in Kulturkdlbchen inokuliert. Um eine erhdhte
genetische Vielfalt zu erreichen wurden insgesamt 6 Kulturen angesetzt.
Von allen Kulturen wurden Proben in Mikrotiterplatten mit 6 Vertiefungen
mit 32 pg/ml TisB behandelt und fir 1 h bei 37°C und 5% CO: inkubiert.
Um genugend Zellen fur die RNA-Isolation zu erhalten wurde eine ODssonm
von 1,0 eingestellt. Nach der Inkubationszeit wurden die Bakterien mit
RNAprotect® behandelt und die RNA mit dem RNeasy® Kit isoliert wie im
Protokoll von Qiagen beschrieben. (Qiagen, 2011) Zur Zelllyse wurde fur
E. coli DSM 498 handelsubliches Lysozym aus Ei verwendet und fur S.
aureus DSM 1104 das Enzym Lysostaphin (Kumar, 2008), beide in einer
Konzentration von 5 mg/ml. Nach der Isolation wurden die Proben mit
Superaseln™ behandelt (1 U/ul) und danach die DNA in der Probe mit
dem DNAfree™ Kit verdaut. (Life technologies, 2013) Zur ersten
Quantifizierung der RNA in der Probe wurden alle Proben mit Hilfe eines
NanoDrop (260/280 nm) vermessen. Es sollte hier schon eine RNA
Konzentration von etwa 10 ng/ul erreicht werden, um einen etwaigen
Verlust wahrend der mRNA Anreicherung vorzubeugen. War die RNA
Konzentration ausreichend, wurde mit dem MicrobExpress™ Kit zur
MRNA Anreicherung fortgefahren. Auch hier wurde das Kit wie
beschrieben benutzt (Life technologies, 2011). Am Ende der Anreicherung
musste eine Konzentration von 10 ng/pl mRNA und eine totale Menge von
200-300 ng angereicherter mRNA fir die Sequenzierung vorhanden sein.
Die Proben wurden dann am Institut fir Toxikologie und Genetik (KIT)

unter der Leitung von Dr. Olivier Armant sequenziert.

3.4.8 Charakterisierung der extrazelluldaren polymeren Substanzen
(EPS)

Hierbei wurden einige ausgewahlte Peptide zur Analyse verwendet,

sowohl AMP als auch TisB. Zunachst mussten hierfur die Stamme S.

aureus MNS8, E. faecalis OG1RF und P. aeruginosa PAO1 auf ihre
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Biofilmbildung in subMHK-Bereichen von den Peptiden untersucht
werden. Daflr wurde die Atmungsaktivitat iberwacht, wie in Kapitel 3.4.4
beschrieben, und die induzierenden Konzentrationen festgelegt. Fiur TisB
wurde aus Erfahrungswerten die Konzentration 32 pg/ml verwendet. Die
erhaltenen MHK-Werte und die identifizierten biofilminduzierenden
subMHK Konzentrationen kénnen in Tabelle 7 und Tabelle 8 in Kapitel
5.1.2 eingesehen werden. Da Peptide, wie beispielsweise GS, nicht
biofiiminduzierend sind, wurde hier eine Konzentration einen
Verdinnungsschritt unter dem MHK-Wert gewéhlt. Welche Peptide
letztendlich induzierend wirkten, wird in den Ergebnissen diskutiert. Nach
der Identifikation der Peptidkonzentrationen wurden 15 ml Ansatze mit
Bakterien hergestellt. Hierfir wurde eine Inokulationsdosis von ODssonm
von 0,1 gewahlt. Die Proben wurden fur 96 h bei 37°C inkubiert. Danach
wurden die Proben gewaschen und bei 5000 rpm fiir 15 min zentrifugiert,
um die Biomasse vom Uberstand abzutrennen. Die Proben mit
Biofilmbildung zeigten durch die Sekretion von EPS eine erhdhte
Biomasse im Gegensatz zu den Proben, in denen nur planktonisches
Wachstum vorlag. Der Uberstand der Proben wurde abgenommen und die
Proben gefriergetrocknet. Danach konnte man die Biomasse auswiegen.
Die Biomassen werden im entsprechenden Ergebnisteil gezeigt und
diskutiert. Fur die gelchromatographische Analyse wurden die Proben
dann in der ionischen Ldsung 1-Ethyl-3-methylimidazoliumazetat (EMIM-
ac) und N,N-dimethylacetamid (DMAC) in einem Verhaltnis von 40/60 %
(v/v) gelost. Die Biomassekonzentration betrug hierbei 10 mg/ml. Dieses
Losungsmittelgemisch  wurde auch als  Laufmittel fur die

Gelchromatographie verwendet (Seviour T. , unverdffentlicht).

3.4.9 TisB induzierte Membrandepolarisation von E. coli

Es wurde der Effekt von TisB auf die Membranpolarisation von E. coli
DSM 498 Bakterien untersucht. Dieser Bakterienstamm ist der natirliche
TisB-Produzent (Lewis, 2010). Dafiir wurde zunachst eine Ubernachtkultur
von E. coli benétigt. Am nachsten Tag wurden die Bakterien bei 5000 rpm,

10 min zentrifugiert und zweimal mit 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
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ethansulfonsaure Puffer (HEPES) in einer Konzentration von 5 mM
gewaschen. Die Zellen wurden dann in mit Glukose und KCI versetztem
HEPES-Puffer resuspendiert und auf die ODssonm von 0,05 verdiinnt. Es
wurden dann in einer Mikrotiterplatte zunachst der Puffer und die Zellen
gemischt und mit 2 pl 3,3'-Diethylthiodicarbocyaniniodid (DiSC3) Farbstoff
versetzt. Direkt anschlieend wurde mit dem Kinetik Programm (20
Zyklen, Zeitabstand 0,5 s) eines Mikrotiterplatten-Readers gemessen. Der
Farbstoff akkumuliert in hyperpolarisierten Zellmembranen und hat seine
Emission bei 620 nm. Seine Anregung liegt bei 670 nm. Der erste Zyklus
diente zur Stabilisation der Fluoreszenz und als 0-Wert. Nach der
Messung wurde ohne Umweg das Peptid hinzugegeben und direkt wieder
vermessen. Die Anderung der Fluoreszenz im Vergleich zum O-Wert
zeigte die Storung des Membranpotentials an (Ubernommen wurde diese
Methode aus (Hinks et al., 2014)).

3.4.10 Die Wirkung von TisB auf Klarschlamm

Um den Effekt von TisB auf Klarschlammproben zu untersuchen, musste
zunachst einmal die Wirkkonzentration von TisB ermittelt werden. Dazu
wurden Kkleine Versuchsansatze gewahlt mit 7 ml Klarwasser, 7 ml
Klarschlamm und 1 ml Peptidldsung. Zunachst getestet wurden die TisB-
Konzentrationen 32 pg/ml und 128 pg/ml. Diese Testansatze wurden flr
24 h bei RT und Schitteln in Petrischalen inkubiert. Dann wurden die
Proben in 15 ml PlastikgefaRe Uuberfuhrt, gut geschittelt und das
Sedimentationsverhalten der Proben innerhalb von 30 min beobachtet.
Die Werte wurden hierzu alle 2 min aufgenommen. Danach wurde die
Gesamtmasse der suspendierten Feststoffe (engl.: ,total suspended
solids®) mittels gravimetrischer Methoden evaluiert. Hierfir wurden Filter
bei 105°C ausgeheizt, im Exsikkator trocken abgekihlt und dann
gewogen. Die Massen wurden notiert und den Filtern eindeutig
zugeordnet. Es wurde ein bestimmtes Volumen an Probe hindurch filtriert
und die Filter mit den Proben wieder zum Trocknen Uber Nacht
ausgeheizt, danach abgekuhlt und gewogen. Pro Probe wurden 3 Ansétze
filtriert. Aus diesen Werten konnte die Menge an Biomasse, die
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Konzentration und der Schlammvolumenindex (SVI) in ml/g nach

folgender Formel berechnet werden:

SVI = Volumen nach 30 min Sedimentation

<+ Konzentration der suspendierten Feststof fe

Im darauffolgenden gréReren Ansatz des Versuches mit 50 ml Volumen
wurden alle Verhaltnisse genauso Ubernommen. Dieser Versuch verlief
Uber 3 Tage. Am ersten und am dritten Tag wurde TisB mit der
Konzentration von 128 pg/ml hinzugegeben. Bei diesem Versuch wurde
zunachst die anaerobe Phase des Schlammzyklus durch Zugabe von
Stickstoff eingeleitet und danach die aerobe Phase durch Zugabe von
Luft. Die beiden Phasen wurden durch die Evaluierung des pH-Werts
stabilisiert, der in der anaeroben Phase steigt und in der aeroben Phase
fallt. Am Ende des Versuches wurden, wie bereits beschrieben, die
Gesamtmasse und der SVI bestimmt. Auf3erdem wurden die Proben mit

einem Inversmikroskop untersucht.
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4 Das biofilminduzierende Peptid TisB

4.1 Ergebnisse

4.1.1 Konzentrationsabhangige Biofilminduzierung und Steigerung
von Biomasse
Bakterien werden heutzutage in unterschiedlichsten industriellen Zweigen
zur Gewinnung von Proteinen, Enzymen und Chemikalien, wie Alkoholen,
verwendet. Hierfir werden groRe Mengen an biologischem Material
bendtigt. Die Suche nach Optimierungsmdglichkeiten ist daher essentiell.
In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob das Peptid TisB in der Lage
dazu ist, bei unterschiedlichen bakteriellen Stammen eine
Biomassesteigerung durch Biofilminduktion hervorzurufen. Die Wirkung
von TisB wurde zunéchst auf die beiden Stamme E. coli DSM 498 und S.
aureus DSM 1104 untersucht. E. coli stellt ein gramnegatives Bakterium
dar, das fakultativ anaerob ist und damit sowohl zur oxidativen als auch
substratspezifischen Phosphorylierung fahig ist. AuRerdem wurde TisB im
Genom von E. coli gefunden. Es wird dort als Stresspeptid exprimiert. S.
aureus ist grampositiv und ebenfalls fakultativ anaerob und ist daher
unabhangig von Sauerstoff, aber auch zur oxidativen Phoshorylierung zur
ATP-Produktion fahig. Zur Bestimmung der Biofilminduktion von TisB und
der Quantifizierung dieser Biofilme wurde Kristallviolett verwendet. Dieser
Farbstoff interkaliert in die Polyglykanschicht der bakteriellen Zellwand
(Stepanovic et al.,, 2000; Pitts et al., 2003) und in die extrazellularen
Polymere der Matrix und farbt den gesamten Biofilm an. Abbildung 19

zeigt, wie ein solcher angefarbter Biofilm aussieht.
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Abbildung 19 S. aureus Biofilm angefarbt mit Kristallviolett nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5 %
CO2. Danach wurde das planktonische Wachstum abgetrennt und der Biofilm an der Oberflache
der Mikrotiterplatte mit Kristallviolett angefarbt. Der Maf3stab betragt 20 pm.

Die Absorption von Kiristallviolett wurde, wie bereits in Kapitel 3.4.2
beschrieben, bei 595 nm vermessen und kann mit der Biomasse des
Biofilms gleichgesetzt werden. Die Biofilminduktion wurde bei
unterschiedlichen Konzentrationen TisB und einer Inkubationszeit von 24
Stunden untersucht. Einerseits wurde das gramnegative Bakterium E. coli
DSM 498 verwendet, da TisB aus diesem Bakterium stammt (Lewis,
2010). Andererseits wurde das Bakterium S. aureus DSM 1104 gewahlt
um zu untersuchen ob TisB auch auf grampositive Bakterien wirkt. Da
TisB bei diesen Versuchen nicht exprimiert wird, sondern chemisch
synthetisiert wurde und daher bei Zugabe zu den Zellen von auf3erhalb auf
die Zellen wirkt, wird angenommen, dass der Aufbau der Membran und
von welcher Seite TisB mit ihr interagieren kann keine Rolle spielt. In
Abbildung 20 sind die Ergebnisse der Kristallviolettfarbung beider mit TisB
behandelten Stamme gezeigt und in beiden Experimenten kann eine
Steigerung der Biomasse mit Zunahme der Peptidkonzentration
beobachtet werden.
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A E. coli + L-TisB B S. aureus + L-TisB
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Abbildung 20 Kristallviolett mit TisB-behandelten Bakterien. Die Stamme E. coli (A) und S. aureus
(B) wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen TisB behandelt und fiir 24 h bei 37°C und 5 %
COz2 inkubiert. Inokuliert wurde in Mikrotiterplatten mit 5107 KbE/ml.

Bei E. coli handelt es sich bei der maximalen Peptidkonzentration um eine
Biomassesteigerung um das 5-6-fache und bei S. aureus um das 4-fache.
Allerdings kann bereits bei der kleinsten TisB-Konzentration von 2 pg/ml
eine deutliche Steigerung der entstandenen Biomasse beobachtet
werden, die bis zur hochsten getesteten Konzentration von 64 pug/ml noch
zunimmt. Um den Mechanismus von TisB aufzuklaren und sicher zu
stellen, dass TisB nicht mit Membranrezeptoren interagiert sondern rein
physisch auf die Bakterien wirkt, wurde ein Derivat von TisB synthetisiert,
das rein aus D-Aminosauren aufgebaut ist. Dieses Molekil sollte nicht in
der Lage sein, an einen Rezeptor zu binden. Wirkt TisB hingegen rein
mechanisch auf die Zellmembran sollte dieses D-TisB genauso wirken wie
der Wildtyp L-TisB. Auch dies wurde mit Hilfe von Kristallviolett getestet
und in Abbildung 21 gezeigt. Vergleicht man die Abbildungen 19 und 20,

kann kaum einen Unterschied erkannt werden.
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A E. coli + D-TisB B S. aureus + D-TisB
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Abbildung 21 Kristallviolett mit D-TisB-behandelten Bakterien. Die Stamme E. coli (A) und S.
aureus (B) wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen D-TisB behandelt und fur 24 h bei 37°C
und 5 % COz inkubiert. Inokuliert wurde in Mikrotiterplatten mit 5*107 KbE/ml.

Das D-Aminosauren Derivat von TisB induziert Biofiime und zeigt
grundsétzlich denselben Effekt wie L-TisB. Die Steigerung hier betragt bei
der maximalen Peptidkonzentration von 64 pug/ml bei E. coli 8- und bei S.
aureus 6-fach. Auch hier beginnt die Steigerung der Biomasse bereits bei
2 pg/ml TisB. Dies bedeutet, es ist nicht moglich, dass TisB an eine
Rezeptorstelle bindet, um das Membranpotential zu stéren, sondern selbst
einen Protonenpfad bildet. Im Folgenden stellt sich nun die Frage nach
der Struktur von TisB in der Zellmembran. Wie man Kapitel 1.3.2
entnehmen kann, wurde die Hypothese aufgestellt, dass TisB ein
antiparalleles Dimer bildet, das durch einen sogenannten ,charge-zipper*
(deutsch:  ,ReilBverschluss)  stabilisiert wird, also sich die
entgegengesetzten Ladungen der Aminoséurenseitenketten anziehen und
so einen Pfad bilden (siehe Abbildung 4). Um die Bildung des charge-
zipper-Motivs zu beweisen, wurden 4 weitere Derivate von TisB
synthetisiert. Tabelle 3 und Abbildung 21 zeigen diese Derivate. Hierbei
wurden in der TisB-Sequenz die Ladungen ausgetauscht. Einerseits
wurden zwei Derivate so verandert, dass die Bildung des antiparallelen
Dimers durch Ladungsabstof3ung inhibiert wird (D5K/K12D  und
D22K/K26D). Die anderen beiden Derivate wurden so gewéhlt, dass sich
die komplette Ladung austauscht und das Dimer begunstigt wird
(K12D/D22K und ).
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Tabelle 3 TisB Ladungsderivate mit Angabe der moglichen Funktionsaktivitat.

Peptid Aminosdurensequenz Funktion
TisB-WT MNLVDIAILILKLIVAALQLLDAVLKYLK Volle Aktivitat
D5K/K12D MNLVKIAILILDLIVAALQLLDAVLKYLK Reduzierte Aktivitat
D22K/K26D MNLVDIAILILKLIVAALQLLKAVLDYLK Reduzierte Aktivitat
K12D/D22K MNLVDIAILILDLIVAALQLLKAVLKYLK Mogliche Aktivitat

MNLVKIAILILDLIVAALQLLKAVLDYLK Mogliche Aktivitat

Um Tabelle 3 noch einmal zu veranschaulichen, werden die potentiellen
Dimere und der Wildtyp von TisB mit ihren Salzbriicken in der nachsten
Abbildung dargestellt.

A
MNLVDIAILILKLIVAALQLLDAVLKYLK

NV NS

KLYKLVADLLQLAAVILKLILIAIDVLNM

MNL@|L|@VAALQLLD VLKYLK
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LS
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Abbildung 22 Darstellung der mdglichen antiparallelen Dimere gebildet aus (A) TisB-WT, (B)
D5K/K12D, (C) D22K/K26D, (D) K12D/D22K und (E) . Eingezeichnet sind
mdgliche stabilisierende Salzbriicken (Pfeile) oder AbstoRungskréfte (Halbkreise) aufgrund gleicher

Ladung.
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Es wird nun angenommen, dass die Peptide, die in der Dimerbildung
gestort sind, ein geringeres Aktivitatspotential haben als die Peptide mit
begunstigter Dimerbildung. Mit diesen Peptiden wurde zun&chst in einem
pH Leakage Experiment mit Lipid-Vesikeln versucht zu zeigen, wie stark
das Membranpotential in Modelmembranen beeinflusst wird (Zimpfer,

2015). Dieses Experiment ist in Abbildung 23 gezeigt.

7 —TisB-WT
69 1= by
68 1 | —— D22K/K26D
67 - | D5K/K12D D22K/K26D
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Abbildung 23 Leakage Experiment mit Vesikeln aus POPC/PG (7:3). Verwendet wurden
Peptidkonzentrationen von 5 pM, eine Lipidkonzentration von 200 pM und ein Peptid-Lipid-

Verhéltnis von 1:40. Entnommen aus (Zimpfer, 2015).

Den Leakage-Experimenten ist zu entnehmen, dass die beiden Peptide
D5K/K12D und D22K/K26D einen verminderten Effekt zeigen und dass
der an die Vesikel angelegte Protonengradient weniger gestort wird als mit
dem Wildtyp und den Peptiden K12D/D22K und

Methoden, wie das Leakage-Experiment zeigen jedoch nur das Verhalten
der Peptide in Modelmembranen, welche nicht die wirkliche
Zusammensetzung von  beispielsweise bakteriellen  Membranen
widerspiegeln kénnen. Dieses Experiment gibt einen ersten Hinweis auf

die Bestatigung der in Tabelle 3 aufgestellten Hypothese Uber die Aktivitat
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der TisB-Derivate. Im weiteren Verlauf werden die Peptide mit Hilfe der

Kristallviolett Methode an realen bakteriellen Membranen getestet, wie

auch bereits mit TisB-WT gezeigt.
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Abbildung 24 E. coli K12 behandelt mit den TisB Derivaten. Die Bakterien wurden fir 24 h, 37°C
und 5% COz inkubiert mit (A) TisB D5K/K12D, (B) TisB D22K/K26D, (C) TisB K12D/D22K und (D)
. Inokuliert wurde mit 5*107 KbE/ml in LB Luria.

TisB

Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse der TisB Derivate mit E. coli. Mit allen

Peptiden kann ein Anstieg der Biomasse beobachtet werden und zwar in

einem ahnlichen Verhéltnis zu den Ergebnissen der pH Messungen. Ein

kleiner Anstieg der Biomasse kann auch bei den beiden Peptiden

beobachtet werden, bei denen sich der charge-zipper nicht formen kann.
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Jedoch zeigen auch diese beiden Peptide einen Effekt auf den
Protonengradient des Vesikel-Leakage. Demnach scheint diese
Beobachtung erklarbar. In Abbildung 25 sind die Ergebnisse mit S. aureus

gezeigt.
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Abbildung 25 S. aureus behandelt mit den TisB Derivaten. Die Bakterien wurden fir 24 h, 37°C
und 5% COz inkubiert mit (A) TisB D5K/K12D, (B) TisB D22K/K26D, (C) TisB K12D/D22K und (D)
TisB . Inokuliert wurde mit 5*107 KbE/ml in LB Luria.

Die Biomassesteigerung des Derivat, in
Abbildung 25, ist fast so hoch wie mit dem Wildtyp oder dem D-
Aminosauren Derivat von TisB. Wahrend D5K/K12D und D22K/K26D wie
erwartet keine Aktivitat zeigen, zeigt auch das Peptid K12D/D22K kaum
Aktivitat. Wahrend bei E.coli und diesem Derivat noch ein &hnlicher

Anstieg wie bei TisB-WT zu sehen ist, kann bei S. aureus kaum noch eine
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Steigerung erkannt werden, aber auch hier sollte die Funktion jedoch
wieder hergestellt sein. Allgemein kann man aus den Intensitdten der
Farbung der Abbildungen 20 und 21 bereits entnehmen, dass S. aureus
nicht so stark auf die TisB Wirkung reagiert wie E. coli. Bisher zeigte
dieser Stamm zwar einen ahnlich starken Anstieg bei 2 pg/ml TisB, jedoch
insgesamt scheint der Einfluss der Peptide geringer zu sein. Die Wirkung
ist hier verzogert, was auch bei spateren Untersuchungen an der
Sekretion der Bakterien in Kapitel 5.1.1 nochmals beobachtet wird. Das
Peptid K12D/D22K scheint in seiner vollstandigen Funktion behindert, wie
auch unterstitzend in den Leakage-Experimenten gezeigt werden konnte.
Deutlich sichtbar ist dieser Effekt nun bei den Ergebnissen mit S. aureus.
Die Ergebnisse aus den biophysikalischen Vorversuchen mit den
Modellmembranen unterstiitzen die Ergebnisse in realen bakteriellen
Membranen. Es kann hieraus geschlossen werden, dass die Hypothese

der Bildung eines antiparallelen Dimers bestatigt ist.

4.1.2 Optische Kohdrenztomographie — Quantifizierung der jungen
Biofilmmassesteigerung durch TisB
Die optische Koharenztomographie (aus dem Englischen ,Optical
coherence tomography“, OCT) wurde hier verwendet um eine Alternative
zur Biomassequantifizierung mit Kristallviolett zu haben. Hierbei wurden
jedoch nicht 24 h inkubierte Proben, sondern die initiale Wirkung von TisB
auf die Bakterien untersucht. Die Bakterien wurden nur 1 h mit den
Peptiden inkubiert. In der folgenden Abbildung wird gezeigt wie die
aggregierten Zellen von P. aeruginosa in der Mikrotiterplatte aussehen
und wie diese Methode die Proben darstellt. Die Ergebnisse dieses
Stammes werden jedoch im weiteren Verlauf nicht diskutiert, da man sich
weiterhin auf die Stamme E.coli als Ursprung und S. aureus als

grampositives Bakterium konzentrieren will.
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Abbildung 26 OCT Auswertung von P. aeruginosa Proben, behandelt mit (A) 64 pg/ml und (B)
256 pg/ml TisB-WT. Das Volumen der analysierten Proben betragt hier in etwa 6,6 mm?3 und
befindet sich an der Grenze von Medium zu Luft. Mit griner Farbe sind die bereits verklumpten
Zellen an der Oberflache des Mediums zu sehen.

Diese Methode eignet sich besonders gut fur die Proben mit TisB. Hier
haben Beobachtungen gezeigt, dass die Bakterien zunachst in der
Losung aggregieren und dann auf den Boden zu sinken scheinen. Daher
ist nach der ersten Stunde die meiste Biomasse an der Grenzflache des
Mediums zur Luft und nicht am Boden zu finden. Diese Methode wurde in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Michael Wagner am Engler-Bunte-Instituts
des KIT entwickelt und durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind
in Abbildung 27 gezeigt. Hier werden der Wildtyp, das D-Aminosaure
Derivat und die Ladungsderivate von TisB zusammen gezeigt. Die
Stammlésungen der Peptide wurden in 50%igen Ethanol hergestellt.
Daher besitzen alle Verdlinnungsstufen einen unterschiedlichen
prozentualen Ethanolgehalt korrelierend zu der Peptidkonzentration in den
Vertiefungen der Mikrotiterplatten. Die Kontrollen wurden entsprechend
hergestellt, mit dem gleichen Ethanolgehalt, aber ohne TisB. Daher sind
die Proben der Kontrollen auch entsprechend der Peptidkonzentrationen
in den Abbildungen 26 und 27 aufgetragen wund nicht als
Peptidkonzentration von 0 pg/ml angegeben.
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Abbildung 27 OCT mit allen TisB Derivaten und E. coli. Die Bakterien wurden 1 h mit den Peptiden
bei 37°C, 5% CO:2 inkubiert und dann vermessen. (A) zeigt TisB-WT, (B) D-TisB, (C) D5K/K12D,
(D) D22K/K26D, (E) K12D/D22K und (F) . Zusétzlich ist in jedem Diagramm
die dazugehdrige Kontrolle ohne Peptid gezeigt, die parallel auf derselben Mikrotiterplatte inkubiert
wurde. Inkubiert wurde in LB Luria.
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Abbildung 27 zeigt alle OCT Messungen mit E. coli. Die Ergebnisse
prasentieren eine groRe Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den
Kristallviolettfarbungen. TisB-WT, das D-Derivat und auch das Peptid

besitzen die grofte Wirkung auf die Bakterien. Es
gibt jedoch auch eine Aggregationstendenz bei den beiden Peptiden die
keine Biofilme induzieren sollten. Der Effekt fallt bei diesen beiden
Peptiden jedoch geringer aus als bei den Peptiden mit mdglicher
Dimerbildung. Interessanterweise &andert sich bei dieser Methode der
Verlauf der Kurven. Wéahrend bei TisB-WT, ahnlich wie bei den
Kristallviolettergebnissen, eine konzentrationsabhangige Steigerung der
Masse ab der niedrigsten Peptidkonzentration zu erkennen ist, &ndert sich
dies bei der OCT. Der Schwellenwert verschiebt sich hier zu 64 pg/ml bei
den Peptiden mit moéglicher Dimerbildung und 128 pug/ml bei den Peptiden,
die keinen erwarteten Effekt zeigen sollten. Méglicherweise ist hierfur die
Anderung der Inkubationszeit von 24 h auf 1 h der Grund. Die gleichen
Beobachtungen kénnen in Abbildung 28 fiir die Messungen mit S. aureus

gemacht werden.
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Abbildung 28 OCT mit allen TisB Derivaten und S. aureus. Die Bakterien wurden 1 h mit den
Peptiden bei 37°C, 5% CO:2 inkubiert und dann vermessen. (A) zeigt TisB-WT, (B) D-TisB, (C)
D5K/K12D, (D) D22K/K26D, (E) K12D/D22K und (F . Zusatzlich ist in
jedem Diagramm die dazugehorige Kontrolle ohne Peptid gezeigt, die parallel auf derselben

Mikrotiterplatte inkubiert wurde. Inkubiert wurde in LB Medium (Luria).
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Um die maximalen Werte der verschiedenen Proben zu verdeutlichen,

wurde Tabelle 4 erstellt.

Tabelle 4 Werte der Oberflachenbedeckung der OCT Messungen bei 256 pg/ml

Peptidkonzentration und beiden getesteten Stammen.

Peptid Oberflichenbedeckung bei 256 Oberflichenbedeckung bei 256

pg/ml Peptid und E. coli [%] pg/ml Peptid und S.aureus [%]
TisB-WT 12 18
D-TisB 27 17
D5K/K12D 8 9
D22K/K26D 11 12
K12D/D22K 13 21
15 20

Vergleicht man die Werte der Oberflachenbedeckung der hdchsten
Peptidkonzentration von 256 pg/ml, kann man bei den TisB Derivaten
einen Verlauf vom schwachsten Peptid D5K/K12D hin zum aktivsten
Peptid erkennen. Bei den S. aureus Proben sind
die Ergebnisse des Peptid K12D/D22K kontrovers, denn hier zeigen sie
nun den hochsten Wert im Gegensatz zu den 24 h inkubierten Proben bei
den Kiristallviolettversuchen. Einzig das Peptid D5K/K12D hat durchweg
weniger Aktivitat gezeigt. Die Ergebnisse der OCT-Methode lassen einen
initialen Einfluss aller Peptide auf die Bakterien erscheinen, jedoch eine
definitive verminderte Wirkung des Peptids D5K/K12D und eine
vergleichbare starke Wirkung der Peptide TisB-WT, D-TisB und
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4.1.3 Untersuchung des Effekts von TisB an der bakteriellen
Membranpolarisation
Die Wirkung von TisB auf Membranen ist eine elektrostatische Wirkung.
Wie bereits in Kapitel 1.3.1 und 1.3.2 beschrieben, stort TisB durch die
Bildung eines Protonenpfades den Protonengradienten von biologischen
Membranen. Dies soll nun auch mittels Untersuchungen an der
Membranpolarisation gezeigt werden. TisB soll hier eine gezielte
Depolarisierung der Membran hervorrufen. Als Teststamm wird hier
wiederrum E. coli verwendet. Diese Experimente wurden in
Zusammenarbeit mit dem Singapore Centre on Environmental Life
Science Engineering (SCELSE) in Singapur durchgefuhrt. Um die
Depolarisation der Zellmembran durch die Peptide sichtbar zu machen,
wird hierbei ein bestimmter Fluoreszenzfarbstoff namens DISC3 (3,3"-
Diethythiodicarbocyaniniodid) verwendet. Dieser Farbstoff wird angeregt
bei 620 nm und die Emission liegt bei 670 nm. Er akkumuliert an
hyperpolarisierten Membranen (Mohanram, 2014). Der Versuch wurde mit
unterschiedlicher Konzentration an TisB durchgefuhrt und die folgende
Abbildung zeigt die Ergebnisse. Die Membranpolarisation wird deutlich
gestort von TisB-WT. Hier lassen die Ergebnisse wieder einen
konzentrationsabhéngigen Verlauf beobachten beginnend von der
geringsten Peptidkonzentration. Die Peptide D5K/K12D, D22K/K26D und
K12D/D22K zeigen im Vergleich zur Kontrolle bei 0 pg/ml Peptid kaum bis
gar keinen Effekt. Einzig das Peptid stort

wiederrum das Membranpotential.
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Abbildung 29 Ergebnisse der Membrandepolarisation durch die TisB Derivate und E.coli. Die
Ergebnisse verdeutlichen den sofortigen Effekt der Peptide (A) L-TisB (WT), (B) D5K/K12D, (C)
D22K/K26D, (D) K12D/D22K und (E) auf E. coli. Verwendet wurde hier der
Farbstoff DISC3 und LB Luria.

Um die Ergebnisse dieses Tests noch einmal zu verdeutlichen wurde eine
Tabelle mit den maximalen Absorptionswerten bei der héchsten
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Peptidkonzentration zusammengestellt. Tabelle 5 zeigt, dass eine
Membrandepolarisation nur bei zwei Peptiden auftritt (positive
Absorptionswerte) und zwar dem Wildtyp von TisB und dem Derivat mit
kompletten Ladungsaustausch,

Tabelle 5 Absorptionswerte bei 670 nm und der héchsten Peptidkonzentration aus den

Ergebnissen der Membranpolarisation.

Peptid Absorption bei 670 nm und bei 512 pg/ml
Peptidkonzentration
TisB-WT +1’5
D5K/K12D 0
D22K/K26D
/ -0,2
K12D/D22K
/ -0,1
+0,9

Beide Peptide zeigen auch in den Kristallviolettfarbungen und in der OCT
die hdchste Biofilminduktion und sind in der Lage das Dimer zu bilden. Sie
sollen somit gleich funktionell sein. Uberraschenderweise zeigt das Peptid
TisB K12D/D22K mit dieser Methode keine Aktivitat. Im Leakage
Experiment ist es jedoch auch weniger aktiv im Vergleich zum Wildtyp
(Zimpfer, 2015). Da im Falle dieses Tests jedoch der unmittelbare Einfluss
von den Peptiden gezeigt wird, ist es mdglich, dass die Wirkung dieses
TisB-Derivates langsamer stattfindet und man daher hier keine
Depolarisation sehen kann. Die beiden anderen Peptide TisB D5K/K12D
und D22K/K26D kodnnen das antiparallele Dimer nicht mehr bilden und

zeigen hiermit, wie erwartet, keine Wirkung auf die Membranpolarisation.
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4.1.4 Die Wirkung von TisB auf anaerobe Bakterien

Zusatzlich zu den Stammen E. coli und S. aureus wurden in der
Zusammenarbeit mit dem SCELSE noch der obligat anaerobe Stamm
Clostridium beijerickii und fakultativ anaerobe Stamm Zymomonas mobilis
untersucht. Beide Stamme werden in der Biotechnologie zur Herstellung
von Ethanol verwendet, da sie eine hohere Toleranz gegentber Alkohol
als zum Beispiel Hefen zeigen. Damit eignen sie sich besser zur
Ethanolherstellung als Hefen und ermdglichen héhere Ausbeuten an
Produkt. Wahrend C. beijerickii nur einen anaeroben Stoffwechsel
betreibt und die oxidative Phosphorylierung nicht durchfihrt, besitzt Z.
mobilis diese Fahigkeit. Jedoch ist es bisher noch nicht klar, zu welchem
Zeitpunkt und unter welchen Bedingungen dieser Stamm auf diese Art des
Stoffwechsels zurtckgreift. Es ist bekannt, dass Z. mobilis bei
Anwesenheit von gentgend Zucker eher bei der anaeroben
substratspezifischen Phosphorylierung von Zuckern bleibt, selbst bei
Anwesenheit von Sauerstoff. Dartiber hinaus verlangsamt sich sein
Stoffwechsel eher noch bei einem Uberschuss von Sauerstoff (Toh et al.,
1997). Beide Stamme sind daher nicht auf den Erhalt des
Protonengradienten zur Energiegewinnung angewiesen. Hier soll nun der
Effekt von TisB untersucht werden. Zunachst wurde unter aeroben
Bedingungen der Stamm Z. mobilis untersucht. Im Vergleich zu den
Ergebnissen mit E. coli oder S. aureus kann eindeutig aus Abbildung 30
entnommen werden, dass TisB keinen signifikanten Effekt auf die
Biofilmbildung von Z. mobilis hat, obwohl der Versuch im aeroben
durchgefuhrt wurde. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Z. mobilis
tatsachlich nicht auf die oxidative Phosphorylierung zuriick greift und
durch die ausreichende Zugabe von Glukose bei einem anaeroben
Stoffwechsel bleibt. Es wurde auch versucht, auf ein anderes Medium zu
wechseln, doch auch ein geringerer Anteil an Glukose im Medium
beeinflusst hier die TisB Wirkung nicht (B). Es wurde sogar eine
Verschlechterung der Biofilmbildung beobachtet, was auf die geringe
Glukosekonzentration des Mediums zurickgefuhrt werden kann. Einen

Anstieg der Biomasse mit der TisB-Konzentration oder auch nur ein
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deutlicher Unterschied zur Kontrolle ohne Peptidzugabe kann in Abbildung

29 nicht beobachtet werden.
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Abbildung 30 Untersuchung der Biofilminduktion von TisB mit Z. mobilis. Es wurden
unterschiedliche Konzentrationen von TisB mit den Bakterien (ODssonm 0,1) bei 37°C fur 24 hin LB
Medium + 20 mg/l Glukose (A) und TSB Medium + 5 mg/l Glukose (B) inkubiert. Das LB-
Medium (A) wird von der DSMZ fiir Z. mobilis empfohlen.

Im néchsten Versuch wurde TisB zu C. beijerickii hinzugegeben. Da
dieser Versuch anaerob verlaufen musste, konnte nur eine Konzentration
an TisB verwendet werden (128 pg/ml). Diese Konzentration zeigte bei
allen bisherigen Versuchen auf fakultativ anaerobe Bakterien (aulRer Z.
mobilis) eine Wirkung und wurde deshalb fiir diesen Versuch gewahlt.
AuRRerdem konnte durch den anaeroben Versuchsaufbau keine
Kristallviolettfarbung in Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden, sondern die
Bakterien wurden in Kulturkdlbchen unter Ausschluss von Sauerstoff
inkubiert und das Wachstum Uber das Messen der optischen Dichte
bestimmt. Nach der Inkubation mit TisB wurde eine Anderung des
Wachstums erwartet, d.h. das planktonische Wachstum &ndert sich in ein
oberflachenassoziiertes Biofilmwachstum. Um auszuschlieen, dass sich
nur Zellaggregate im Medium wie bei den OCT Versuchen bilden, wurde
eine lange Inkubationszeit von 33 h gewahlt. Abbildung 31 zeigt die
Wachstumskurve von C. beijerickii mit (rot) und ohne (blau) TisB Zugabe.

Es kann in Abbildung 30 kein signifikanter Unterschied zwischen den
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Die Wirkung von TisB auf anaerobe Bakterien

beiden Ansatzen wahrend der 33-stindigen Inkubation beobachtet

werden.
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Abbildung 31 Wachstumskurve von C. beijerickii inkubiert mit 128 pg/ml TisB. Die Bakterien
wurden bei 37°C und Schitteln in RCM Medium inkubiert (Yerushalmi et al., 1985). Die
Messpunkte wurden bei ODsoonm aufgenommen. Die blaue Kurve zeigt die Kontrolle ohne Peptid,
die rote Kurve mit TisB.

Gegen Ende ist die Bakterienzahl mit TisB in der stationaren Phase sogar
kleiner als in der Kontrolle und wird auch friher erreicht. Die wichtige
exponentielle Phase des Wachstums zeigt keine Unterschiede und es ist
nach dem Experiment auch keine Anderung der Wachstumsform in den
Testrohrchen zu sehen (Abbildung 32).

Abbildung 32 Testrohrchen des C. beijerickii Versuchs. TisB
wurde mit den Bakterien fur 33 h bei 37°C anaerob inkubiert.
Das linke Rohrchen ist die Inkubation mit TisB, das rechte mit
,C“ markierte Rohrchen zeigt die Kontrolle ohne TisB. Es gibt
keinen eindeutigen Unterschied zwischen den beiden

Versuchsansatzen.
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4.1.5 Transkriptomanalyse

Um die Regulationsmechanismen der Bakterien auf die Einwirkung von
TisB zu untersuchen, wurden 4 verschiedene Stamme mittels einer
Transkriptomanalyse untersucht. Dabei wurde auch hier die initiale
Wirkung untersucht. Die Bakterien wurden in LB-Luria mit und ohne TisB
fur eine Stunde inkubiert. Anschlielend wurde die mRNA isoliert und
angereichert. In Tabelle 6 sind die Ergebnisse aller 4 Stamme gezeigt.
Hierbei wurden der grampositive Stamm S. aureus gewahlt und als
gramnegative Stamme der urspringliche Stamm E. coli, der
exoelektrogene Stamm S. oneidensis und der biofilmbildende Stamm P.
aeruginosa. Die Transkriptomanalyse wurde in Kooperation mit dem
Institut fir Angewandte Biowissenschaften und der Gruppe von Herrn
Prof. Johannes Gescher und dem Institut fur Funktionelle Grenzflachen
mit Herrn Dr. Andreas Dotsch durchgefuihrt. Sequenziert wurden die
Proben am Institut fir Toxikologie und Genetik bei Herrn Dr. Olivier
Armant. Die Ergebnisse der TisB-behandelten Proben und der
unbehandelten Proben wurden miteinander verglichen und darauf
untersucht, welche Gene herauf- oder herunterreguliert sind. Der Wert
log2fc zeigt die Anderung der Expression eines Gens im Verhéltnis
zwischen den Proben mit TisB-Zugabe und der Kontrolle (im zweifachen
Logarithmus). Liegt der log2fc dabei bei +1 oder hoéher, ist das
entsprechende Gen heraufreguliert. Liegt der log2fc bei -1 oder niedriger,
ist das entsprechende Gen herunterreguliert (siehe Anhang B). Der
entsprechende p-Wert gibt die Varianz des Ergebnisses an und wurde als

signifikant erachtet bei einem Wert von kleiner gleich 0,05.

Tabelle 6 Zusammenfassung der Transkriptomanalyse. Angegeben ist die Anzahl der herauf- und

herunterregulierten Gene aller vier bakteriellen Stamme nach Behandlung mit TisB.

Spezies Heraufregulierte Herunterregulierte Summe
Gene Gene
E. coli 14 3 17
S. aureus 0 1 1
S. oneidensis 16 1 17
P aeruginosa 170 457 627
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Die einzelnen Ergebnisse der Stamme mit den genauen Angaben der
Gene finden sich im Anhang B. Auffallend ist die groRe Anzahl an
beeinflussten Genen bei P. aeruginosa. Hochstwahrscheinlich rihrt dies
aus dem Umstand, dass bei diesem Stamm die mRNA nicht angereichert
wurde und daher ein groRer Anteil 16S rRNA in den Proben anwesend
war. Dies stellt ein groRes Problem in der Datenauswertung dar. Die
Ergebnisse missen zunachst reproduziert werden, um Uber die genaue
Anzahl der regulierten Gene sicher zu sein. Deshalb werden sie nun nicht
weiter diskutiert, werden aber trotzdem im Anhang mit dargestellt. Die
Ergebnisse von E. coli und S. oneidensis zeigen mehrere Regulationen
auf genetischer Ebene wund eher eine erhohte Aktivitat und
Heraufregulation. Bemerkenswert ist das Ergebnis der S. aureus Proben.
Hier wurde genau ein Gen herunterreguliert und spiegelt daher am besten
den initialen Einfluss von TisB auf den Stoffwechsel der Bakterien wider.
Nach nur einer Stunde Inkubation ist ein solches Ergebnis sehr

interessant und hat eine hohe Aussagekraft Uber die Wirkung von TisB.

4.1.6 Die Wirkung von TisB auf Klarschlamm

TisB konnte eine mogliche Anwendung in der Abwasserkontrolle haben,
da hier groRe Mengen an aggregierter Biomasse erwinscht sind. Der
sogenannte Klarschlamm ist essentiell fir die Umsetzung der Schadstoffe
im Abwasser, um am Ende wieder trinkbares Wasser zu erhalten. Man will
hier zeigen, welchen Effekt ein biofilminduzierendes Peptid wie TisB
haben kénnte und ob es eine Erh6hung der Biomasse ermdglicht. Dieser
Vorgang bendotigt in kiinstlichen Reaktoren normalerweise Wochen. Dabei
wird der Schlamm stéandig mit Luft umgewalzt und der pH auf 7 gehalten.
Die folgenden Ergebnisse wurden am SCELSE in Singapur erhalten, das
einen engen Kontakt zur Abwasserwirtschaft pflegt. Zunachst wurde in
kleinem Maldstab die Wirkungskonzentration von TisB ermittelt, die

Absetzungsrate und die Biomasse bestimmt.
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Abbildung 33 Uberpriifung des Sedimentationsverhaltens von Klarschlamm nach Inkubation mit
TisB. Es wurden 2 Versuche an unterschiedlichen Tagen (A und B) angesetzt, um den Effekt von
zwei unterschiedlichen Konzentrationen L-TisB (32 und 128 pg/ml Peptid) zu untersuchen.
Inkubiert wurde unter Schitteln und Raumtemperatur fir 24 h. Danach wurde direkt das
Sedimentationsverhalten in 15 ml PlastikgeféaRen untersucht.

In Abbildung 33 ist das Sedimentationsverhalten (innerhalb von 30 min)
der Proben nach einer 24-stindigen Inkubation des Klarschlamms mit
TisB gezeigt. Es wurden 2 unterschiedliche Peptidkonzentrationen
hinzugegeben und mit einer Kontrolle ohne Peptid verglichen. In diesen
Vorversuchen wurden die Parameter wie aerobe und anaerobe Phase des
Schlammzyklus nicht kontrolliert, nur die Ernahrung des Klarschlamms
wurde durch Zugabe von Klarwasser sichergestellt. Die Anséatze wurden
an unterschiedlichen Tagen vorbereitet und inkubiert. Die Kontrolle und
die Inkubation mit 32 pg/ml TisB zeigen das gleiche Ergebnis. Diese
Peptidkonzentration ist nicht ausreichend um Einfluss auf den
Klarschlamm zu nehmen. Mit 128 pg/ml TisB jedoch, kann man eine
Verlangsamung der Sedimentation erkennen. Zusatzlich wurde hier auch
die Biomasse am Ende mittels Gravimetrie untersucht. Beide Ansatze
zeigen mit 128 pg/ml Peptid eine Steigerung um etwa 37% und einer
Erhéhung des SVI von 3,0 ml/g bei der Kontrolle zu 3,4 ml/g bei 128 pug/ml
TisB. Da nun klar ist, dass ab 128 pg/ml TisB eine Wirkung auf den
Schlamm gezeigt werden kann, wurde ein Experiment in grof3erem
Mal3stab angesetzt. Hierbei wurde ein grolReres Volumen gewéhlt und

auch die Parameter anaerobe, aerobe Phase des Klarschlamms und pH-
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Die Wirkung von TisB auf Klarschlamm

Wert kontrolliert und reguliert. Der experimentelle Aufbau wird in
Abbildung 34 gezeigt.

Abbildung 34 Experimenteller Aufbau des Klarschlammexperiments iiber 3 Tage mit TisB. Gezeigt
ist der Aufbau an Tag 1, direkt nach Beginn der Inkubation. Das linke Plastikgefal? zeigt die
Kontrolle ohne Peptidzugabe, das rechte GefaR den Ansatz mit TisB. Uber die eingefiihrten
Schlduche werden je nach Bedarf N2 oder Luft in die Proben gefuhrt. Der ganze Aufbau steht in
einem Wasserbad, in dem die Temperatur konstant auf 30°C gehalten wird.

Nach jedem Zyklus wurde am Ende des Tages das
Sedimentationsverhalten des Klarschlamms aufgenommen. Die

Ergebnisse hierzu zeigt Abbildung 35.
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Abbildung 35 Sedimentationsverhalten der Inkubation mit TisB tUber 3 Tage. Das Volumen der
Anséatze betrug 50 ml und die verwendete Peptidkonzentration 128 pg/ml. Die Proben wurden
stéandig auf ihren pH-Wert kontrolliert um die Dauer der anaeroben und aeroben Phase zu
kontrollieren und dementsprechend wurden die Proben entweder mit N2 oder Luft umgewalzt.
Jeweils nach Beendigung der aeroben Phasen wurde das Sedimentationsverhalten aufgenommen.

An Tag 1 und 3 wurde vor Beginn der anaeroben Phase 128 pg/ml TisB hinzugegeben.

Das Sedimentationsverhalten zeigte zun&chst nach dem ersten Zyklus mit
Zugabe von Peptid eine leichte Verlangsamung, jedoch nicht so signifikant
wie in den Vorversuchen. Da dies ein gro3erer Ansatz war, konnte man
eine gleiche Ausprdgung des Effekts aber auch nicht erwarten.
Uberraschenderweise war dieser kleine Effekt aber nach Tag 2 ganzlich
verschwunden. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde entschlossen an Tag
3 eine weitere Zugabe von 128 pg/ml Peptid vorzunehmen. Daraufhin
konnte ein deutlicher Effekt auf das Sedimentationsverhalten des

Klarschlamms beobachtet werden. Nach Tag 3 wurde das Experiment
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abgeschlossen und die Proben auf ihre Biomasse und Optik untersucht.
Man erhielt eine Biomassesteigerung um 27 % und eine Erh6hung des
SVI von 1,9 ml/g in der Kontrolle zu 2,2 ml/g mit Peptidzugabe. Dieser
Anstieg ist ein deutliches Anzeichen fir eine Veranderung der Probe, d.h.
eine Veranderung der Flocken des Klarschlammes. Es wurden Proben auf
Objekttrager gegeben und an einem Inversmikroskop untersucht. Die
Resultate zeigt Abbildung 36.

Abbildung 36 Mikroskopie der Klarschlammproben. Die Bilder zeigen einzelne Flocken des
Schlammes, einmal der Kontrolle ohne Peptid (A) und der TisB-behandelten Proben(B).
Aufgenommen wurden die Bilder mit einem Inversmikroskop der Firma Zeiss mit 40-facher
VergréRerung. Der Maf3stab betragt in beiden Bildern 10 pm.

Der Unterschied der beiden untersuchten Flocken ist deutlich zu
erkennen. Die Kontrolle (A) zeigt einige Filamente und auch Einzeller. Sie
ist der Flocke aus Abbildung 18, die eine gesunde Flocke von
Belebtschlamm zeigt, sehr ahnlich. Die Flocke ist wesentlich gro3er und
weniger dicht gepackt als die Flocke der TisB-behandelten Proben (B).
Hier kann man aufgrund der dichten Packung der Flocke kaum einzelne
Zellen erkennen. Insgesamt sind diese Flocken auch weniger grof3 und
zeigen keine Filamente.
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4.2 Diskussion

4.2.1 Die Wirkung von TisB auf bakterielle Biofilmbildung

Biofiimwachstum zu induzieren kann aus unterschiedlichsten Motiven
lohnend sein. Die Katalyse- oder auch Synthesekraft von Bakterien wird in
Biofilmen durch die enge, rdumliche Nahe effektiver, und die Bakterien
werden durch die Ausbildung der Biofilmmatrix widerstandsfahiger gegen
aul3ere Einflisse. Aus Sicht der Nutzer der Bakterien ist dies eine
erwinschte Entwicklung. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob ein Peptid
wie TisB eine solche Transformation von planktonischem bakteriellem
Wachstum zur Biofilmbildung herbeiftihren kann und welche Limitierungen
diese Wirkung hat. Aus den Untersuchungen an sowohl grampositiven als
auch gramnegativen Bakterien kann man schlussfolgern, dass die
Beschaffenheit der bakteriellen Membran keinen grof3en Einfluss auf die
Wirksamkeit von TisB hat. Da bei den Versuchen TisB auch nicht in den
Zellen exprimiert wurde, wie es das natirlicherweise von E. coli wird,
sondern von extern zugegeben wurde, scheint die Richtung, von der aus
es die Zellmembran angreift, die Aktivitdit des Peptids nicht zu
beeinflussen und damit ist die Symmetrie des antiparallelen Dimers nahe
liegend. Der limitierende Faktor fur den biotechnologischen Einsatz dieses
Peptids scheint der Stoffwechsel der Bakterien zu sein. Obligat anaerobe
Bakterien scheinen aufgrund ihres auf der Substratphosphorylierung
beruhenden Stoffwechsels nicht auf TisB zu reagieren. Sie sind
weitestgehend unabhangig vom Protonengradienten und missen
aufgrund dessen Stdrung durch TisB nicht mit einem Herunterfahren des
Metabolismus reagieren. Daher wird keine Biofilmbildung induziert.
Fakultativ anaerobe Bakterien missen von Fall zu Fall betrachtet werden.
Wahrend Z. mobilis keine Anstrengung tatigt seinen Stoffwechsel auf die
oxidative Phosphorylierung umzustellen solange genliigend Substrat
anwesend ist, stellen E. coli und S. aureus ihre Stoffwechsel um. Parallel
zu diesen Studien wurde gezeigt, dass S. oneidensis, ebenfalls ein
fakultativ anaerobes Bakterium, eine Biofilmbildung induziert durch TisB

zeigt (Richter, 2014). Dieses Bakterium zeigt jedoch aufgrund seiner
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elektronentransportierenden Eigenschaften einen ganz besonderen
Stoffwechsel auf. Des Weiteren konnte auch gezeigt werden, dass die
Biomassen der induzierten Biofilme mit der Peptidkonzentration ansteigen
und die Biofilmbildung durch TisB-Zugabe mit einer Atmungsabsenkung
und Membrandepolarisation korreliert, sodass der Zusammenhang
zwischen persistierendem Zustand und Biofilmentwicklung bei E. coli und
anderen aeroben oder fakultativ anaeroben Bakterien erklart werden kann.
Mittels unterschiedlicher Methoden, wie der Kristallviolettfarbung, der OCT
und den Membranpolarisationsstudien konnte gezeigt werden, dass das
Austauschen oder die Tilgung der Ladungen der TisB-Sequenz ein
Ausbleiben der Funktion zur Folge haben kann. Was beim Betrachten der
drei unterschiedlichen Methoden beachtet werden muss, ist die
unterschiedliche Inkubationszeit. Wahrend mit Kristallviolett die Peptide 24
h mit den Bakterien inkubiert waren, handelte es sich bei der OCT nur um
1 h und bei den Membranpolarisationsstudien sogar um den unmittelbaren
Effekt der Peptide. Durch diesen Unterschied &andern sich in den
Ergebnissen der Verlauf der Steigung der Biofilminduktion und der
Schwellenwert, ab dem eine Wirkung beobachtet werden kann. Wahrend
man bei den Kristallviolettergebnissen einen dramatischen Anstieg schon
bei niedrigen Peptidkonzentrationen erkennen kann und die Kurve eine
Sattigungskurve darstellt, steigen die Kurven der anderen beiden
Methoden langsam an und zeigen ein progressives Wachstum. Es konnte
gezeigt werden, dass die TisB Derivate, die keine Ausbildung der
Salzbriicken des hypothetischen Dimers mehr zulassen, eine niedrigere
Aktivitat aufweisen sowohl in ihrem Effekt auf den Protonengradienten als
auch auf die Biofilmbildung. Die Hypothese einer Bildung eines
antiparallelen Dimers durch die Ausbildung stabilisierender Salzbrticken in
einer Art ReiRverschluss konnte somit bestétigt werden. Das mogliche
Dimer konnte, wie in der Abbildung 37 gezeigt, in der Membran
eingebettet sein.
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Abbildung 37 TisB-Dimer in der Membran, stabilisiert durch die Ausbildung von Salzbriicken. Das
Dimer bildet einen kleinen Pfad, der den Durchfluss von Protonen erméglicht (Steinbrecher et al.,
2012).

Darlber hinaus konnte durch die Analyse der Wirkung von D-TisB gezeigt
werden, dass TisB nicht mit Rezeptoren der Membran wechselwirkt,
sondern rein physikalisch auf die Membran durch Ausbildung eines

Protonenpfades das Potential der Zelle beeinflusst.

Die Zugabe von TisB zu planktonisch wachsenden Bakterien, induziert in
den Zellen offensichtlich eine Stressantwort, die zu einer Bildung von
persistenten Zellen (Dorr et al., 2010) und darauf hingehend, wie in dieser
Arbeit gezeigt, zu Biofilmwachstum fuhrt. Es wurde gezeigt, dass TisB ein
antiparalleles Dimer formt und so einen kleinen Protonenpfad bildet
(Steinbrecher et al., 2012), der physisch eine Stdérung des notwendigen
Protonengradienten der Zellmembran hervorruft. Die Ergebnisse der
Transkriptomanalyse zeigen auf, was nach der allméhlichen
Beeinflussung des Protonengradienten passiert und wie die Zelle auf
diese Wirkung reagiert. Deshalb wurde hier eine sehr kurze
Inkubationszeit von einer Stunde gewahlt, um den unmittelbaren Effekt
von TisB zu beleuchten. Die Ergebnisse des Stammes S. oneidensis
wurden bereits in der Doktorarbeit von Katrin Richter diskutiert (Richter,

2014). In dieser Arbeit werden vor allem die Ergebnisse von E. coli und S.
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aureus betrachtet. Auffallend ist, dass bei S. aureus genau ein Gen
signifikant herunterreguliert wird. Es handelt sich hierbei um das cold
shock protein cspB. Die Inaktivierung dieses Gens fuhrt zur Bildung von
neuen Phanotypen, wie Small-Colony-Varianten (SCV), und zum Verlust
der Pigmentierung (Willimsky et al., 1992). Daruber hinaus wird nach dem
Verlust dieses Proteins der Metabolismus der Bakterien verlangsamt, was
zu einer erhohten Resistenz der Bakterien fuhrt (Duval, 2010).
Letztendlich kann diese Veranderung zur Biofilmbildung fihren. Diese
signifikante Regulation eines einzelnen Gens zeigt, dass TisB einen
gezielten Effekt auf die Bakterien zu haben scheint und bekannte Wege
der unmittelbaren Stressreaktion induziert. Bei E. coli liegt eine hdhere
Anzahl von regulierten Genen vor, in der Summe 17. Hier tauchen auch
einige interessante heraufregulierte Gene auf, wie cyoA und cyoB, die
beide Untereinheiten der Cytochrom-Ubiquinol-Oxidase sind und damit
direkt in den Protonentransport und die Energiegewinnung der Zelle
involviert sind (Thomas et al., 1993). CyoA spielt dartber hinaus auch eine
wichtige Rolle in der stressinduzierten Mutagenese von E. coli (Mamun et
al., 2012). Eine ahnliche Funktion besitzt das Gen sdhA, die
Succinatdehydrogenase, welche wichtige Aufgaben in der Atmungskette
Ubernimmt und den Elektronentransport reguliert (Mamun et al., 2012).
Die Aktivitat dieser Gene ist nach der Zugabe von TisB heraufreguliert. Es
werden somit mehrere Protonenpumpen der Zelle erhdht aktiv, um der
membrandepolarisierenden  TisB-Wirkung  entgegen zu  wirken.
Interessanterweise ist hier auch ein Gen namens ompT heraufreguliert,
welches eine Aspartylprotease darstellt und zustandig ist fir den Abbau
von zellfremden Peptiden, die in die Zelle gelangt sind (Haiko et al., 2002).
Es scheint, als reagiert E.coli nicht direkt mit Biofilmbildung, sondern als
sei der initiale Effekt dieses Stammes auf Verteidigung und Kompensation
ausgelegt. Im Gegensatz dazu scheint S. aureus direkt in den persistenten
Zustand Uberzugehen. Die Analyse zeigt die erwarteten Ergebnisse. Es
findet eine Regulation auf der Ebene der Atmungskette und der
Protonenpumpen statt, sodass der Effekt von TisB auf den

Protonengradienten bestatigt ist. Aul3erdem ist die Hypothese des
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Ubergangs in einen persistenten biofilmbildenden Zustand durch das
einzeln regulierte Gen in S. aureus bestatigt.

Um die Wirkung von TisB auf ein biotechnologisch relevantes
Katalysesystem zu untersuchen, wurde TisB zu Klarschlammproben
gegeben. Klarschlamm besteht aus aggregierten Zellen unterschiedlichen
Ursprungs. Es findet sich in dieser Umwelt eine Vielzahl von
Bakterienarten und Einzellern. Eine FoOrderung des Biofilmwachstums
konnte zu einer hoéheren Effektivitdt in der Reinigung des Klarwassers
fuhren und soll mit TisB induziert werden. Interessanterweise zeigt TisB
hier einen ganzlich unerwarteten Effekt. Es forderte die Bildung von
sogenanntem Blahschlamm, der ein erster Schritt in Richtung granularem
Klarschlamm darstellt (Seviour R. , 2010). Durch die Zugabe von TisB
erhéhten sich die Biomassekonzentration in den Proben und auch der
Schlammvolumenindex. Die Erhdhung dieser beiden Faktoren spricht fir
die Bildung von einer ganz bestimmten Art des Blahschlamms, dem
sogenannten viskosen Blahschlamm (aus dem Engl. ,viscous bulking®)
(Allen et al.,, 2004). Diese Art des Schlamms zeigt ein vermindertes
Sedimentationsverhalten und einen gesteigerten  Austritt  von
extrazellularen Biopolymeren (EPS). Dadurch erhalt man die gesteigerte
Biomasse in den TisB-Proben im Gegensatz zu den Kontrollen ohne
Peptid. Die Flockenform des Blahschlammes ist kompakter als die des
normalen Belebtschlammes, was man auch in den Bildern der
Mikroskopie der TisB Proben erkennen kann. Es ist offensichtlich, dass
TisB einen Effekt auf den Klarschlamm hat, jedoch zeigt es nicht den
erhofften Effekt. Die Bildung von Blah- oder granuldrem Schlamm ist in
der Abwasserwirtschaft unerwiinscht, denn er zeigt auch eine verminderte
Katalyseaktivitat und es bildet sich oft Schaum auf den Abwasserbecken
(Metcalf and Eddy, 2004). Auffallend im 3-Tage Experiment war, dass
TisB kontinuierlich anwesend sein muss, um eine Wirkung zu zeigen. Das
zeigt der Abfall des Sedimentationsverhaltens an Tag 2 der Untersuchung.
Wabhrscheinlich wird das Peptid durch Proteasen der Bakterien abgebaut.
Moglicherweise konnte hier eine Verwendung von D-TisB einen

langerfristigen Effekt ermoglichen, da es unempfindlicher gegen
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Proteasen ist. Auch wenn TisB in diesem Falle eine Transformation des
Schlamms zu einer unerwinschten Form induziert, ist der Effekt
interessant, denn unter normalen Umstédnden findet auch diese
Umwandlung nicht so schnell statt. Um absichtlich Blahschlamm oder
granuldren Schlamm zu untersuchen, bendtigt man normalerweise
Wochen in gut ausgestatteten Laboren mit Reaktoren, die den Schlamm
und alle wichtigen Parameter wie pH-Wert und Temperatur standig

Uberwachen.

Die potentielle Struktur des Peptids TisB wurde untersucht und die
Hypothese einer Bildung eines antiparallelen Dimers wurde durch die
biologische Untersuchung verschiedener TisB-Derivate unterstitzt. Die
Ergebnisse dieses Kapitels zeigen deutlich, dass TisB Biofilme induzieren
kann, aber einigen Limitierungen, wie beispielsweise der Art des
Metabolismus  (aerob/anaerob  etc.), unterworfen ist. Weitere
Anwendungen dieses Peptids missen gezielt studiert werden, wie die
Versuche mit den Klarschlammproben zeigen. Die Wirkung von TisB stellt
aber eine gute Mdglichkeit zur Beeinflussung eines bakteriellen Systems

dar, wie auch die Ergebnisse an S. oneidensis zeigen (Richter, 2014).
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5 Untersuchungen an der Matrix peptidinduzierter
Biofilme -  Extrazellulare DNA  (eDNA) und
Polysaccharide (EPS)

5.1 Ergebnisse

5.1.1 Fluoreszenzmikroskopie und die Rolle der eDNA Dbei
peptidinduzierten Biofilmen
Die Bildung von Biofilmen geht immer einher mit der Ausbildung der
Biofilmmatrix. In diesem Kapitel wurden zun&chst die TisB induzierten
Biofilme auf die Sekretion von eDNA untersucht und weitergehend auch
Biofilme, die durch andere membranaktive Peptide induziert wurden. Die
Biofilme wurden fluoreszenzmikroskopisch untersucht, indem mit DDAO
(7-Hydroxy-9H-[1,3-dichloro-9,9-dimethyacridin-2-one]) angefarbt wurde.
Dieser Farbstoff interkaliert in DNA, in diesem Falle jedoch nur in
extrazellulare DNA (eDNA), da der Farbstoff nicht in der Lage ist in die
Zellen einzudringen. Die Live/Dead lassen lebendige Zelle in grin und tote
Zellen in Rot erscheinen. Abbildung 38 zeigt beide Farbstoffe bei TisB
induzierten Biofilmen. Die DDAO-Anfarbung (B, E) deckt eine immense
Sekretion von DNA in den extrazellularen Raum auf, wéahrend die
Live/Dead Farbung (C, F) deutlich zeigt, dass die Bakterien gesund und
vital sind. Somit kann die eDNA nicht von lysierten Zellen stammen. Das
Auftreten einiger roter Zellen in Biofilmen kommt gelegentlich vor und ist
auch in den Kontrollen zu beobachten. Dies bedeutet aber nicht, dass

TisB im Allgemeinen toxisch ist.
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Abbildung 38 Biofilme von S. aureus (A-C) und E.coli (D-F) induziert von TisB. Die Bilder zeigen
die Phasenkontrastaufnahmen(A,D), die Einfarbung mit DDAO(B,E) und die Einfarbung mit
Live/Dead Mix (C,F). Die Vertiefungen A und B zeigen dieselbe Vertiefung der Mikrotiterplatte, wie
auch die Bilder D und E. C und F zeigen eine andere Vertiefung, jedoch auf derselben Platte und
demselben Versuchsansatz. Die Inkubationsdauer von TisB mit den Bakterien betrégt 1 h, bei einer
Peptidkonzentration von 32 pg/ml. Aufgenommen mit einem Inversmikroskop bei 40-facher

VergréRBerung. Der Maf3stab ist bei allen Bildern gleich und betragt 10 pm.

Im weiteren Verlauf wurden auch die TisB Derivate auf ihr Verhalten in
Bezug auf DNA Sekretion untersucht. In diesem Versuch wurde TisB mit
den Bakterien inkubiert und 5 ul Probe unter einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Es wurde sowohl E. coli als auch S. aureus getestet, jedoch
mit unterschiedlichen Inkubationszeiten. E. coli benétigt nur 15 min bis zu
einer Reaktion auf TisB. S. aureus hingegen zeigt eine deutliche Reaktion
erst nach 90 min. Die Ergebnisse sind in Abbildung 39 und Abbildung 40
gezeigt.
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Abbildung 39 TisB-behandelter E. coli , angefarbt mit DDAO. Die Bakterien wurden behandelt mit
TisB WT (A), TisB D5K/K12D (B), D22K/K26D (C), K12D/D22K (D) und

(E). Unter (F) sieht man die Kontrolle ohne Behandlung mit Peptid. Die jeweils linke Spalte zeigt die
Fluoreszenzaufnahme und die rechte Spalte zeigt die Zellen im Phasenkontrast. Inkubiert wurden
die Bakterien mit den Peptiden bei einer Peptidkonzentration von 32 pg/ml, fur 15 min bei 37°C.
Danach wurde zentrifugiert und mit DDAO angefarbt. In Rot erscheint die eDNA. Aufgenommen

wurde mit einem Inversmikroskop bei 40-facher VergroRerung. Der Maf3stab betragt 10 um.

Abbildung 39 zeigt eine stark rote Fluoreszenz in allen Bildern und keine
nennenswerte Unterschiede zwischen den Derivaten. Es scheint, dass die
Peptide eine Wirkung auf die Zellen haben, die zum Austritt von eDNA
fuhrt. Die Aufnahmen konnten bereits nach 15 min Inkubation mit E. coli
gemacht werden. Dieser Stamm scheint sehr sensitiv auf die Peptide zu
reagieren. Es wurden auch langere Inkubationszeiten versucht, jedoch mit
demselben Ergebnis. Anders sieht das bei S. aureus aus und den

Ergebnissen in Abbildung 40.
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Abbildung 40 TisB-behandelter S. aureus, angefarbt mit DDAO. Die Bakterien wurden behandelt
mit TisB-WT (A), TisB D5K/K12D (B), D22K/K26D (C), K12D/D22K (D) und

(E). Unter (F) sieht man die Kontrolle ohne Behandlung mit Peptid. Die jeweils linke Spalte zeigt die
Fluoreszenzaufnahme und die rechte Spalte zeigt die Zellen als Phasenkontrastaufnahmen.
Inkubiert wurden die Bakterien mit den Peptiden bei einer Konzentration von 32 pg/ml, fir 90 min
bei 37°C. Danach wurde zentrifugiert und mit DDAO angeféarbt. In Rot erscheint die eDNA. Einzelne
Zellen erscheinen hier zeitweise griin bis gelblich. Aufgenommen wurde mit einem Inversmikroskop

bei 40-facher VergroRerung. Der Mal3stab betragt 10 um.

Bei den hier mit DDAO gefarbten Zellen erkennt man eine teilweise
grunliche bis gelbliche Farbung. Diese Erscheinung ist wesentlich geringer
in ihrer Intensitat als die rote Fluoreszenz. Die griine Fluoreszenz ist nur
bei Abwesenheit der roten zu sehen und daher sind hier nur wenige Zellen
zu erkennen. Ist nur grine Fluoreszenz zu beobachten, liegt keinerlei
eDNA vor. Vergleicht man die Bilder, sieht man rote Fluoreszenz, also
eDNA bei TisB WT (A) und den Derivaten K12D/D22K (D) und

(E). Dies bedeutet, dass wir nur bei Peptiden, die das Dimer
bilden kdnnen, eDNA sehen. Keinerlei bis wenig eDNA ist zu sehen bei
den anderen beiden Derivaten (B-C) und der Kontrolle ohne Peptid (F).
Zudem wurden die Bakterien hier fir 90 min mit den Peptiden inkubiert. S.
aureus scheint im Vergleich zu E.coli weniger sensitiv auf &aullere
Einflusse zu sein. Jedoch ist dies nur der Fall bei den TisB Derivaten.
TisB-WT zeigt eine Wirkung bereits nach 15 min wie bei E. coli. Im Zuge

dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob das Auftreten der DNA TisB-
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spezifisch ist oder, ob man Sekretion von eDNA auch mit anderen
Peptiden, beispielsweise antimikrobiellen Peptiden (AMP), oder auch
konventionellen Antibiotika erreichen kann. Deshalb wurden im Weiteren
eine ganze Reihe anderer Peptide und zwei Antibiotika in subMHK
Konzentrationen auf ihren Effekt auf zwei grampositive, biofilmbildende
Bakterienstdmme untersucht und zwar S. aureus und E. faecalis. Die
Peptidnamen und ihre Sequenzen kénnen Tabelle 2 entnommen werden.
Bei allen Peptiden und Antibiotika wurde zunachst der MHK-Wert beider
Stamme festgelegt. Diese Werte werden in den folgenden Kapiteln noch
diskutiert und kénnen in Tabelle 10 und Tabelle 11 eingesehen werden.
Fir die Untersuchung der Sekretion nach Behandlung mit diesen Peptiden
und Antibiotika wurden nur subMHK Konzentrationen verwendet. Diese
Konzentrationen lagen einen Verdiunnungsschritt unter dem getesteten
MHK-Wert. Bei einigen Peptiden wurde, wie nach der TisB-Behandlung,
Biofilmwachstum beobachtet. Abbildung 41 und Abbildung 42 zeigen die
DDAO Anfarbungen einiger dieser gebildeten Biofilme und deren
Sekretion von DNA.

Abbildung 41 Fluoreszenzaufnahmen von E. faecalis Biofilmen angefarbt mit DDAO (rot) und
Live/Dead (grun/rot). (A,B) zeigt die Kontrolle ohne Peptidzugabe. Die Bakterien wurden mit
subMHK Konzentrationen der Peptide (C,D) TemporinShf (512 pg/ml), (E,F) MAP (4 ug/ml), (G,H)
GS (2 pg/ml) und (1,J) PGLa/Mag2 (8 pg/ml) fir 24 h behandelt. Die Ansatze wurden in LBG
Medium inkubiert und die Aufnahmen wurden mit einem Inversmikroskop bei 40-facher
VergroéRerung aufgenommen. Der Maf3stab betragt 10 um.
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Die Bilder aus Abbildung 41 zeigen, dass auch nach der Behandlung mit
AMP eine Biofilmbildung beobachtet werden kann und dass auch hier
eDNA von den Bakterien ausgeschiuttet wird. Dies findet nicht in dem
starken Ausmalf statt wie bei der Inkubation mit TisB, aber die rote DDAO-
Farbung kann bei einigen Peptiden wie TempShf und MAP deutlich
erkannt werden. Es gibt jedoch auch Peptide, bei denen eine
Biofilmbildung wie bei den Kontrollen zu sehen ist, jedoch keine DNA
austritt (GS, G und H). Die Live/Dead Farbung bestatigt die subMHK

Konzentrationen und dass keine eDNA durch Zelllyse vorliegt.

Abbildung 42 Fluoreszenzaufnahmen von S. aureus Biofilmen angefarbt mit DDAO (rot) und
Live/Dead (grun/rot). (A,B) zeigt die Kontrollen ohne Peptidzugabe. Die Bakterien wurden mit
sublethalen Konzentrationen der Peptide/Antibiotika (C,D) Demeclocyclin (0,25 pg/ml), (E,F) MAP
(4 pg/ml), (G,H) GS (2 pg/ml) und (1,J) PGLa/Mag2 (8 pg/ml) fur 24 h behandelt worden. Die
Biofilme haben sich am Boden der Mikrotiterplatte gebildet. Die Ansétze wurden in LBG Medium
inkubiert und die Aufnahmen wurden mit einem Inversmikroskop bei 40-facher VergréRerung

aufgenommen. Der Mal3stab betrégt 10 pm.

S. aureus zeigt die gleichen Erscheinungen der eDNA Sekretion, jedoch
bei anderen Peptiden/Antibiotika als bei E. faecalis. Die Kontrollen beider
Stdmme weisen ebenfalls eine Bildung von Biofilmen vor, aber keine
Ausschittung von eDNA. Die gleichen Tests wurden auch mit den

klinischen Stammen MRSA 9, MRSA SCV und BP gemacht. Dabei wurde
beobachtet, dass nur bei der BP-Variante mit den Peptiden Magainin 2
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und MSI-103 eine Sekretion von eDNA beobachtet werden konnte.
Abbildung 43 zeigt die Proben von MRSA BP inkubiert mit diesen beiden
Peptiden.

Abbildung 43 Fluoreszenzaufnahmen von MRSA BP Biofilmen angefarbt mit DDAO. Die Bakterien
wurden mit subMHK Konzentrationen der Peptide/Antibiotika Magainin 2 (64 pg/ml) (A,B), MSI-103
(8 ng/ml) (C,D) fiur 24 h behandelt. Die Biofilme haben sich am Boden der Mikrotiterplatte gebildet.
Die linke Spalte zeigt die Fluoreszenzaufnahmen mit DDAO und die rechte Spalte mit dem
Live/Dead Mix. Die Anséatze wurden in LBG Medium inkubiert und die Aufnahmen wurden mit

einem Inversmikroskop bei 40-facher VergréRerung aufgenommen. Der Mal3stab betragt 10 um.

Die Untersuchung mit MSI-103 (C, D) zeigt sogar eine starke Verdnderung
der Optik der Biofilme. Sie wachsen hier wie kleine Kolonien im
Gegensatz zu den Kontrollen, in denen sie sich teppichartig ausbilden.
Beim Ursprungsstamm MRSA 9 und MRSA SCV kann kaum rote
Fluoreszenz von DDAO gezeigt werden. Bei diesen Experimenten muss
beachtet werden, dass sie in einem zuckerhaltigen Medium angesetzt
wurden. Man wollte damit eine naturliche Biofilmbildung in den Kontrollen
erhalten, um die Sekretion der peptidbehandelten Bakterien mit der
Sekretion dieser natirlichen Biofilme vergleichen zu kénnen. Dieses
Medium verstarkt somit die Bildung von Biofilmen. In den Kontrollen
(jeweils Bilder A und B) der Abbildung 41 und Abbildung 42 kann man
jedoch entnehmen, dass in den natirlich gebildeten Biofilmen keine eDNA
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zu beobachten ist und damit der biofilmsteigernde Effekt des Mediums

vernachlassigt werden kann.

5.1.2 Sekretion von extrazellularen Polysacchariden (EPS) bei
peptidinduzierten Biofilmen - Gel-Permeations-
Chromatographie

Die EPS ist unerlasslicher Bestandteil der Biofilmmatrix zur Stabilisation

und zum Schutz der im Biofilm lebenden Organismen. Um auf die

Entdeckung der eDNA nach Peptidbehandlung weiter einzugehen, wurden

die extrazellularen polymeren Substanzen (EPS) zweier bakterieller

Stamme untersucht. Diese Experimente wurden in Kooperation mit

SCELSE in Singapur geplant. Die Untersuchungen wurden mit den

Stammen S. aureus MN8 und P. aeruginosa PAO1 durchgefuhrt. Beide

Stamme sind gute Biofilmbildner und haben in Vorversuchen eine

peptidinduzierte Biofilmbildung gezeigt. Fir den Versuch wurden zunéchst

Biofilme herangezogen. Da man eine Biofilmtrockenmasse von etwa 5-10

mg zur EPS-Charakterisierung mittels Gelchromatographie bendtigt,

wurden die Bakterien mit 32 pg/ml TisB und subMHK Konzentrationen
einiger ausgewahlter AMP fir 3 Tage lang inkubiert. Abbildung 44 zeigt,
wo sich der Biofilm vorrangig gebildet hat und zwar am Boden des

Gefalles und den Wanden. Der gebildete Biofilm erscheint als weil3e

Masse in der Mediumlésung. Zudem waren auch schleimige Faden zu

beobachten, die eindeutig fir eine ausgepragte EPS Bildung sprechen.
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Abbildung 44 Plastikgefa mit entstandenem Biofilm nach
TisB Behandlung. Das Bild zeigt den entstandenen Biofilm
von S. aureus MN8 in einem 15 ml Plastikgefal nach 3
Tagen Inkubation bei 37°C und Behandlung mit 32 pg/ml
TisB. Der Biofilm hat sich am Boden und teilweise an den
Wanden des Gefal3es gebildet, wie die roten Pfeile zeigen.

Des Weiteren wurden auch die subMHK Konzentrationen von einigen
AMP auf ihre EPS Sekretion getestet. Daflir mussten zunachst die MHK-
Werte der Peptide bestimmt werden. Die Wertetabelle hierzu findet sich in
Tabelle 7.

Tabelle 7 MHK-Werte der getesteten Peptide fur die Bestimmung der sublethalen Konzentrationen

zur Biofilminduktion und der nachfolgenden EPS Analyse.

Peptide S. aureus MN8 P. aeruginosa
[ug/ml] PAO1 [ug/ml]
Templ >256 >256
LL-37 >1024 1024
MAP >1024 1024
PGLa/Mag2 >1024 512
GS 128 >128
PGLa 512 >1024
Mag2 >1024 >1024
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In Tabelle 8 sind die zur Biofiliminduktion verwendeten subMHK
Konzentrationen der AMP gezeigt. Diese Konzentrationen wurden
einerseits festgelegt durch die mikroskopische Beobachtung von
Biofilmbildung wahrend der Atmungstberwachung. Konnte andererseits
keine  optische Biofilmbildung beobachtet  werden,  wurden

Konzentrationen eine Verdunnungsstufe unter dem MHK-Wert gewahilt.

Tabelle 8 SubMHK Peptidkonzentrationen fir Biofilminduktion und EPS Analyse. Bei diesen
Konzentrationen wurde visuell die Biofilmbildung wahrend der MHK-Bestimmung kontrolliert und

deshalb verwendet.

Peptide S. aureus MN8  P. geruginosa
[ug/ml] PAO1 [pg/ml]
TemplL 8 8
LL-37 128 32
MAP 64 64
PGLa/Mag2 16 32
GS 4 4
PGLa 128 64
Mag?2 256 32
TisB 32 32

Die Bakterien (ODssonm 0,1) wurden mit den Peptiden 3 Tage inkubiert. Mit
einigen Peptiden konnte hierbei eine Biofilmbildung erreicht werden und
mit anderen Peptiden, wie beispielsweise GS, konnte so gut wie keine
Biomasse erreicht werden. Dies ist im Einklang mit den Studien der eDNA
Sekretion. Auch hier konnte mit GS keine Sekretion von eDNA gezeigt
werden. Der folgenden Tabelle konnen die erhaltenen Biomassen nach

der Gefriertrocknung der Proben entnommen werden.
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Tabelle 9 Erhaltene Biomassen nach Inkubation mit verschiedenen Peptiden zur EPS
Charakterisierung. Die rot unterlegten Werte zeigen eine erhdhte Biomasse an. Die weil3
unterlegten Massen zeigen keine Biofilmbildung und die grau unterlegten Werte sind die Kontrollen.
TisB induzierte Biofilme wurden mit griin markiert. Die statistische Abweichung der Waage betragt
0,01%.

Peptide S. aureus MN8 P. aeruginosa
[mg] PAO1 [mg]
TemplL 15,4 17,8
LL-37 23,1 16,3
PGLa/Mag2 7,5 14,7
GS 52 2,6
PGLa 2,0 14,2
TisB 7,2 3,3
Kontrolle 9,8 10,9

Bei diesen Versuchen muss beachtet werden, dass die TisB-induzierte
Biomasse mit der Konzentration, aufgrund der Korrelation der
Peptidkonzentration und der Biomasse, von TisB variiert werden kann.
Dies qilt jedoch nicht fur die AMP. Hier liegt kein
konzentrationsabhangiger Anstieg der Biofiimmasse vor. Die in der
Tabelle 9 weil3 unterlegten Werte zeigen eine weit unter der Kontrolle
liegende Biomasse an und werden deshalb als nicht biofilminduzierend
angesehen und die Massen wurden nicht weiter untersucht. Alle anderen
Proben wurden in ionischen Lésungen (EMIM-ac/DMAC) geldst und mit
Hilfe der Gel-Permeations-Chromatographie untersucht (Seviour T. ,
unvero6ffentlicht). Abbildung 45 zeigt das Ergebnis der peptidbehandelten
S. aureus Bakterien. Die induzierten EPS von TisB, TempL, PGLa und LL-
37 zeigen einen ahnlichen Verlauf mit Maxima bei Minute 16 und 19. Der
Anstieg bei Minute 20 und weiterfihrend prasentieren die Kkleinen
sekretierten Massen, die aber nicht weiter untersucht wurden.

Abweichende Ergebnisse zeigt die EPS von PGLa/Mag2. Hier kann ein
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ahnlicher Verlauf beobachtet werden, der aber viel hohere Intensitaten

aufweist.
S. aureus MIN8
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Abbildung 45 Gelchromatogramm der peptidinduzierten EPS von S. aureus. Auf der X-Achse sind
die Minuten 13 bis 21 aufgetragen, welche die charakteristischen Banden der gro3en Polymere
zeigen. Die Absorptionsintensitdten sind normiert auf die Kontrolle. Die Konzentrationen der

gelésten EPS-Proben betragen alle 10 mg/ml. Die roten Pfeile geben die analysierten Peaks an.

In der nachsten Abbildung ist die prozentuale Verteilung der Polymere bei
Minute 16 und 19 dargestellt. Auch hier kann deutlich der Unterschied der
PGLa/Mag2 Proben erkannt werden. Wahrend die Werte der anderen
Peptide einschlie3lich TisB eher einen geringeren Anteil an den beiden
charakteristischen Polymeren im Vergleich zur Kontrolle zeigen, sind die

Werte der PGLa/Mag2 Probe komplett gegensatzlich.
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EPS Zusammensetzung S. aureus
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Abbildung 46 Die prozentuale Zusammensetzung der EPS Polymere von S. aureus. Das Polymer
bei Minute 16 entspricht einer Masse von etwa 268 kDa und bei Minute 18 von etwa 73 kDa. Die
Auswertung wurde entnommen aus (Seviour T. , unverdffentlicht). Die EPS Menge der Kontrolle

wurde als 100% angenommen und die entsprechenden Intensitaten dazu normiert.

In Abbildung 47 sind die Ergebnisse der peptidbehandelten P. aeruginosa
Proben gezeigt. Wieder zeigt PGLa/Mag2 einen Unterschied und diesmal
handelt es sich nicht um die Menge der gebildeten EPS. Die Proben
zeigen auch einen Trend zur Sekretion von eher kleineren Polymeren im

Gegensatz zu den anderen getesteten Peptiden.
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Abbildung 47 Gelchromatogramm der peptidinduzierten EPS von PAO1. Auf der X-Achse sind die
Minuten 8 bis 23 aufgetragen, welche die charakteristischen Banden der gro3en Polymere zeigen.
Die Absorptionsintensitéten sind normiert auf die Kontrolle. Die Konzentrationen der gelésten EPS-
Proben betragen alle 10 mg/ml. Die roten Pfeile geben die analysierten Peaks an.

Aus Abbildung 47, ebenfalls wie aus Abbildung 48, kann entnommen
werden, dass die mit PGLa/Mag2 behandelten Proben einen Trend
annehmen, der im Gegensatz zu den anderen Proben steht. Wahrend bei
Minute 11 TisB, PGLa und LL-37 eine starke Sekretion dieses bestimmten
Polymers zeigen, scheinen TempL und im Besonderen PGLa/Mag2 eher
weniger von diesem zu zeigen. Diesen Trend kann man auch bei den
anderen Polymeren der Minuten 14, 16 und 18 erkennen. Aul3erdem
zeigen die Proben von P. aeruginosa eine hthere Sekretion, durch die
Anwesenheit einer hoheren Anzahl von Massen, als die Proben von S.
aureus. Wahrend hier eindeutig 4 Massen im Besonderen herausstechen,
sind es bei den Proben von S. aureus in der Abbildung 45 und der
Abbildung 46 hauptsachlich die beiden prominenten Polymere bei Minute
16 und 18.
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Abbildung 48 Die prozentuale Zusammensetzung der EPS Polymere von PAO1. Das Polymer bei
Minute 11 entspricht einer Masse von etwa 2058 kDa, bei Minute 15 von etwa 498 kDa, bei Min 17
von etwa 156 kDA und Min 18 von etwa 87 kDa. Die Auswertung wurde entnommen aus (Seviour
T. , unveréffentlicht). Die EPS Menge der Kontrolle wurde als 100% angenommen und die

entsprechenden Intensitaten dazu normiert.

Im Besonderen sticht das Polymer der Minute 16 heraus. Hier zeigt der
synergistische Mix aus PGLa/Mag2 ein besonders starkes Auftreten im
Gegensatz zu den anderen Peptiden. Wahrend beispielsweise bei Minute
11 alle anderen Peptide einen Kontrast aufzeigen im Vergleich zur
Kontrolle und PGLa/Mag2. Die Kombination aus PGLa und Mag2 scheint
zur Sekretion kleiner Polymere bei P. aeruginosa zu fihren wahrend der
Rest der Peptide die Sekretion grofRer Polymere veranlassen. Die
Kontrolle hingegen zeigt ein gleichméaliges Erscheinen aller

PolymergroRen.
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5.2 Diskussion

5.2.1 Vergleich der eDNA und EPS induzierter Biofilme

Die besonderen Eigenschaften und Funktionen der eDNA und EPS in der
Biofilmmatrix wurden bereits in Kapitel 1.5.1 und den weiterfuhrenden
Kapiteln beschrieben. Umso wichtiger ist es, diese Bestandteile weiter zu
untersuchen und zu Kklaren, welchen Einfluss Therapeutika, wie
beispielsweise AMP, haben. Vergleicht man die Ergebnisse der beiden
beschriebenen Methoden zur Untersuchung der bakteriellen Sekretion
nach Peptidbehandlung, kann man erkennen, dass es durchaus
Gemeinsamkeiten zwischen den gebildeten Biofilmen nach TisB
Inkubation und den durch AMP-Behandlung entstandenen Biofilmen gibt.
Sie zeigen ein ahnliches Auftreten von eDNA. Die eDNA tritt zwar mit TisB
in einer wesentlich héheren Menge und auch schneller auf, trotzdem
zeigen auch einige AMP in subMHK Konzentrationen den Trend zur eDNA
Bildung. Interessanterweise ist das Auftreten von eDNA aber
peptidabhangig. Bei einigen Proben trat zwar Biofilmwachstum auf, aber
eDNA-Sekretion konnte nicht beobachtet werden (beispielsweise mit
Gramicidin S, Abbildungen 40 und 41 jeweils G und H). Dieses Verhalten
zeigte sich auch in den Kontrollen. Es scheint, als ob die Sekretion von
eDNA (zumindest bei den getesteten Stammen S. aureus und E. faecalis)
tatsachlich etwas mit den Peptiden zu tun hat. Was jedoch genau
geschieht, ist schwierig zu erkennen. Mdéglicherweise induzieren diesen
Austritt der eDNA nur Peptide, die physikalisch auf die Zellmembran
wirken, jedoch keine anderen Ziele innerhalb der Zelle haben. Viele der in
dieser Arbeit untersuchten AMP besitzen die Fahigkeit, Zellen zu
penetrieren (vgl. Zellpenetrierende Peptide, aus dem Englischen ,Cell-
penetrating peptides®, CPP). Von Gramicidin S ist beispielsweise bekannt,
dass es mehrere Ziele in der Zelle hat und somit anders wirkt als die
meisten AMP (Berditsch et al.,, 2012). Daher zeigen die Proben hier
moglicherweise keine eDNA Sekretion. Die anderen Peptide jedoch bilden
in der Membran so grol3e Poren, dass DNA austreten kann, jedoch auch

nicht so stark, dass die Zellen absterben. Aus diesen Ergebnissen kénnte
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man auch schlieRen, dass die eDNA in diesem Falle nicht durch den
sogenannten Brudermord oder Selbstmord der Zellen entsteht, sondern
hier eher ein Transport aus der Zelle stattfindet. Denn wie die Live/Dead
Aufnahmen zeigen, sind die meisten Zellen vital (vgl. Abbildung 41,
Abbildung 42 und Abbildung 43). Darlber hinaus zeigt diese Analyse
auch, dass die Sekretion dieser Matrixbestandteile nicht bei allen
Stammen gleich ablauft oder gleich essentiell ist. Die Analyse der
klinischen Isolate MRSA 9, SCV und BP zeigen, dass bereits innerhalb
einer Familie von Bakterien Unterschiede herrschen. Wahrend der DSM
Stamm eine starke eDNA Sekretion aufweist, zeigen MRSA 9 und SCV
kaum eDNA, und MRSA BP hingegen nur bei zwei AMP. Mdéglicherweise
unterliegt die Anhaftung des Biofilms der MRSA Stammen einem anderen
Mechanismus, bei dem sie auf die Ausschittung von eDNA verzichten
kénnen. Moglicherweise ist hier die EPS von grol3erer Bedeutung, denn
hier lag auch gerade bei MRSA BP eine stark schleimige Substanz schon

in den Ubernachtkulturen (ohne Peptid) vor.

Die Analyse der EPS zeigt einen ahnlichen Verlauf wie die eDNA
Sekretion. Es liegen sowohl Peptide vor, die eine deutliche Sekretion
grof3er Polymere zeigen, jedoch auch hier bildet das Peptid Gramicidin S
eine Ausnahme. Hier entsteht selbst nach 3 Tagen Inkubation keine
nennenswerte Menge an Biomasse. Auffallend ist jedoch der
synergistische Mix PGLa/Mag2, der einen Trend zu einem héheren EPS
Ausstol3 zeigt. Moglicherweise kénnte dies an dem, im Vergleich zu PGLa
oder Mag2, veranderten Mechanismus und der erht6hten Stabilitat der
durch die Peptide gebildeten Pore liegen (Strandberg et al., 2015;
Strandberg et al., 2013). In anderen Untersuchungen ist die synergistische
Kombination ebenfalls als besonders aufgefallen, da es als einziges
Peptid in subMHK Konzentrationen zur Bildung eines neuen Phanotyps
gefuhrt hat. Dieser wurde von Frau Kristina Schkolin (Schkolin, 2011)
nach der Behandlung einer Small-Colony Variante (SCV) des Stammes
MRSA 9 mit PGLa/Mag2 identifiziert und isoliert (Berditsch et al., Cell
Symposium "Microbiome and Hoste Health", 2013). Interessanterweise
zeigt dieser neue Phénotyp wieder eine Sensibilitat gegentber Methicillin
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im Gegensatz zu seinem Ursprung MRSA 9 SCV. Schlussfolgernd lasst
sich das Fazit ziehen, dass die Biofilminduktion oder induzierte Sekretion
der Bakterien durch die verschiedenen Peptide (TisB, diverse AMP)
deutliche Ahnlichkeiten zeigt. Diese Induktion ist jedoch stark abh&ngig
von den bakteriellen Stammen der Peptide und auch der Umgebung bzw.
des Mediums der Versuche. Die Entdeckung jedoch, dass auch AMP
Behandlung die Entstehung einer Matrix fordert, ist auf jeden Fall

alarmierend und muss weitergehend untersucht werden.
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6 Antimikrobielle Peptide

6.1 Ergebnisse

6.1.1 Identifizierung von Biofilminduktion

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der AMP zu TisB und der bereits
bekannten Gefahr der sublethalen Biofilminduktion konventioneller
Antibiotika (Kaplan et al., 2012) und einiger AMP (Berditsch et al., 2012)
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob auch einige weitere AMP diese
Charakteristik besitzen. Deshalb wurde hier ein breites Screening
mehrerer dieser amphiphilen Peptide durchgefihrt. In diesem Fall stellt
das Finden von Biofilminduktion eine Gefahr dar, denn hier sind im
Gegensatz zu TisB, Biofilme unerwinscht, da die Peptide als Alternative
zu konventionellen Antibiotika in Frage kommen koénnten. Die
Biofilminduktion wurde durch Anwendung von Resazurin untersucht.
Diese Methode wurde von Frau Dr. Marina Berditsch (Institut fur
Organische Chemie, Lehrstuhl Biochemie) entwickelt und in der
Diplomarbeit von Frau Tatiana Vladimirova erstmal verwendet
(Vladimirova, 2010). Hierflr benétigt man eine héhere Inokulationsdosis
als beim standardisierten MHK-Test, um einen sofortigen Umschlag des
Indikators zu ermdoglichen, namlich >107 KbE/ml statt 10> KbE/ml
(Sandberg et al., 2009). Dieser Redoxindikator ermdglicht es, die
bakterielle Atmung Uber einen langeren Zeitraum zu beobachten und
Anderungen schnell und einfach durch Spektrophotometrie nachzuweisen.
Die Methode der langerfristigen Atmungstberwachung ermoglicht
mehrere Daten gleichzeitig zu sammeln. Man erhalt sowohl den MHK-
(nach 24 h) als auch den MBK-Wert (nach 48 h). Des Weiteren kann man
den Verlauf der Inhibierung untersuchen und so erste Hinweise auf eine
maogliche Entstehung von persistenten Zellen und damit Biofilminduktion
bekommen. Es konnen hier grundsatzlich zwei Gruppen von AMP
unterschieden werden. Einerseits die Peptide, die Biofilm induzieren und
andererseits die Peptide, die keinen Biofilm induzieren. Zunachst wird auf

die erste Gruppe eingegangen. Abbildung 49 zeigt das Ergebnis des
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Atmungstests von den Peptiden PGLa und Mag2 (1:1, n/n) und dessen
Einfluss auf S. aureus und E. faecalis.
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Abbildung 49 Atmungsaktivitdt der Bakterien bei Behandlung mit PGLa/Mag2 (1:1). Das Peptid
wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien S. aureus (A) und E. faecalis (B) inkubiert und nach 3,
24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis betrug
5*107 KbE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.

Die Tests wurden auch mit den 3 MRSA Phanotypen durchgefuhrt und
sind im Anhang D gezeigt. Die beiden E. faecalis Isolate wurden in der
Bachelorarbeit von Herrn Angel Cerecado Delgado (Cereceda Delgado,
2014) vorgestellt. Die Ergebnisse des Atmungstests zeigen, dass
zunachst die Bakterien nach 3 h stark inhibiert werden, jedoch nach 24 h
und nach 48 h die Atmung der Bakterien in zunachst inhibierten
Konzentrationen wieder  aktiviert  wird. In genau diesen
Konzentrationsbereichen kann die Biofilminduktion beobachtet werden.
Diese Konzentrationen sind es auch, in denen die besondere Sekretion
von eDNA und EPS gezeigt werden konnte. In diesem Fall konnte bei
beiden Stammen eine Biofilminduktion in subMHK Konzentrationen
festgestellt werden. Diese Biofilme sind in Abbildung 51 gezeigt. Die
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Biofilme, die man in dieser Abbildung sieht, sind bereits so grof3, dass sie
ohne Mikroskop in den Mikrotiterplatten entdeckt werden kénnen. Durch
die Beobachtung der Atmungsaktivitat lassen sich die MHK (24 h) und
MBK (48 h) Werte des Peptids ablesen. Zu erwahnen ist hierbei, dass der
MHK dieses Tests nicht zu vergleichen ist mit dem MHK des
Standardtests. Durch die hohere Inokulationsdosis ist der Wert der
Atmungsaktivitatsiberwachung meist 1-2 Verdinnungsstufen hoéher. In
diesem Fall liegen diese Werte fur S. aureus bei 16 und 32 pug/ml und fur
E. faecalis bei 256 und 512 pug/ml. Die MBK Werte wurden zusatzlich mit

einer Spotting-Methode verifiziert.

Die zweite Gruppe Peptide induzieren keine Biofilme. Als Beispiel werden
in Abbildung 50 die Ergebnisse von Gramicidin S gezeigt.
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Abbildung 50 Atmungsaktivitat der Bakterien bei Behandlung mit Gramicidin S. Das Peptid wurde
fur 48 h bei 37°C mit den Bakterien S. aureus (A) und E. faecalis (B) inkubiert und nach 3, 24 und
48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis betrug 5*10”
KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgefiihrt.

Gramicidin S ist ein sehr effektives antimikrobielles Peptid. Es hat fur S.

aureus MHK- und MBK-Werte von 4 und 8 pg/ml. Fir E. faecalis liegen
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Identifizierung von Biofilminduktion

beide Werte bei 8 pg/ml bzw. der MHK Wert liegt zwischen 4 und 8 pg/ml.
Nach 24 h und 48 h findet keine erneute Atmung bei beiden Stammen
statt. Es scheint, dass hier nach 24 h einmal inhibierte Zellen nicht mehr
aufwachen und es gibt nach der Untersuchung unter dem Mikroskop auch
keinerlei Hinweise auf Biofilmbildung (siehe Abbildung 51).

Abbildung 51 PGLa/Mag?2 induzierte Biofilme von (A) S. aureus (8ug/ml) und (B) E. faecalis (32
pg/ml). Keine sichtbare Biofilminduktion ist zu sehen bei Zugabe von GS (C) S. aureus (2pg/ml)
und (D) E. faecalis (2 pg/ml). Die Biofilminduktion bei S. aureus wurde bei einer
Peptidkonzentration von 16 pg/ml gefunden und bei E. faecalis bei einer Konzentration von 128
pg/ml. Aufgenommen mit dem Inversmikroskop und einer 40-fachen Vergrof3erung direkt aus den
Mikrotiterplatten des Atmungstests nach 48 h Inkubation bei 37 °C.

Die Beobachtungen unter dem Mikroskop sind im Falle von Gramicidin S
fur alle getesteten Stamme gleich. Keine Biofilmbildung ist zu erkennen.
Ein Vergleich aller getesteten AMP/Antibiotika miteinander zeigt, dass die
Biofilminduktion von Peptid und Stamm abhangig ist. Die folgenden
Tabellen zeigen alle MHK- und MBK-Werte mit einer Inokulationsdosis
5*107 KbE/ml. AuBerdem werden die biofiiminduzierenden Peptide mit
einem Plus-Zeichen markiert.
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Tabelle 10 MHK- und MBK-Werte von allen Peptiden und zwei konventionellen Antibiotika und den
Stammen S. aureus 1104, MRSA 9, SCV und BP. Alle Werte wurden mit einer hohen
Inokulationsdosis von 5*10° KbE/ml bestimmt. Die MHK-Werte wurden aus der
Atmungsiiberwachung nach 24 h abgelesen und die MBK-Werte wurden nach 48 h durch den
Spotting-Assay bestimmt. Die Tests wurden in MH Medium durchgefiihrt. Die biofilminduzierenden

Peptide wurden mit einem Plus-Zeichen versehen und die nicht-induzierenden mit einem Minus.
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Tabelle 10 zeigt die Ergebnisse der Atmungsiberwachung. Selbst

zwischen den MRSA Stammen finden sich Unterschiede in der
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Biofilminduktion. Bei MRSA BP zeigen einige Peptide haufiger
Biofilminduktion als bei anderen MRSA Stdmmen. Da dieser der
Biofilmphanotyp ist, erscheint dies logisch. MRSA 9 und SCV zeigen
gleiche Ergebnisse. In der Transformation des Stammes in seine SCV-
Form scheint die Toleranz gegenuber Antibiotika in diesem Fall nicht
beeinflusst zu werden, erst durch den Ubergang zum Biofilmphanotyp.
Dadurch wird der Stamm aber nicht unbedingt toleranter gegeniber den
getesteten Peptiden und Antibiotika. Es ist auch nicht auszuschliel3en,
dass der Phéanotyp eine Ricktransformation in den Ursprungsstamm
macht, da auf den Agarplatten des SCV-Stammes immer beide
Kolonientypen zu sehen sind (von Eiff et al.,, 2006). Der Vergleich
zwischen Peptiden und den konventionellen Antibiotika zeigt, dass einige
der Peptide aktiver sind. Hier sind vor allem Gramicidin S, A, MSI-103 und
TemporinL zu nennen. Vor allem bei den Ergebnissen fur die MRSA
Stamme zeigen diese Peptide eine weitaus deutlichere Effektivitat als die
beiden getesteten konventionellen Antibiotika. Die Peptide kdnnen
tatsachlich eine alternative Therapiemdglichkeit darstellen. In Tabelle 11

sind die Ergebnisse fur die E. faecalis Stamme zu sehen.
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Tabelle 11 MHK- und MBK-Werte von allen Peptiden und zwei konventionellen Antibiotika und den
Stammen E. faecalis 2570, WW4 und WW6. Alle Werte wurden mit einer hohen Inokulationsdosis
von 108 KbE/ml bestimmt. Die MHK-Werte wurden aus der Atmungsiiberwachung nach 24 h
abgelesen und die MBK-Werte wurden nach 48 h durch den Spotting-Assay bestimmt. Die Tests
wurden in MH Medium durchgefiihrt. Die biofilminduzierenden Peptide wurden mit einem Plus-
Zeichen versehen und die nicht-induzierenden mit einem Minus. Die Werte fur die beiden Stamme
WW4 und WW6 stammen aus der Bachelorarbeit von Herrn Angel Cereceda Delgado (Cereceda
Delgado, 2014).

Peptide E. faecalis DSM 2570 E. faecalis WW4 E. faecalis WW6
MHK MBK Biofilm MHK MBK Biofilm MHK MBK Biofilm
[ug/ml]  [ug/ml] [ug/ml]  [ug/ml] [ug/ml]  [ug/mi]
Gramicidin S 4 8 - 16 >128 - 128 >128 -
Gramicidin A 2 4 - <0,25 <0,25 - <0,25 <0,25 -
PGLa =256 =256 - 512 =512 + =512 =512 +
Magainin2 >256 >256 - >1024 >1024 - >1024  >1024 -
PGLa/Mag2 (1:1) >256 >256 + 128 >256 - >256 >256 -
MSI-103 256 >256 - >256 >256 - >256 >256 -
MAP 32 64 + 16 >64 - >64 >64 -
TemporinA 256 >256 - 64 256 _ >256 >256 -
TemporinL 32 64 - 32 >512 - 128 >512 -
Temporin Shf >512 >512 - =128 >128 + =128 >128 +
LL-37 >256 >256 - 512 >1024 + >1024  >1024 +
DCD-1L >256 >256 - >1024 >1024 - >1024  >1024 -
SSL-25 >256 >256 - >1024 >1024 - >1024  >1024 -
Alamethicin 256 512 - =512 >512 + =512 >512 +
TP10 256 256 + 32 128 - >256 >256 -
BP100 128 256 + 256 >512 + >512 >512 +
KIGAKI 1024 >1024 + 128 >256 + >256 >256 +
Vancomycin 1024 >> - >64 >64 - >64 >64 -
Demeclocyclin 4 64 - >32 >32 - >32 >32 -

Auch diese Ergebnisse zeigen den Unterschied der Wirksamkeit der
Peptide zwischen den Stdmmen. Tatsachlich ist der E. faecalis Stamm
WWSE6, isoliert aus einer Wurzelkanalentzindung (Wade, 2013), der
toleranteste Stamm. Hier liegen hohe MHK-Werte vor und er bildet auch
am schnellsten Biofilme, z.B. beim menschlichen antimikrobiellen Peptid

LL-37. Das wirksamste Peptid ist hier vor allem Gramicidin A.
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Interessanterweise ist dieses Peptid wirksamer gegen die Enterokokken,
was auch aus der Literatur bekannt ist (Harold et al., 1967). Die
konventionellen  Antibiotika  zeigen hier eine stark erhéhte
Wirkungskonzentration von mehreren Verdinnungsstufen. In beiden
Tabellen ist festzustellen, dass die Peptide DCD-1L und SSL-25 keine

Aktivitat aufweisen. Diese Problematik wird spater diskutiert.

6.1.2 Biofilminduktion und Oberflachenanhaftung

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass AMP eine tatsachliche
Alternative zu konventionellen Antibiotika darstellen kénnen. Deshalb
missen sowohl die Risiken, als auch die Madoglichkeiten beleuchtet
werden. In Kapitel 6.1.1 wurde die Gefahr der Biofilminduktion durch
subMHK Konzentrationen der AMP und Antibiotika gezeigt. Nun geht es
weiterhin um die Anwendung, wie beispielsweise die Mdoglichkeit, der
Entstehung von Biofilmen vorzubeugen, indem man den ersten Schritt der
bakteriellen Oberflachenanhaftung verhindert. Hierzu wurde zusatzlich zu
den reinen MHK-Auswertungen und den Tests mit Resazurin auch
untersucht, wie sich die Biofilme entwickeln, wenn die Peptide direkt zu
den planktonischen Zellen der Testkulturen gegeben werden. Dies wurde
mit Kristallviolett ausgewertet und eine biofilmfreundliche Umgebung
gewahlt, um zu prtfen, ob die AMP und Antibiotika die Biofilmanhaftung
an Oberflachen, trotz optimaler Bedingungen fiir die Biofilme,
unterdriicken kdnnen. Der bestimmte Wert wird als Konzentration der
Minimalen biofimhemmenden Konzentration (MBHK) bezeichnet und
definiert die Peptidkonzentration, bei der im Vergleich zur Kontrolle
signifikant weniger (50% weniger) Biofilm entstanden ist. Tabelle 12 und
Tabelle 13 zeigen die Ergebnisse dieses Tests. Zu winschen sind Werte,
die die Anhaftung der Bakterien an die feste Oberflache bereits bei
niedrigen Konzentrationen unterdriicken. Dies wirde bedeuten, dass die
Peptide/Antibiotika in der Lage sind, auch in niederen Dosen eine primére
Anhaftung zu behindern. Diese Werte sagen jedoch nichts Uber die
Bildung von dormanten Zellen aus, die sich wie in der

Atmungsuberwachung gezeigt, nach 48 h trotzdem zu einem Biofilm
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formen kdnnen. Im Falle dieses Tests werden die Peptide und Antibiotika
nur auf ihren priméaren Effekt getestet und nach 24 h mogliche gebildete,
persistente  Zellen im planktonischen Wachstum im Uberstand
weggewaschen. Diese Ergebnisse deuten auf einen mdglichen Einsatz
der Peptide als Oberflachenbeschichtungen zur Pravention von
Infektionen auf beispielsweise Implantate hin. Sie sagen jedoch nichts aus

Uber die Entwicklung von persistenten Zellen.
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Tabelle 12 Werte der Hemmung von Biofilmbildung der Bakterien. Biofilme bildeten sich an der
Oberflache einer Mikrotiterplatte mit den Stammen S. aureus, MRSA 9, MRSA SCV und MRSA BP
in LBG Medium. Der MBHK gibt eine mind. 50%ige Verminderung der Biofilmmasse an.

MBHK [ug/ml]
Peptide S. aureus MRSA 9 MRSA SCV MRSA BP
DSM 1104
Gramicidin S 4 8 8 8
Gramicidin A 1 <0,5 0,5 <0,5
PGLa 32 64 64 84
Magainin2 64 512 512 512
PGLa/Mag2 (1:1) 8 32 32 32
MSI-103 64 64 64 32
MAP 8 8 8 8
TemporinA 8 32 64 128
TemporinL 8 8 8 16
TemporinShf 64 64 64 64
LL-37 >1024 1024 >1024 512
DCD-1L =1024 =1024 >=1024 =1024
SSL-25 =1024 =1024 >1024 =1024
Alamethicin 16 32 32 128
TP10 32 32 32 32
BP100 32 128 128 128
KIGAKI 64 128 256 512
Vancomycin <1 <0,5 <0,5 1
Demeclocyclin <0,5 <0,5 <0,5 <0,5

An den Werten erkennt man, dass so gut wie jedes AMP und auch die
Antibiotika die Oberflachenanhaftung der Bakterien und Biofilmbildung
behindert. Hauptsachlich die beiden Gramicidine und die konventionellen

Antibiotika zeigen die besten Ergebnisse. Jedoch zeigen selbst hier die
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beiden Peptide DCD-1L und SSL-25 keine Aktivitat und LL-37 nur auf den
Biofilmphanotyp von MRSA 9.

Tabelle 13 Werte der Hemmung von Biofilmbildung der Bakterien. Biofilme bildeten sich an der
Oberflache einer Mikrotiterplatte mit den Stémmen E. faecalis, E. faecalis WW4 und WW6 in LBG-

Medium. Der MBHK gibt eine mind. 50%ige Verminderung der Biofilmmasse an.

MBHK [ug/ml]
Peptide E. faecalis E. faecalis E. faecalis

DSM 2570 Ww4 WW6
Gramicidin S 4 8 8
Gramicidin A 1 <0,5 <0,5
PGLa 256 256 512
Magainin2 64 64 128
PGLa/Mag2 (1:1) 16 32 128
MSI-103 128 256 256
MAP 8 8 32
TemporinA 256 64 128
TemporinL 8 16 32
Temporin Shf 256 64 128
LL-37 32 512 512
DCD-1L >1024 >1024 >1024
SSL-25 >1024 >1024 >1024
Alamethicin 8 64 32
TP10 8 16 128
BP100 64 256 512
KIGAKI 32 256 128
Vancomycin <1 1 1
Demeclocyclin <0,5 4 0,5
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Bei den E. faecalis Stammen kann man ein &hnliches Bild sehen.
Interessant ist, dass LL-37 hier nun auch Aktivitat zeigt und bisher
eigentlich aktiver gegen S. aureus war. Gramicidin A zeigt gegen die
Enterokokken die besten Werte, zusammen mit den konventionellen
Antibiotika. Die Werte der Biofiimhemmung liegen in ahnlichen Bereichen
wie die MHK-Werte oder auch darunter. Einige der AMP und auch die
konventionellen Antibiotika sind damit fahig Biofilmanhaftung praventiv zu

verhindern.

6.1.3 Biofilmbekampfung

Trotz der Gefahr der Biofilminduktion in subMHK Konzentrationen sollte
auch festgestellt werden, ob die AMP in der Lage sind, existierende
Biofilme zu bekampfen. Hierbei muss man zwischen der Fahigkeit der
Oberflachenablosung und Abtdtung der Biofilme unterscheiden. Ein
perfektes antimikrobielles Therapeutikum sollte beide Fahigkeiten
besitzen. Wird der Biofilm nur abgelost, kbnnen sich die Bakterien weiter
im Korper ungehindert verbreiten, wird der Biofilm nur abgetdtet kann er
als Nahrmedium fur neue Bakterienherde und neue Biofilmbildung dienen.
Um beide Fahigkeiten zu untersuchen, wurde hier eine Kombination aus
kolorimetrischer Methode und Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Zum
einen wurde die Biofilm atmungshemmende Konzentration (MBAHK) und
biofilmeliminierende Konzentration (MBEK) mittels Resazurin und
Kristallviolett ermittelt. Erwahnenswert ist, dass nicht alle getesteten
Stamme gleich gut Biofilme bilden und sich diese auch stark in ihrer
Struktur unterscheiden. In Abbildung 52 kann das unterschiedliche
Wachstum der beiden Stdmme gut erkannt werden. Wahrend S. aureus
dick und geballt an einem Ort wéachst (A), wachst E. faecalis wie ein feines
Netz (B). Dieses Verhalten kdnnte sich nattrlich auch auf die Stabilitat der

Biofilme auswirken.

106



Abbildung 52 Biofilme von S. aureus (A) und E. faecalis (B) angefarbt mit Kristallviolett nach 24 h
Inkubation bei 37°C und 5% COs-.

Ob die Biofilme tatsachlich auch abgetotet sind, wurde mit Hilfe der
Farbstoffe der Live/Dead Féarbung bestimmt. In der nachsten Abbildung ist
das Ergebnis des Peptids Gramicidin S gezeigt, welches am effektivsten

Biofilme auflost.
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Abbildung 53 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Gramicidin S. Es wurde der Effekt des
Peptids auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A) und E. faecalis (B)
untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fiir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei
37°C und 5 % CO2 durchgefihrt.

Auffallend in Abbildung 53 B ist, dass die Intensitat der
Kristallviolettfarbung der E. faecalis Biofilme wesentlich geringer ist als die
der S. aureus Biofilme. Dies konnte auch durch die Untersuchung mit dem
Inversmikroskop bestatigt werden. Die S. aureus Biofilme wachsen
wesentlich schneller und dichter als die E. faecalis Biofilme, welche
zundchst eher 2-dimensional in einer Lage auf dem Boden der
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Mikrotiterplatten wachsen (siehe Abbildung 52). Der Verlauf der Kurve
Uber die Peptidkonzentrationen ist charakteristisch. Man erkennt, dass ab
einer bestimmten Schwellenkonzentration die Menge des Biofilms Gber ein
Maximun verlauft und dann abnimmt. Diese Schwellenkonzentration
bezeichnet haufig den MHK-Wert des Peptids und ab hier beginnt eine
erste Hemmung der Bakterien. Im Fall von Gramicidin S ist dieses Peptid
sogar aktiver gegen E. faecalis Biofilme als gegen S. aureus Biofilme im
Gegensatz zu den MHK- und MBK-Werten im planktonischen Wachstum,
bei dem E. faecalis toleranter gegen Gramicidin S ist. Abbildung 54 zeigt
nun die zu den Ergebnissen von Abbildung 53 dazugehdrigen Live/Dead

Farbungen mit S. aureus und E. faecalis.

Abbildung 54 Live/Dead Farbung der S. aureus (links) und E. faecalis (rechts) Biofilme nach
Behandlung mit Gramicidin S. Die Biofilme wurden zunéchst tber 24 h angezogen und danach fir
24 h mit Gramcidin S behandelt. Die Peptidkonzentration wurde mit den wei3en Zahlen in den
Bildern in pg/ml angegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO2. Grine Zellen sind
lebendig, rote Zellen sind tot und gelbe Zellen sind eine Uberlagerung von rot und griin. Bei 32
pg/ml Gramicidin S sind alle Zellen tot. Die Bilder wurden mit 40-facher Vergréf3erung

aufgenommen. Der Maf3stab betragt 20 um.

Beide Stamme erscheinen ab 8 ug/ml die Bakterien nicht mehr gesund
und sind definitiv ab 32 pg/ml Gramicidin S tot. Die Live/Dead Farbungen
sind dahin gehend dbereinstimmend mit den Ergebnissen der
Kristallviolettfarbung und der Atmungskontrolle und unterstitzen die
Methode. Als weiteres Beispiel wird hier jetzt noch ein Peptid gewahlt, das

in Kapitel 6.1.1 zwar als aktiv aber biofilminduzierend charakterisiert wird.
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Hiermit wird gezeigt, dass solche Peptide mit besonderer Vorsicht in
subMHK Konzentrationen gehandhabt werden missen und dennoch in
genugend hohen Konzentrationen zur Therapie verwendet werden

konnen. In Abbildung 55 werden die Ergebnisse des Peptids MAP gezeigt.

Nach 24 h Peptidbehandlung
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Abbildung 55 Bestimmung der MBAHK und MBEK von MAP. Es wurde der Effekt des Peptids auf
bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A) und E. faecalis (B) untersucht.

Zuvor wurden die Biofilme fiir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 %
COz2 durchgefhrt.

MAP 16st nur den S. aureus Biofilm ab. E. faecalis ist zwar metabolisch
gestort wie die Atmungskontrolle zeigt, aber die Biomasse befindet sich
noch immer an der Platte bzw. dem CBD. Ob die Zellen noch lebendig

sind, zeigen die Ergebnisse der Live/Dead F&arbung in der nachsten
Abbildung.
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Abbildung 56 Live/Dead Farbung der S. aureus (links) und E. faecalis (rechts) Biofilme nach
Behandlung mit MAP. Die Biofilme wurden zunéchst Uiber 24 h angezogen und danach fur 24 h mit
Gramcidin S behandelt. Die Peptidkonzentration wurde mit den weien Zahlen in den Bildern in
pg/ml angegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO2. Griine Zellen sind lebendig, rote
Zellen sind tot und gelbe Zellen sind eine Uberlagerung von rot und griin. Bei 32 ug/ml Gramicidin
S sind alle Zellen tot. Die Bilder wurden mit 40-facher Vergré3erung aufgenommen. Der Mal3stab
betragt 20 pm.

Beide Versuche zeigen, dass MAP erst bei hoheren Konzentrationen zu
wirken beginnt. Zusatzlich zu den Kristallviolettergebnissen sagen die
Daten, dass MAP im Vergleich zu GS schwacher wirkt und bei E. faecalis
auch zu keiner Ablosung der Biofilme fihrt. In den folgenden Tabellen
kénnen nun die MBAHK und MBEK-Werte der anderen getesteten Peptide

und der beiden Antibiotika entnommen werden.
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Tabelle 14 MBAHK- und MBEK-Werte aller getesteten Peptide und der zwei konventionellen
Antibiotika mit den Stammen S. aureus, MRSA 9, MRSA SCV und MRSA BP. Es wurde der Effekt

der Peptide auf bereits bestehende Biofilme in LBG Medium untersucht.

Peptide S. aureus DSM 1104 MRSA 9 MRSA SCV MRSA BP
MBAHK  MBEK MBAHK  MBEK MBAHK  MBEK MBAHK  MBEK
[ng/ml]  [pg/ml]  [ug/ml]  [pg/ml]  [pg/ml]  [pg/ml]  [pg/ml] [ng/ml]
Gramicidin S 16 32 64 >128 64 >128 32 >128
Gramicidin A 32 32 >128 >128 >128 >128 128 >128
PGLa 256 >512 1024 >1024 1024 >1024 512 512
Magainin2 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
PGLa/Mag2 (1:1) 128 256 1024 >1024 1024 >1024 256 >1024
MSI-103 64 512 512 >1024 512 >1024 256 >1024
MAP 64 128 256 >1024 512 >1024 512 >1024
TemporinA 64 512 256 1024 256 256 128 >1024
TemporinL 64 128 512 >512 512 >512 64 >512
Temporin Shf 256 512 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
LL-37 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
DCD-1L >128 >128 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
SSL-25 >128 >128 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Alamethicin 64 >512 >256 >256 >256 >256 >256 >256
TP10 256 512 1024 >1024 1024 >1024 1024 >1024
BP100 64 >512 >256 >256 >256 >256 1024 >1024
KIGAKI >512 >512 1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Vancomycin 4 32 >1024 >1024 >1024  >1024 >1024 >1024
Demeclocyclin <0.5 <0.5 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
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Tabelle 15 MBAHK- und MBEK-Werte aller getesteten Peptide und der zwei konventionellen
Antibiotika mit den Stammen E. faecalis, E. faecalis WW4 und WW6. Es wurde der Effekt der

Peptide auf bereits bestehende Biofilme in LBG Medium untersucht.

Peptide E. faecalis DSM E. faecalis WW4 E. faecalis WW6
2570

MBAHK MBEK MBAHK MBEK MBAHK MBEK

(ug/ml]  [ug/ml]  [ug/ml]  [ug/ml]  [ug/ml] [ng/ml]
Gramicidin S 8 16 64 >64 64 64
Gramicidin A =256 =256 =1024 =1024 =1024 =>1024
PGLa >512 >512 >1024 >1024 >1024 >1024
Magainin2 >1024 >1024 =1024 =1024 =1024 >1024
PGLa/Mag?2 (1:1) 512 512 1024 =1024 1024 >1024
MSI-103 =512 =512 =1024 =1024 =1024 =>1024
MAP 1024 >1024 512 >1024 1024 >1024
TemporinA =512 =512 1024 =1024 =1024 >1024
TemporinL 256 =256 256 =512 512 =512
Temporin Shf >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
LL-37 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
DCD-1L >1024 >1024 =>1024 =>1024 =>1024 >1024
SSL-25 >1024 =1024 =1024 =1024 =1024 =1024
Alamethicin 64 >512 64 64 32 32
TP10 1024 >1024 1024 >1024 >1024 >1024
BP100 =512 =512 =1024 =1024 =1024 =>1024
KIGAKI =512 =512 =1024 =1024 =1024 =1024
Vancomycin >64 >64 >1024 >1024 >1024 >1024
Demeclocyclin 16 >64 >1024 >1024 >1024 >1024

Die Werte der beiden Tabellen zeigen eindeutig, dass E. faecalis die
stabileren Biofilme bildet und nur schwer abzulésen bzw. abzutbten ist.
Kaum ein Peptid kann es mit diesen Biofilmen aufnehmen, jedoch auch
nicht die beiden konventionellen Antibiotika. Einzig GS zeigt gegen alle
Stamme eine durchweg gute Aktivitdt im Vergleich zu den anderen, aber
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auch Alamethicin erscheint als eines der wirkungsvolleren AMP.
Auffallend sind auch die Werte von GA. Dieses Peptid ist gegen die
planktonischen Bakterien noch sehr aktiv, aber gegen Biofilmwachstum
scheint es nichts ausrichten zu kénnen. Aus Tabelle 10 und Tabelle 11
kann man ersehen, dass GA eine sehr hohe Aktivitait gegen
planktonischen E. faecalis hat, gegen E. faecalis als Biofilm ist es jedoch
nicht aktiv. Moglicherweise ist es diesem Peptid nicht mdglich durch die
EPS vorzudringen im Gegensatz zu den bereits genannten Peptiden GS

und Alamethicin.

6.1.4 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Biofilme auf zwei
unterschiedlichen Oberflachen

In den bisherigen Methoden wurden nur Biofilme untersucht, die auf
Mikrotiterplatten oder dem Calgary Biofilm Device (CBD) gewachsen sind.
Es ist jedoch auch unerlasslich, Biofiime zu untersuchen, die an
naturlichen Oberflachen haften. Durch eine andere
Oberflachenbeschaffenheit kann sich fir die Bakterien und damit auch die
Agenzien, die sie angreifen, alles verandern. Deshalb wurden mit zwei
unterschiedlichen Mikroskopiearten neue Versuche angestellt, um die
Veranderung der Biofilmbeschaffenheit zu verdeutlichen. Einerseits wurde
mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) Biofilm auf dem Polystyrol des
CBD untersucht und andererseits im Vergleich dazu, wurde die Helium-
lonen-Mikroskopie (HIM) zur Untersuchung von Biofilmen verwendet, die
auf Hydroxylapatitscheiben wachsen gelassen wurden. Diese Scheiben
ahneln in ihrer Beschaffenheit stark der Beschaffenheit von Zahnen und
Knochen. Diese Versuche sollen zeigen, wie ein effektives AMP (GS)
verwendet werden konnte und dass es eine gute Alternative zu
konventionellen Antibiotika darstellen kann. Zunachst wird der nattrlich
gebildete S. aureus Biofilm in Abbildung 57 betrachtet.
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Elektronenmikroskopische  Untersuchung der Biofiime auf zwei
unterschiedlichen Oberflachen

Abbildung 57 Naturlich gesunder Biofilm von S. aureus. Der Biofilm wéachst auf dem Polystyrol des
CBD und wurde 24 h bei 37°C und 5% CO2 in LBG Medium inkubiert. Danach wurde er wie im
Methodenteil beschrieben fur die REM vorbereitet. Das linke Bild zeigt die 250-fache und das
rechte Bild 5000-fache VergroRRerung des Biofilms. Aufgenommen mit einem REM.

Der Biofilm von S. aureus wachst sehr dicht aneinander und bildet ein
geschlossenes Aggregat. Die Zellen sehen alle sehr gesund aus bis auf
ein paar deformierte Zellen, die aber in einem solchen Gebilde normal
vorkommen. AuflRerdem ist ersichtlich, dass die Zellen auf einer Art
organischer Struktur sitzen, die wahrscheinlich die gebildete EPS darstellt.
Der Biofilm von S. aureus nach der Behandlung mit GS zeigt ein ganz
anderes Bild als die Kontrolle. Es sind keine Zellen mehr aufzufinden.
Einige Uberreste organischer Substanzen sind zu finden, die woméglich
Reste von EPS sind und die nicht mit abgeldst wurden. Die Behandlung
von GS ist hier sehr effektiv und 16st den Biofilm komplett ab wie es auch

schon die Kristallviolettergebnisse andeuteten.
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Elektronenmikroskopische  Untersuchung der Biofiime auf zwei
unterschiedlichen Oberflachen

Abbildung 58 Biofilm von S. aureus nach Behandlung mit GS. Die Biofilme wurden zunéchst 24 h
auf dem CBD wachsen gelassen und danach mit 32 pg/ml GS fur 24 h behandelt. Inkubiert wurde
bei 37°C und 5% CO2 in LBG Medium. Danach wurde er wie im Methodenteil beschrieben fiir die
REM vorbereitet. Das linke Bild zeigt die 250-fache und das rechte Bild 5000-fache Vergré3erung
des Biofilms. Aufgenommen mit einem REM.

Der Biofilm von E. faecalis wachst wie bereits in einem vorigen Kapitel
angesprochen ganz anders als der Biofilm von S. aureus. Er scheint sich
eher zunéchst tUber die Oberflache zu verteilen, bevor er in die HOhe
wachst und sich zusammenschliel3t. Auf diesen Bildern (Abbildung 58) ist
jedoch sehr deutlich zu sehen, wie die einzelnen Bakterien auf einer Art
Bett aus EPS sitzen. Zum Grol3teil befinden sie sich auch gerade im
Moment der Teilung, das bedeutet, sie sind sehr gesund.

Abbildung 59 Naturlich gesunder Biofilm von E. faecalis. Der Biofilm wachst auf den Polystyrol des
CBD und wurde 24 h bei 37°C und 5% CO2 in LBG Medium inkubiert. Danach wurde er wie im
Methodenteil beschrieben fur die REM vorbereitet. Das linke Bild zeigt die 250-fache und das
rechte Bild 5000-fache VergréRerung des Biofilms. Die roten Pfeile zeigen auf eine organische
Substanz zwischen Zellen und Oberflache, die méglicherweise EPS darstellt. Aufgenommen wurde
mit einem REM.
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Elektronenmikroskopische  Untersuchung der Biofiime auf zwei
unterschiedlichen Oberflachen

Diese Biofilme wurden nach 24 h Wachstum mit 32 pg/ml GS behandelt.
Das Ergebnis dieser Behandlung ist in Abbildung 60 zu sehen. Hier liegt
ein anderes Bild vor. Es sind noch Uberreste von Zellen zu sehen. Diese
sind jedoch stark in Mitleidenschaft gezogen und haben Lécher und
Dellen. Sie sehen im Gegensatz zu der Kontrolle Gberhaupt nicht mehr

gesund aus, l6sen sich jedoch nicht vollstandig ab.

Abbildung 60 Biofilm von E. faecalis nach Behandlung mit GS. Die Biofilme wurden zunéchst 24 h
auf dem CBD wachsen gelassen und danach mit 32 pug/ml GS fiir 24 h behandelt. Inkubiert wurde
bei 37°C und 5% CO2 in LBG Medium. Danach wurde er wie im Methodenteil beschrieben fiir die
REM vorbereitet. Das linke Bild zeigt die 250-fache und das rechte Bild 5000-fache Vergré3erung
des Biofilms. Die roten Pfeile zeigen auf stark deformierte Zellen mit Loéchern. Aufgenommen wurde
mit einem REM.

Von den Oberflachen, die man im Labor benutzt, wechseln wir nun zu
Oberflachen, die naturlicher sind und zwar zu den Hydroxylapatitscheiben.
Zunachst wird die Oberflache der sauberen Hydroxylapatitscheiben
betrachtet um ein Gefuhl fur die Oberflache dieser Substanz zu

bekommen.
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Elektronenmikroskopische  Untersuchung der Biofilme auf zwei
unterschiedlichen Oberflachen

Abbildung 61 Hydroxylapatitscheiben ohne bakterielle Zellen. Aufgenommen mit einem HIM. Das
linke Bild zeigt die 5000-fache und das rechte Bild die 8000-fache VergréRerung der Scheibe.

Abbildung 61 zeigt deutlich, dass die Scheiben eine wesentlich rauere
Oberflache als Polystyrol besitzen. Es sind Furchen und Hohlen zu sehen.
Diese Stellen werden bevorzugt von Zellen besetzt, da sie hier
geschutzter sind als auf dem glatten Plastik des CBD. Abbildung 62 zeigt
die Kontrolle des S. aureus Biofilm in unterschiedlichen Vergré3erungen.
Die Bilder erscheinen hier anders, da nun zur HIM gewechselt wurde.
Auch hier, wie auf dem CBD, sitzt der Biofilm dicht gepackt in einer
organischen Substanz. Die Zellen sind rundlich und gesund.

Abbildung 62 Natlrlich gesunder Biofiim von S. aureus. Der Biofilm wachst auf den
Hydroxylapatitscheiben und wurde 24 h bei 37°C und 5% CO: in LBG Medium inkubiert. Danach
wurde er wie im Methodenteil beschrieben fiir die HIM vorbereitet. Das linke Bild zeigt die 380-
fache, das mittlere Bild die 2800-fache und das rechte Bild 4500-fache VergroRerung des Biofilms.
Aufgenommen mit einem HIM.
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Elektronenmikroskopische  Untersuchung der Biofiime auf zwei
unterschiedlichen Oberflachen

Nach der Behandlung mit GS (Abbildung 63) befinden sich bei S. aureus
nur noch vereinzelte Zellen auf den Hydroxylapatitscheiben. Vor allem in
den tieferen Lochern des Materials sitzen die Zellen geschutzter.

Abbildung 63 Biofilm von S. aureus nach Behandlung mit GS. Die Biofilme wurden zunéchst 24 h
auf Hydroxylapatit wachsen gelassen und danach mit 32 pg/ml GS fur 24 h behandelt. Inkubiert
wurde bei 37°C und 5% CO:2 in LBG Medium. Danach wurde er wie im Methodenteil beschrieben
fur die HIM vorbereitet Das linke Bild zeigt die 3800-fache, das mittlere Bild die 11000-fache und
das rechte Bild 12000-fache VergroRerung des Biofilms. Aufgenommen mit einem HIM. Zur
Unterstitzung wurden einzelne Zellen im mittleren und rechten Bild mit roten Pfeilen markiert.

Der Biofilm von E. faecalis in Abbildung 64 zeigt auf den
Hydroxylapatitscheiben ein etwas anderes Verhalten als auf dem CBD.
Hier scheint er viel dichter gepackt zu sein und auch, wie S. aureus, eher
in Aggregaten zu wachsen. Moglicherweise ist diese Oberflache
wesentlich attraktiver fir einen solchen Stamm. Der Biofilm erscheint sehr
gesund und viele Zellen befinden sich im Moment der Teilung. Auf dem
Bild mit der hdchsten VergrofRerung kann deutlich erkannt werden, wie die
Bakterienzellen in den Furchen des Hydroxylapatits sitzen.
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Elektronenmikroskopische  Untersuchung der Biofiime auf zwei
unterschiedlichen Oberflachen

Abbildung 64 Natirlich gesunder Biofilm von E. faecalis. Der Biofilm wachst auf den
Hydroxylapatitscheiben und wurde 24 h bei 37°C und 5% CO: in LBG Medium inkubiert. Danach
wurde er wie im Methodenteil beschrieben fir die HIM vorbereitet. Das linke Bild zeigt die 380-
fache, das mittlere Bild die 4500-fache und das rechte Bild 10000-fache VergrdRerung des Biofilms.

Aufgenommen mit einem HIM.

Die E. faecalis Proben zeigen nach der Behandlung ein dhnliches Bild wie
die S. aureus Proben. Nur sind hier deutlich mehr Zellen auf der
Oberflache Ubrig wie in Abbildung 65 zu erkennen ist. Aus diesen
Versuchen geht ganz deutlich hervor, dass die Oberflache, an der ein
Biofilm haftet, eine wichtige Rolle spielt. Vergleicht man alle Ergebnisse
miteinander, sieht man ganz eindeutig, dass der Biofilm viel starker am
Hydroxylapatit haftet als am CBD und dadurch auch die Konzentration an

AMP nicht mehr ausreicht, um den Biofilm abzul6sen.

Abbildung 65 Biofilm von E. faecalis hach Behandlung mit GS. Die Biofilme wurden zunéchst 24 h
auf Hydroxylapatit wachsen gelassen und danach mit 32 pg/ml GS fir 24 h behandelt. Inkubiert
wurde bei 37°C und 5% CO:2 in LBG Medium. Danach wurde er wie im Methodenteil beschrieben
fur die HIM vorbereitet Das linke Bild zeigt die 380-fache, das mittlere Bild die 3800-fache und das

rechte Bild 8500-fache VergréRerung des Biofilms. Aufgenommen mit einem HIM.
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6.2 Diskussion

6.2.1 AMP und ihre Madoglichkeiten in der therapeutischen
Anwendung
In dieser Arbeit wurden unterschiedlichste Methoden zur Evaluierung des
therapeutischen Potentials von AMP verwendet. Gleichzeitig wurden die
erhaltenen Werte immer mit den Werten der bewahrten konventionellen
Antibiotika Vancomycin und Demeclocyclin verglichen. Es wurde sowohl
die Aktivitat der AMP gegen planktonisches Bakterienwachstum als auch
gegen Biofilmwachstum untersucht. Wie man den MHK- und MBK-Werten
entnehmen kann, sind einige der Peptide ebenso wirksam wie die
Antibiotika oder sogar noch aktiver. Die Peptide Gramicidin S, Gramicidin
A und TemporinL zeigen beim Kontrollstamm S. aureus eine ebenso
starke Wirkung wie das bereits therapeutisch eingesetzte Vancomycin
(vgl. Tabelle 10). Jedoch scheinen die MRSA Stamme gegen Vacomycin
toleranter zu sein, wahrend einige AMP auch diese Stdmme inhibieren
kénnen. Gegen E. faecalis steigen im Allgemeinen die MBK-Werte an,
doch ist hier gerade das Peptid Gramicidin A sehr aktiv, aktiver noch als
Gramicidin S (vgl. Tabelle 11). Hier versagt Vancomycin fast ganzlich
sowohl gegen den Kontrollstamm als auch gegen die Isolate WW4 und
WW6. Gegen Biofilme zeigen diese Peptide vielversprechende
Wirkkonzentrationen, aber auch einige Peptide wie MAP, TP10,
Alamethichin und BP100 sind relativ wirksam zumindest gegen den
Kontrollstamm. Die meisten AMP, wie TempShf und KIGAKI und auch die
beiden konventionellen Antibiotika scheitern jedoch komplett an den
Biofilmen der MRSA Isolate (vgl. Tabelle 14). GS beseitigt
erfreulicherweise sogar diese Biofilme, wahrend fast alle anderen, die
konventionellen Antibiotika eingeschlossen, hier keine Eliminierung zeigen
(vgl. Tabelle 15). Die Peptide aus menschlichem Schweif3 DCD-1L, sein
Derivat SSL-25 und das menschliche Peptid der angeborenen
Immunantwort LL-37 markieren in dieser Arbeit eine Besonderheit.
Wahrend von LL-37 bereits eine nur mafige Aktivitdt gegen P. aeruginosa

bekannt ist (Overhage et al., 2008), zeigen die beiden anderen Peptide in
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keinem der angewendeten Tests eine Aktivitat. Diese Peptide wurden
aufgrund ihrer veroffentlichten Aktivitat mit in die Reihe der zu
untersuchenden Peptide aufgenommen und wurden trotz ihres inaktiven
Charakters komplett analysiert (Paulmann et al., 2012). Die Bedeutung
dieser Peptide wird weiterhin in der Gruppe von Frau Prof. Ulrich

untersucht.

Die Untersuchungen zur Pravention der Bildung von Biofilm durch die
AMP zeigen, dass alle mehr oder weniger in der Lage sind, die Bakterien
so zu behindern, dass es nicht zur Ausbildung von Biofilmen kommt (vgl.
Tabelle 12 und Tabelle 13). Die Peptide waren hiermit als Beschichtung
auf Prothesen oder Implantaten geeignet. Die MBHK-Werte zeigen die
Mdoglichkeit der Biofilmpravention durch AMP bzw. Antibiotikabehandlung
auf. Dies gibt aber keinen Hinweis auf die Bildung von aggregierten
Zellclustern, wie man sie beispielsweise bei der TisB-Inkubation in der
OCT sieht, oder auf persistente Zellen, die nur noch nicht an der
Oberflache haften. In der Praxis kénnte dies bedeuten, dass diese Zellen
zwar am beschichteten Implantat nicht anhaften, sich aber im Korper
verbreiten und mdglicherweise an anderer Stelle eine Infektion
verursachen konnen. Auf diese Fragestellung kann nur die
Atmungsuberwachung erste Hinweise liefern. Den Ergebnissen der
Elektronenmikroskopie kann man entnehmen, dass die natirlich
vorkommenden Oberflachen in der Biofilmforschung auch nicht aul3er
Acht gelassen werden dirfen. Die chemische Zusammensetzung der
Oberflache andert die Starke der Haftung der Bakterien an ihr und damit
erhoht sich  auch die erforderliche  Wirkkonzentration  der
Peptide/Antibiotika. Da bereits von den konventionellen Antibiotika
bekannt ist (Kaplan et al., 2012), dass sie Biofilme in subMHK
Konzentrationen induzieren kdnnen, wurde dies natirlich auch mit den
AMP untersucht (Berditsch et al., 2012). Wie in Kapitel 5 beschrieben,
zeigen die induzierenden Peptide, wie PGLa/Mag2, einen erhohten
Ausstol3 von eDNA und groRRen extrazellularen Polymeren. Hier zeigte
sich, dass viele Peptide in subMHK Konzentrationen genauso wirken wie
konventionelle Antibiotika und Biofilme induzieren. Manche Peptide
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jedoch, wie das bakterielle Peptid Gramicidin S, zeigen diesen Effekt
nicht. Dieses zyklische Peptid besitzt neben seiner Membranaktivitat auch
noch weitere intrazellulare Wirkungsorte. Es Ubt beispielsweise eine
Hemmung einer  Cytochromquinoloxidase und einer NADH
Dehydrogenase aus (Mogi and Kita, 2009). Ein anderes solches Beispiel
ist Gramicidin A, dass den Energiestoffwechsel der Bakterien stoért und die
ATP Hydrolyse einleitet (Rao et al., 2014). Mdglicherweise ist diese
breitere Wirkung der Grund fur die Unterdrickung einer Stressantwort der
Bakterien und damit einer Unterdrickung der Biofilmbildung (Zasloff,
2002). Die meisten anderen Peptide wirken ausschlie3lich als Porenbilder

in der Zellmembran.

Der Effekt, dass die Bakterien nach 24 h AMP-Behandlung zunachst
inhibiert werden und danach wieder erwachen (Kapitel 6.1) ist kirzlich
beschrieben worden (Amato et al.,, 2014). Moglicherweise gehen die
Zellen durch die Einwirkung der AMP/Antibiotika in einen persistenten
Zustand Uber. Wie in Kapitel 1.5.5 beschrieben, kdnnen Subpopulationen
von persistenten Bakterien entstehen, die ihren Metabolismus komplett
herunterfahren, um Zeiten der Gefahr zu uberstehen. Durch diese
besondere Art des Schlafzustandes erlangen die Bakterien eine erhéhte
Toleranz  gegenuber  Antibiotika. Diese Toleranz kann  1-2
Verdinnungsstufen der Peptide und Antibiotika ausmachen. Nachdem die
Gefahr voruber ist, erwachen die Zellen wieder, gehen entweder in ihren
normalen Wachstumszustand Uber oder aber sie kdnnen neue
Phanotypen entwickeln (wie beispielsweise der Biofilmphéanotyp von
MRSA 9, der nach der Behandlung mit PGLa/Mag2 isoliert wurde) und
spater auch als Biofilm wachsen (Schkolin, 2011). In solchen Fallen muss
in Betracht gezogen werden, dass obwohl z.B. PGLa/Mag2 gute
Biofilmpravention (vgl. MBHK-Werte in Tabelle 12 und Tabelle 13) zeigt,
diese Peptidmischung hierfir weniger geeignet ist, da sich mdglicherweise
persistente Zellen bilden, die spater zu Biofilmbildung fuhren kdnnen.
Schlussfolgernd ist der Effekt der subMHK Biofilminduzierung aber ein
alarmierendes Ergebnis. Es konnen sich hierdurch Resistenzen und

schwere Infektionen ausbilden. Es ist daher immer wichtig auf die
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Konzentrationen der eingesetzten Antibiotika zu achten. Auch die Dauer
der Verabreichung ist essentiell, um Komplikationen zu vermeiden.
Zusammenfassend kann man aus der Komplettanalyse dieser AMP das
Fazit ziehen, dass es tatsachlich einige sehr wirkungsvolle AMP gibt, die
eine gute Alternative zu oder Kombinationsmoglichkeiten mit
konventionellen Antibiotika darstellen. Madoglicherweise sind diese
membranaktiven Peptide tatsachlich gut geeignet als Hilfe zur
Einschleusung von Antibiotika, die innerhalb der Zellen wirken. Die
zukunftige Rolle der AMP in der Therapie kdnnte durch die neuesten
Ergebnisse sehr viel versprechend aussehen. Durchweg sehr gute
Ergebnisse konnten mit dem zyklischen Peptid Gramicidin S gezeigt
werden. Dieses spielt deshalb eine zentrale Rolle in dieser Arbeit. Es ist
durchaus geeignet fur eine direkte Behandlungen an beispielsweise

persistenten oberflachlichen Wundinfektionen.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit amphiphilen membranaktiven
Peptiden zwei mikrobiologische Fragestellungen verfolgt. Einerseits wurde
die Funktion des biofilminduzierenden Peptids TisB untersucht und
andererseits die biofilminduzierende und -eliminierende Wirksamkeit und
die Grenzen von diversen antimikrobiellen Peptiden unterschiedlicher
Herkunft. Es wurde im ersten Teil der Arbeit gezeigt, dass das Peptid TisB
eine Biofilminduktion verursacht und diese mit Zunahme der
Peptidkonzentration steigt. Bei diesem Prozess scheint es unerheblich zu
sein, ob der bakterielle Stamm grampositiv oder gramnegativ ist, die Art
des Stoffwechsels ist jedoch entscheidend. Die Ergebnisse legen nahe,
dass aerobe Bakterien durch die Verwendung  oxidativer
Stoffwechselreaktionen auf die Einwirkung von TisB mit einer
Stressantwort reagieren. Obligat anaerobe Bakterien, die unabhangig von
Sauerstoff andere Substrate zur Energiegewinnung verwenden, sind
unabhangig vom Protonengradienten, der von TisB manipuliert wird. Die
Hypothese, dass TisB als antiparalleles Dimer einen Pfad fur Protonen in
der Zellmembran bildet, konnte in dieser Arbeit durch drei unterschiedliche
Methoden wie Kristallviolettfarbung, OCT und
Membrandepolarisationsstudien bestéatigt werden. Alle drei Methoden
zeigten trotz unterschiedlicher experimenteller Voraussetzungen ahnliche
Ergebnisse in der Funktionsstudie der Derivate von TisB. Die
Transkriptomanalyse der frih entstehenden, TisB-induzierten Biofilme
zeigte bei allen untersuchten Stammen einen Effekt auf Proteine der
Atmungskette. Die Zellen reagieren auf den Einfluss von TisB auf den
Protonengradienten durch eine Heraufregulation der Aktivitat der fur die
Energiegewinnung essentieller Protonenpumpen der Atmungskette.
AulRerdem werden noch Malinahmen gegen den Eintritt des Peptids in die
Zelle eingeleitet, indem Membranpumpen aktiviert werden. Auch typische
Stresssysteme werden aktiviert, wie man an der Regulation des cold
shock proteins von S. aureus sehen kann. Der Einfluss von TisB auf

Klarschlammbakterien hat gezeigt, dass dieses Peptid auch eine Wirkung
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auf Multispezies-Systeme hat. Das Peptid beschleunigt die Entwicklung zu

einem granularem Klarschlamm.

Im zweiten Teil der Arbeit, zeigte die Analyse der Sekretion der Bakterien
nach Inkubation mit TisB eine Anwesenheit von eDNA und auch eine
Produktion von EPS, welche typisch fur Biofilme ist und die Aggregation
der Zellen im frGhen Stadium der Biofilmentwicklung erklart. Zusatzlich
wurden hier auch die Effekte von subMHK Konzentrationen von AMP auf
die bakterielle Sekretion untersucht. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls
eDNA und EPS Auftreten. Diese Ergebnisse weisen auf die Gefahr hin,
dass Biofilme durch subMHK Konzentrationen von AMP induziert werden
konnen (Berditsch et al., 2012). Dieser Effekt konnte in weiterfihrenden
Experimenten bestéatigt werden, da einige der getesteten AMP zu
Biofilmbildung fuhrten. Dabei zeigte der synergistische Mix aus PGLa und
Mag?2 uberraschende Ergebnisse auf. Einerseits wurde eine abweichende
EPS Zusammensetzung gegenidber den Kontrollen und den TisB
induzierten Biofilmen entdeckt. Andererseits fuhrte er auch zu neuen

Biofilmphéanotypen der Bakterien.

Im dritten Teil der Arbeit wurden die AMP auf ihre Effektivitat im Kampf
gegen Biofilme untersucht. Diese Analyse zeigte vielversprechende
Ergebnisse, da einige AMP in moderaten Konzentrationen effektiv Biofilme
abldésen und abtdten kdnnen. Im Vergleich zu konventionellen Antibiotika
sind sie teilweise sogar aktiver. Das zyklische Dekapeptid Gramicidin S
sticht hierbei besonders hervor. Es zeigt keinerlei Induktion von Biofilmen
in subMHK Konzentrationen und eine starke Effektivitdt gegenlber allen
getesteten Bakterien/Biofilmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch
anwendungsbezogene Versuche Gramicidin S durchgefihrt. Das Peptid
Gramicidin S wurde auf seine Effektivitat, einen Biofilm auf einer
naturlichen Oberflache zu bekampfen, getestet. Die Ergebnisse hier
zeigen, dass der Einfluss der Oberflachenchemie nicht zu vernachlassigen
ist und bei allen antibiotischen Therapien mit in Betracht gezogen werden
muss. Alles in allem, zeigt diese Arbeit, dass im Umgang mit Bakterien,

Medien und Oberflachen jeder Faktor eine Rolle spielt und man jeglichen
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Ausgang einer Analyse in Betracht ziehen muss. Die hohe Anzahl der in
dieser Arbeit erhaltenen Daten muissen vorsichtig abgewogen werden.
Einerseits erhédlt man mit einigen Peptiden gute MHK/MBK-Werte und
auch gute Praventionsmdglichkeiten (MBHK), stellt dann aber nach
langerer Inkubation fest (Atmungsuberwachung), dass sich nach weiterer
Inkubation die malRgeblichen Charakteristika veranderten, da sich
persistente Zellen entwickelten und diese zu einer medizinisch
gefahrlichen Biofilmbildung fihrten. Trotzdem kénnen diese Peptide
jedoch in hoheren Konzentrationen auch Biofilme eliminieren. Somit
zeigen TisB und einige der AMP ein vielversprechendes Potential fir

zukunftige biotechnologische bzw. medizinische Anwendungen.
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8 Ausblick

Fur das TisB-Projekt ist ein Ausbau der Kooperation mit SCELSE in
Singapur zur Aufklarung des Effekts auf den Klarschlamm naheliegend.
Einerseits musste noch der Effekt des Abbaus von TisB nach der 2-
tagigen Inkubation ohne erneute Zugabe des Peptids geklart werden.
Andererseits konnte beispielsweise auch das D-Analogon des Peptids
getestet werden. Sollte es sich um enzymatischen Abbau des Peptids
halten, sollte D-TisB eine grolRere Haltbarkeit zeigen. Da der Effekt von
TisB auf Shewanella bereits bekannt ist (Richter, 2014), konnte
dahingehend auch noch Forschung mit SCELSE betrieben werden. Dort
wird Shewanella zur Reduktion toxischer Stoffe in Klarwasserbecken
untersucht. Konnte TisB Biofilme von Shewanella induzieren und somit die
Biomasse steigern, wirde das eine hohere Umsetzungsrate in den

Becken liefern.

Die eDNA und EPS Sekretion der behandelten Bakterien bendétigt noch
grundlegende Forschung auf den jeweiligen Ursprung der Stoffe.
AulRerdem ware auch eine quantitative Analyse des eDNA Ausstol3es in
Betracht zu ziehen. Im Hinblick auf die besonderen Eigenschaften der
Peptide PGLa und Mag2 als synergistisches Paar ware eine
Transkriptomanalyse unbedingt von Noéten. Nur so lasst sich herausfinden,
warum gerade diese Wirkstoffe ein besonderes Verhalten im Gegensatz
zu den anderen AMP zeigen. Eine Transkriptomanalyse von mit
Gramcidin S behandelten Bakterien konnte Aufschluss geben, welche
anderen interzellularen Ziele dieses Peptid noch hat und warum dieses
Peptid so effektiv ist und keinerlei subMHK Biofilminduktion zeigt. Ein
weiterer Aspekt der in dieser Arbeit aul3er Acht gelassen wurde, ist, dass
Biofilme in der Natur nicht als Monospezies-Biofilm vorliegen. Daher

waren Tests an Umweltproben und Multiinfektionen zukunftsweisend.
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10 Anhang

A Material

Medien:
Glukose

Hefeextrakt

LB Medium (Luria-Miller)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

MH Medium (Muller-Hinton) BD, Heidelberg, Deutschland

Pepton

Reagenzien:
BacLight Mix
DISC3
DDAO
DMAC
DNAfree Kit
EMIM-ac
Ethanol

Glutaraldehyd

Deutschland

Kristallviolett

Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutschland
Lifetechnologies, Darmstadt, Deutschland
Lifetechnologies, Darmstadt, Deutschland
Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Lifetechnologies, Darmstadt, Deutschland
Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Lysostaphin Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Deutschland

Lysozym Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Deutschland

Methanol Merck Schuchardt, Hohenbrunn,

Deutschland

MicrobExpress™ Kit Lifetechnologies, Darmstadt,

Deutschland

RNAprotect® Qiagen, Hilden, Deutschland
RNeasy® Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
Superaseln™ Rnase Inhibitor  Lifetechnologies, Darmstadt,

Deutschland

Material:

96er-Mikrotiterplatten (Nunc™) ThermoScientific, Deutschland
CBD Univerity of Calgary, Calgary,
Kanada

Inversmikroskop Leica DMIL Leica Microsystems, Wetzlar,

Deutschland

Mit LED Modul 365, 470,

530 nm (Kamera Leica DFC 450C)

Software LAS V4.4 (Leica Application Suite)
Fluoreszenzmikroskop (Auflicht) Zeiss, Jena, Deutschland

Mikrotiterplattenreader Flash Scan 55, Analytik Jena AG,
Deutschland
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peglab Nanodrop 2000c ThermoScientific, Deutschland

Photospektrometer BIO-Rad Smart Spec™,
Kalifornien, USA

Zentrifuge 6K15 Sigma Labatory Centriguges,

Osterode, Deutschland
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B TisB

1. Transkriptomanalyse

Tabelle 16 Ubersicht der Transkriptomdaten von E.coli K12 mit signifikanter Relevanz (log2fc >

+1).

locus

log2fc

gene name

Funktion

b0428

1,2462243

cyoE

protoheme IX
farnesyltransferase

b0431

1,09592413

cyoB

cytochrome o ubiquinol
oxidase subunit |

b0432

1,00153107

cyoA

cytochrome o ubiquinol
oxidase subunit I

b0565

1,01746052

ompT

DLP12 prophage; outer
membrane protease VI

b0723

1,25787882

sdhA

succinate
dehydrogenase,
flavoprotein subunit

b0724

1,30580003

sdhB

succinate
dehydrogenase, FeS
subunit

b0726

1,30282206

SUcA

2-oxoglutarate
decarboxylase

b0727

1,30064117

sucB

dihydrolipoyltranssuccin
ase

b0728

1,48768527

sucC

succinyl-CoA
synthetase, beta
subunit

b1014

1,66733139

putA

fused DNA-binding
transcriptional
regulator/proline
dehydrogenase/pyrrolin
e-5-carboxylate
dehydrogenase

b1163

1,36447259

bluF

anti-repressor for YegE,
blue light-responsive;
FAD-binding; has c-di-
GMP
phosphodiesterase-like
EAL domain, but does
not degrade c-di-GMP

b1597

-1,84395688

asr

acid shock-inducible
periplasmic protein

b1598

-1,53818624

ydgD

predicted peptidase

b1905

1,13430257

ftnA

ferritin iron storage
protein

b3565

-1,17986202

xylA

D-xylose isomerase

b3672

1,11027836

ivbL

ilvB operon leader
peptide

b3892

1,13085508

fdol

formate
dehydrogenase-0O,
cytochrome b556
subunit
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Tabelle 17 Ubersicht der Transkriptomdaten von S. aureus mit signifikanter Relevanz (log2fc > +1).

locus log2fc gene name Funktion
NWMN 2605 -1,15750516 cspB Cold shock protein

Tabelle 18 Ubersicht der Transkriptomdaten von S. oneidensis mit signifikanter Relevanz (log2fc >

+1).
locus log2fc gene hame Funktion
ornithine
SO 0314 1,59339742 speF decarboxylase SpeF
putative NADPH-
dependent quinone
SO 0401 2.30868892 oxidoreductase
SO 0728 1,12461122 hypothetical protein
TonB-dependent
SO _0798 1,13976218 receptor
transcriptional
SO 0843 1,00247686 regulator LysR family
periplasmic
decaheme
SO 1427 1,0566352 dmsE cytochrome ¢ DmsE
predicted periplasmic
S0_1532 1,30949688 protein
major facilitator
superfamily
transporter required
for growth on DMSO
SO 1917 1,02688674 MFS superfamily
Lambda phage tail
length tape meausure
SO_2953 1,03842887 H protein H
Lambda phage major
S0_2956 1,16232271 Vv tail protein V
Lambda phage major
SO 2963 1,1404241 capsid protein
roduct=D-xylulose 5-
phosphate/D-fructose
6-phosphate
SO 3542 1,01214467 xfp phosphoketolase Xfp
heme iron utilization
SO 3668 1,01391955 hmuX protein HmuX
SO _3719 1,02760622 cytochrome b561
TonB-dependent
SO 4516 1,12427873 siderophore receptor
glucosamine-6-
phosphate sensitive
transcriptional
repressor of
lipopolysaccharide
SO 4742 -1,08028665 gmR biosyntheis GImR
protein of unknown
SO 4761 1,57398131 function
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Tabelle 19 Ubersicht der Transkriptomdaten von P. aeruginosa mit signifikanter Relevanz (log2fc >

+2).

locus log2fc gene name Funktion
PA0263.1 -2,76834463 tRNA-Arg
PA0836.1 2,32204353 P5
malonate
decarboxylase
PA14 02590 215162724 mdcE gamma subunit
PA14 06875 -4,00384669 0 rsmY regulatory RNA
PA14 08690 -2,84192185 0 tRNA-Trp
50S ribosomal protein
PA14 09030 -2,22787497 pmD L30
PA14 15850 -2,31855596 0 hypothetical protein
PA14 20150 2,02790962 nosL NosL protein
PA14 20170 2,16839621 nosY NosY protein
PA14 20500 -2,32170153 0 tRNA-Arg
putative secreted
PA14_23690 2,04064305 0 protein
LysR family
transcriptional
PA14 23730 2,12851175 0 regulator
PA14 27610 -2,24541106 0 tRNA-Gly
PA14 29680 2.01533714 0 hypothetical protein
ATP-dependent Clp
protease adaptor
PA14 30210 -2,5334084 clpS protein ClpS
PA14 33870 2,37274861 0 hypothetical protein
PA14 35700 -2,00515349 0 hypothetical protein
PA14 35720 -2,09357878 0 hypothetical protein
PA14 35760 -2,06406174 0 hypothetical protein
PA14 38180 -2,1245334 0 hypothetical protein
PA14 46530 -2,15459893 0 hypothetical protein
PA14 46540 -2,00098914 0 hypothetical protein
putative
transcriptional
PA14 48310 2,15336216 0 regulator
PA14 49020 -2,03803145 0 hypothetical protein
immunity protein S3|
PA14 49510 -2,07848649 pyoS3| structureal gene
PA14 52560 -2,00514992 0 tRNA-Ser
PA14 55620 -2,42085858 0 58 ribosomal RNA
PA14 56560 2,2608411 0 hypothetical protein
PA14 58740 -2,04193223 0 hypothetical protein
PA14 60030 -2,00104871 0 hypothetical protein
PA14_60180 -2,16197295 0 tRNA-Asn
PA14 61890 2,02088715 0 hypothetical protein
PA14 62060 2,65850782 0 23S ribosomal RNA
preprotein translocase|
PA14 62810 -2,10070688 secG subunit SecG
PA14 65210 -2,30690065 0 tRNA-Leu
PA2958.1 -2,20180411 rgsA
PA3305.1 -2,24123297 phrS
PA3366.1 -2,79962731 amiE leader
PA3621.1 -4,15674598 rsmZ
PA4272 1 2,33297656 P27
PA4704-PA4705 -2,16440567 prrH
PA5316.1 3.98461751 102/16
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C Untersuchungen an Biofilmmatrix

1. eDNA - nicht gezeigte Farbungen mit DDAO und Live/Dead

GA 1 pg/ml ¢ St DCD-1L 512 pg/ml

PGLa 64 pg/ml SSL-25 512 pg/ml

Mag 512 pg/ml Alameth 512 pg/ml

PM 8 pg/ml TP10 16 pg/ml

MSI-103 8 pg/ml Bp100 16 pg/ml

TempA 512 pg/ml KIGAKI 128 pg/ml

TempL 2 pg/ml Vanco 64 pg/ml

LL-37 128 pg/ml Demeclo 1 pg/ml

Abbildung 66 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mit DDAO und Live/Dead-Mix und E.
faecalis. Die Bakterien wurden mit sublethalen Konzentrationen der unterschiedlichen AMPs und
zwei Antibiotika inkubiert und danach angefarbt. Die Biofilme haben sich am Boden der
Mikrotiterplatte gebildet. Die linke Spalte zeigt die Fluoreszenzaufnahmen mit DDAO und die rechte
Spalte die dazugehorigen Bilder mit dem Live/Dead Mix. Die jeweiligen Peptid-/Antibiotikanamen
und Konzentrationen wurden in weif3en Buchstaben eingefugt. Die Ansétze wurden in LBG Medium
inkubiert und die Aufnahmen wurden mit einem Inversmikroskop bei 40-facher VergréRRerung

aufgenommen.
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LL-37 128 pg/ml

PGla 64 pg/ml DCD-1L 512 pg/ml

Mag 512 pg/ml SSL-25 512 pg/ml

PM 8 pug/ml

MSI-103 8 pg/ml

TempA 32 pg/ml : Bp100 16 pg/ml

Templ 2 pg/ml KIGAKI 128 pg/ml

Abbildung 67 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen mit DDAO und Live/Dead-Mix und S.
aureus. Die Bakterien wurden mit sublethalen Konzentrationen der unterschiedlichen AMPs und
zwei Antibiotika inkubiert und danach angefarbt. Die Biofilme haben sich am Boden der
Mikrotiterplatte gebildet. Die linke Spalte zeigt die Fluoreszenzaufnahmen mit DDAO und die rechte
Spalte die dazugehorigen Bilder mit dem Live/Dead Mix. Die jeweiligen Peptid-/Antibiotikanamen
und Konzentrationen wurden in weif3en Buchstaben eingefugt. Die Ansétze wurden in LBG Medium
inkubiert und die Aufnahmen wurden mit einem Inversmikroskop bei 40-facher VergréRerung
aufgenommen.
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D Antimikrobielle Peptide

1. Atmungsuberwachung der nicht gezeigten, aber untersuchten

Peptide
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Abbildung 68 Atmungsiiberwachung von Gramicidin S und (A) MRSA 9, (B) MRSA SCV und (C)
MRSA BP. Das Peptid wurde fir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert und nach 3, 24 und 48 h
am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis betrug 5*107 KBE/m

und der Test wurde in MH Medium durchgefuhrt.
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D Antimikrobielle Peptide
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Abbildung 69 Atmungsiiberwachung von Gramicidin A und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C)
MRSA 9, (D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fir 48 h bei 37°C mit den Bakterien

inkubiert und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die

Inokulationsdosis betrug 5*107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.
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D Antimikrobielle Peptide
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Abbildung 70 Atmungsiiberwachung von PGLa und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9, (D)
MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fur 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert und
nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis
betrug 5*107 KBE/mI und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.
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D Antimikrobielle Peptide
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Abbildung 71 Atmungstberwachung von Magainin2 und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA
9, (D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fur 48 h bei 37°C mit den Bakterien
inkubiert und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die

Inokulationsdosis betrug 5*107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.
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D Antimikrobielle Peptide
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Abbildung 72 Atmungsuberwachung von PGLa/Mag2 (1:1) und (A) MRSA 9, (B) MRSA SCV und
(C) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert und nach 3, 24 und
48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis betrug 5*10”
KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgefuhrt.
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Abbildung 73 Atmungsiberwachung von MSI-103 und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9,
(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert

und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die

Inokulationsdosis betrug 5*107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 74 Atmungsiiberwachung von MAP und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9, (D)
MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fur 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert und
nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis
betrug 5*107 KBE/mI und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.
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Abbildung 75 Atmungstiberwachung von TempA und (A) S. aureus,
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(B) E. faecalis, (C) MRSA 9,

(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert
und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die

Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 76 Atmungsiiberwachung von TempL und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9,
(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert
und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die
Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 77 Atmungsuberwachung von TempShf und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9,
(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert
und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die
Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 78 Atmungsiiberwachung von LL-37 und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9, (D)
MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fur 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert und
nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis
betrug 5*107 KBE/mI und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.
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Abbildung 79 Atmungsiiberwachung von DCD-1L und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9,
(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert
und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die

Inokulationsdosis betrug 5*107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.
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Abbildung 80 Atmungsuberwachung von SSL-25 und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9,
(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert
und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die
Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 81 Atmungsiiberwachung von Alamethicin und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA
9, (D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fur 48 h bei 37°C mit den Bakterien
inkubiert und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen Die
Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 82 Atmungstberwachung von TP10 und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9, (D)
MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fur 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert und
nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die Inokulationsdosis

betrug 5*107 KBE/mI und der Test wurde in MH Medium durchgefihrt.

164



D Antimikrobielle Peptide

Nach3 h Nach 24 h

~
=]
™
=1

T T

= c

216 g 16 -

o w

E12- E12 -

£ =

° °

= =

208 L8

§ 5

Eo,a | 204

: i

<00 T e — <00 -
0051 2 4 8 16 32 64 0051 2 4 8 16 32 64

Peptidkonzentration / ug/ml Peptidkonzentration / pg/ml
B
Nach3 h Nach24 h

20 20

£ £ 1,6

g 16 - 816 -

2 3

E12 E12

o °

E 08 _3_, 038

§ g

E-OA. i §0’a I II II I

Qoo M M N N NEN 200 : : : I —
0 2 4 8 16 32 64 12825 0 2 4 8 16 32 64 128256

Peptidkonzentration / ug/ml Peptidkonzentration / pg/ml
C
Nach3 h Nach24 h
204 20
£ £
E 16 | § 16
E 1,2 4 E 12 -
o
8o 308
§ g
i LT il il
200 M, eI 2 00 iil ; I —
0051 2 4 8 16 32 64 0051 2 4 8 16 32 64
Peptidkonzentration / ug/ml Peptidkonzentration / ug/ml
o]
Nach3 h Nach24 h
.20 .20
:
g1s g 16 -
E 12 5 1,2
e
Bos 508
H §
i 1T o |
EX TR S _ 200 l ll I o
0051 2 4 8 16 32 o4 0051 2 4 8 16 32 64
Peptidkonzentration / ug/ml Peptidkonzentration / pg/ml
E
Nach3 h Nach 24 h
_20 20
£ £
2 16 216
g 3
E 1,2 g 1,2 -
e S
Gos Bog-
§ g
E-Oiq | I I I EID"Q i i i I
200 R 200 . —_—
0051 2 4 8 16 32 b4 0051 2 4 8 16 32 64
Peptidkonzentration / ug/ml Peptidkonzentration / pg/ml

Absorption (570 nm - 600 nm) Absorption (570 nm - 600 nm) Absorption (570 nm - 600 nm)
=)

Absorption (570 nm - 600 nm)

Absorption (570 nm - 600 nm)

2,0

1,6

o
oo

o
=

,0

2,0

1,6

1,2

08

0,4

0,0

2,0

16

1,2

0,8

0,4

0,0

2,0

1,6

1,2

08

0,4

0,0

Abbildung 83 Atmungsiiberwachung von Bp100 und (A) S. aureus,
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(B) E. faecalis, (C) MRSA 9,
(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert
und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die

Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 84 Atmungsuberwachung von KIGAKI und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C) MRSA 9,
(D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fiir 48 h bei 37°C mit den Bakterien inkubiert
und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die

Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 85 Atmungsiiberwachung von Vancomycin und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C)
MRSA 9, (D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fir 48 h bei 37°C mit den Bakterien
inkubiert und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die
Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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Abbildung 86 Atmungsiiberwachung von Demeclocyclin und (A) S. aureus, (B) E. faecalis, (C)
MRSA 9, (D) MRSA SCV und (E) MRSA BP. Das Peptid wurde fir 48 h bei 37°C mit den Bakterien
inkubiert und nach 3, 24 und 48 h am Spektrophotometer bei 570 und 600 nm vermessen. Die
Inokulationsdosis betrug 5107 KBE/ml und der Test wurde in MH Medium durchgeftihrt.
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2. Beobachtete Biofilmkolonien aus der Atmungsuberwachung
a) S.aureus DSM 1104

PGLa 64 pg/ml M&ag2 512 pg/mis=Wanco 1 ugfml

Abbildung 87 Induzierte Biofilme von S. aureus und diverser AMPs/Antibiotika. Die Namen der
Wirkstoffe sind in den Bildern mit ihrer verwendeten Konzentration angegeben. Aufgenommen mit
dem Inversmikroskop und einer 40-fachen VergroRerung direkt aus den Mikrotiterplatten der
Atmungsiiberwachung nach 48 h Inkubation bei 37 °C (Das Bild von Vancomycin wurde mit der
Kamera von Leica aufgenommen im Gegensatz zu den anderen die mit der Canon Kamera
aufgenommen wurden, siehe Materialliste).

b) E. faecalis DSM 2570

PM 256 pg/ml

KIGAKI 128 pg/ml

Abbildung 88 Induzierte Biofilme von E. faecalis und diverser AMPs/Antibiotika. Die Namen der
Wirkstoffe sind in den Bildern mit ihrer verwendeten Konzentration angegeben. Aufgenommen mit
dem Inversmikroskop und der Canon Kamera und einer 40-fachen VergréRerung direkt aus den
Mikrotiterplatten der Atmungsuberwachung nach 48 h Inkubation bei 37 °C.
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c) MRSAO

KIGAKI 32 pg/ml "TP10 4 pg/ml PM 64 pg/m!

Abbildung 89 Induzierte Biofilme von E. faecalis und diverser AMPs/Antibiotika. Die Namen der
Wirkstoffe sind in den Bildern mit ihrer verwendeten Konzentration angegeben. Aufgenommen mit
dem Inversmikroskop und der Leica Kamera und einer 40-fachen VergrofRerung direkt aus den
Mikrotiterplatten der Atmungsuberwachung nach 48 h Inkubation bei 37 °C.

d) MRSA SCV

TPld‘ [l Bp100 16 pg/ml KIGAKI 32 pug/ml

.

PM 16 pg/ml

Abbildung 90 Induzierte Biofilme von MRSA SCV und diverser AMPs/Antibiotika. Die Namen der
Wirkstoffe sind in den Bildern mit ihrer verwendeten Konzentration angegeben. Aufgenommen mit
dem Inversmikroskop und der Leica Kamera und einer 40-fachen VergroRerung direkt aus den
Mikrotiterplatten der Atmungsiiberwachung nach 48 h Inkubation bei 37 °C.
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e) MRSA BP

GA 2 pg/ml Mag2 256 pg/ml MAP 4 pg/ml

TempL 16 pg/mi - Tempshf512 ug/ml  ¥P10 16pg/ml

Bp100 16 pg/ml KIGAKI 32 pg/ml PM 32 pg/ml

Abbildung 91 Induzierte Biofilme von MRSA BP und diverser AMPs/Antibiotika. Die Namen der
Wirkstoffe sind in den Bildern mit ihrer verwendeten Konzentration angegeben. Aufgenommen mit
dem Inversmikroskop und der Leica Kamera und einer 40-fachen VergréfRerung direkt aus den
Mikrotiterplatten der Atmungsuberwachung nach 48 h Inkubation bei 37 °C.

171



3. Auswertung biofilmhemmende Konzentration (MBHK)
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Abbildung 92 Auswertung der biofiimhemmenden Konzentration (MBHK) fur Gramicidin S und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeférbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen
Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 93 Auswertung der biofiimhemmenden Konzentration (MBHK) fiir Gramicidin A und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 94 Auswertung der biofilmhemmenden Konzentration (MBHK) fir PGLa und S. aureus
(A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 95 Auswertung der biofimhemmenden Konzentration (MBHK) flr Magainin2 und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24

h Inkubation mit Kristallviolett angeférbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse
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Abbildung 96 Auswertung der biofimhemmenden Konzentration (MBHK) fir PGLa/Mag2 (1:1)und
S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und
E. faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach

24 h Inkubation mit Kristallviolett angefarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 97 Auswertung der biofiimhemmenden Konzentration (MBHK) fur MSI-103 und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24

h Inkubation mit Kristallviolett angeférbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 98 Auswertung der biofimhemmenden Konzentration (MBHK) fir MAP und S. aureus
(A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24

h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 99 Auswertung der biofimhemmenden Konzentration (MBHK) fir TemporinA und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24

h Inkubation mit Kristallviolett angefarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 100 Auswertung der biofilmhemmenden Konzentration (MBHK) fur TemporinL und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24

h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 101 Auswertung der biofiimhemmenden Konzentration (MBHK) fir TemporinShf und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24

h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 102 Auswertung der biofilmhemmenden Konzentration (MBHK) fur LL-37 und S. aureus
(A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.

A Biofilminhibierung DCD-1L B Biofilminhibierung DCD-1L C Biofilminhibierung DCD-1L
20 20 2,0
£
E 16 E 16 T Eas
2 H Fl
-? 1.2 % 12 312
3 2 2
.% 038 gov! E 08
¥
04 04
H 2 g0 I II
00 00 0,0
S B gt S e ePe it AR R R
Peptidkonzentration / ug/ml Peptidkonzentration / ug/mi Peptidkonzentration / jg/mi
D' giofilminhibierung DCD-1L E Biofiminhibierung DCD-11 F' siofilminhibierung DCD-1L

20 20 2,0
E 16 E 16 £i6
12 2 12 £
3 X 312
.gp,g fos £os
204 EM §
: : o I I I I
00 00 00
e
AR R MR R SR nm\eﬁm@&i&%ﬁy&u
Peptidkonzentration / ug/m! Peptidkanzentration / ug/mi Peptidkonzentration / pg/ml

G Biofilminhibierung DCD-1L

ool‘l“‘ll‘

AR E R

Peptidkonzentration / ug/m!

N B B

Absorption bei 595 nm
e o =
g 3

Abbildung 103 Auswertung der biofilmhemmenden Konzentration (MBHK) fur DCD-1L und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeférbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 104 Auswertung der biofiimhemmenden Konzentration (MBHK) fiur SSL-25 und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 105 Auswertung der biofiimhemmenden Konzentration (MBHK) fiir Alamethicin und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 106 Auswertung der biofilmhemmenden Konzentration (MBHK) fur TP10 und S. aureus
(A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 107 Auswertung der biofimhemmenden Konzentration (MBHK) fur Bp100 und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeférbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 108 Auswertung der biofilmhemmenden Konzentration (MBHK) fiur KIGAKI und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 109 Auswertung der biofimhemmenden Konzentration (MBHK) fiir Vancomycin und S.
aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E.
faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach 24
h Inkubation mit Kristallviolett angeféarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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Abbildung 110 Auswertung der biofiimhemmenden Konzentration (MBHK) fir Demeclocyclin und
S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und
E. faecalis WW6 (G). Die Bakterien wurden direkt mit den Peptiden/Antibiotika inokuliert und nach
24 h Inkubation mit Kristallviolett angefarbt. Der MBIK-Wert entspricht einer mindestens 50%igen

Verminderung der Biofilmmasse.
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4. Biofilm atmungsinhibierende — und biofilmeliminierende

Konzentrationen
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Abbildung 111 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Gramicidin S. Es wurde der Effekt des
Peptids auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit MRSA 9 (A), MRSA SCV (B),
MRSA BP (C), E.faecalis WW4 (D) und E. faecalis WW6 (E) untersucht. Zuvor wurden die Biofilme
fur 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2 durchgefuhrt.
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Abbildung 112 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Gramicidin A. Es wurde der Effekt des
Peptids auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B),
MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G)
untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei

37°C und 5 % CO2 durchgefihrt.
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Abbildung 113 Bestimmung der MBAHK und MBEK von PGLa. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2

durchgefihrt.
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Abbildung 114 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Mag2. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO:

durchgefihrt.
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Abbildung 115 Bestimmung der MBAHK und MBEK von PGLa/Mag2 (1:1). Es wurde der Effekt
des Peptids auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B),
MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G)
untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fiir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei

37°C und 5 % CO2 durchgefihrt.
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Abbildung 116 Bestimmung der MBAHK und MBEK von MSI-103. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme flr 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2

durchgefiihrt.
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Abbildung 117 Bestimmung der MBAHK und MBEK von MAP. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit MRSA 9 (A), MRSA SCV (B), MRSA BP
(C), E.faecalis WW4 (D) und E. faecalis WW6 (E) untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fir 24 h

angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO: durchgefiihrt.
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Abbildung 118 Bestimmung der MBAHK und MBEK von TempA. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fur 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO:2

durchgefiihrt.
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Abbildung 119 Bestimmung der MBAHK und MBEK von TempL. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2

durchgefihrt.
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Abbildung 120 Bestimmung der MBAHK und MBEK von TempShf. Es wurde der Effekt des
Peptids auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B),
MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G)
untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei

37°C und 5 % CO2 durchgefihrt.
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Abbildung 121 Bestimmung der MBAHK und MBEK von LL-37. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2

durchgefihrt.
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Abbildung 122 Bestimmung der MBAHK und MBEK von DCD-1L. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO:

durchgefiihrt.
187



A Nach 24 h Peptidbehandiung B Nach 24 h Peptidbehandlung c Nach 24 h Peptidbehandlung
20 20
E £ E _
716 216 216
2 b = T
2 12 _5_ 12 E 1,2
08 08
o 04
502 g
-':5 § 00 5 0.0
go0 B o hepens B OCede@ps
(] 001 2 4 8 16 2 6a18  § * L ¥ WAT e
z H
Peptidkonzentration / ug/ml = Peptidkonzentration / pg/mi C4 Peptidkonzentration / pg/ml
b Nach 24 h Peptidbehandlung E Mach 24 h Peptidbehandlung Nach 24 h Peptidbehandlung
E 2,0 £ 2,0 E
& a :
E 16 a 1,6 a L6
= 3 H
512 512 512
08 08
04 04
5 00 %00 Enu
£ £ £
E o res el Eooreteppdg B S TeRegegg
2 Peptidkonzentration / ug/mi 2 Peptidkonzentration / ug/ml 2 Peptidkonzentration / ug/m!

[}

Nach 24 h Peptidbehandlung

nc|“‘ “‘

S EeREFEI

Peptidkonzentration / ig/ml

Jund 595 nm
2 e =N
5 N & B

o
iy

Absorption

Abbildung 123 Bestimmung der MBAHK und MBEK von SSL-25. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2

durchgefihrt.
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Abbildung 124 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Alamethicin. Es wurde der Effekt des
Peptids auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B),
MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G)
untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei

37°C und 5 % CO2 durchgefihrt.
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Abbildung 125 Bestimmung der MBAHK und MBEK von TP10. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2

durchgefihrt.
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Abbildung 126 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Bp100. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fur 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO:

durchgefiihrt.
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Abbildung 127 Bestimmung der MBAHK und MBEK von KIGAKI. Es wurde der Effekt des Peptids
auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B), MRSA 9
(C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G) untersucht. Zuvor
wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei 37°C und 5 % CO2

durchgefihrt.
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Abbildung 128 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Vancomycin. Es wurde der Effekt des
Peptids auf bereits bestehende Biofiime nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B),
MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G)
untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fir 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei
37°C und 5 % CO2 durchgefihrt.
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Abbildung 129 Bestimmung der MBAHK und MBEK von Demeclocyclin. Es wurde der Effekt des
Peptids auf bereits bestehende Biofilme nach 24 h Inkubation mit S. aureus (A), E. faecalis (B),
MRSA 9 (C), MRSA SCV (D), MRSA BP (E), E.faecalis WW4 (F) und E. faecalis WW6 (G)
untersucht. Zuvor wurden die Biofilme fur 24 h angezogen. Die Inkubationen wurden jeweils bei
37°C und 5 % CO2 durchgefihrt.
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