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1 Einleitung

Wirts-Abwehr-Peptide (Host Defense Peptides; HDPs)

Wirts-Abwehr-Peptide (englisch: Host Defense Peptides, HDPs) sind eine sehr urspringliche
und wichtige Komponente der angeborenen Immunabwehr. HDPs werden in sémtlichen
Lebewesen, von Bakterien Uber Pflanzen, Invertebraten- und Vertebraten-Spezies bis hin
zum Menschen gefunden. Sie umfassen eine strukturell heterogene Gruppe von antimikro-
biellen Peptiden (Zasloff, 2002), deren primare Funktion das effektive Abtéten von in den
Organismus eindringenden Pathogenen ist; es ist jedoch in den letzten Jahren zunehmend
klar geworden, dass viele HDPs aufRerdem wichtige Funktionen als Immunmodulatoren
haben, die teilweise sogar relevanter als ihre direkt antimikrobiellen Eigenschaften sein
kénnten (Hancock & Sahl, 2006). HDPs sind gencodiert und entstehen durch einen oder
mehrere proteolytische Prozessierungsschritte aus Vorlaufer-Peptiden. Folgende Eigen-
schaften zeichnen sie aus: Sie sind kurze Peptide, die aus 10-50 Aminoséauren bestehen,
fast immer eine positive Nettoladung besitzen und einen substanziellen Anteil an hydro-
phoben Resten enthalten (= 30%) (Hancock & Lehrer, 1998; Hancock & Sahl, 2006; Zasloff,
2002). Diese Eigenschaften ermdglichen es den Peptiden, eine amphiphile dreidimensionale
Struktur anzunehmen, so dass sich auf der Oberflache sowohl hydrophobe als auch
hydrophile Bereiche bilden. Lineare Peptide, wie zum Beispiel das aus Fréschen isolierte
Magainin (Zasloff, 1987), nehmen diese Konformation nur dann ein, wenn sie mit
mikrobiellen Membranen in Kontakt treten; hierbei formen sie eine o-helikale Sekundéar-
struktur. Generell zeigen HDPs mikrobizide Wirkung gegen Bakterien, Pilze, einige Parasiten
und Viren. In multizellularen Organismen kdnnen sie systemisch (z.B. in Insekten-Hamo-
lymphe oder in Immunzellen von Vertebraten) oder lokal in spezifischen Zell- oder Gewebe-
typen (z.B. in Epithelien) exprimiert werden. Bis zum Jahre 2004 sind fast 900 Eintrage eu-
karyotischer HDPs in einer eigens erschaffenen Datenbank annotiert worden (Tossi, 2002).
Diese kdnnen basierend auf ihren strukturellen Eigenschaften, ihrer Aminosauresequenz und
der Anzahl an Disulfidbriickenbindungen in finf Gruppen unterteilt werden (s. Tabelle 1.1):
Die erste Gruppe erfasst lineare, a-helikale Peptide, die keine Cysteinreste enthalten, wie
z.B. das humane Peptid LL-37, das zu der Gruppe der Cathelicidine gehort. Die HDPs der
zweiten Gruppe besitzen ausgeweitete a-Helices, die reich an Prolin, Glycin, Tryptophan,
Arginin und/oder Histidin sind. Ein Beispiel fur diese Gruppe ist das Indolicidin, das in
Rindern gebildet wird. Die dritte Gruppe zeichnet sich durch eine Ringstruktur im Molekul
aus, die eine Disulfidbriickenbindung enthélt. Als Beispiele sind hier das Brevinin und das
Bactenesin zu nennen. Die vierte Gruppe ist durch rigide, antiparallele B-Faltblattstrukturen

charakterisiert, die durch zwei bis vier Disulfidbrtickenbindungen stabilisiert werden.
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Tabelle 1.1. Klassifikation von eukaryotischen HDPs gema&R ihrer strukturellen Eigenschaften
(verandert nach Schneider et al., 2005).

Strukturelle Eigenschaften Beispiele Spezies
LL-37 Menschen
Amphiphile a-helikale Peptide CAP18 Kaninchen
Magainin Frosche
Verlangerte a-helikale Strukturen, reich an Drosocin Insekten
Glycin, Prolin, Tryptophan, Arginin und/oder Bac-7 Huftiere
Histidin Indolicidin Rinder
Ringstruktur mit einer Disulfidbriicke Brevmln' Frpsche
Bactenesin Rinder
a-Defensine Menschen, Ratten,
p-Faltblatt-Struktur mit zwei bis vier Bﬁgsg?:e Kargirr;:ehen
. S i
Disulfidbrucken Protegrine Menschen, Rinder,
Mause, Schweine
. . . 0-Defensine
Zyklische, dimere Peptide Demidefensin-1 Affen

Hierzu gehoren z.B. die a- und B-Defensine sowie die Protegrine. Die flnfte strukturelle
Gruppe bilden die zyklischen 6-Defensine, die komplex durch posttranslationale Zyklisierung
von zwei kurzen, a-Defensin-ahnlichen Peptiden modifiziert werden (Tang et al., 1999). Von
diesen Peptiden sind bislang erst wenige Vertreter identifiziert worden. Des Weiteren gibt es
auch Peptide, die sich in keine der genannten Gruppen einteilen lassen. Abbildung 1.1 zeigt
die Strukturen einiger Peptide.

Auch Bakterien selber produzieren antimikrobielle Peptide, die teilweise kationische Eigen-
schaften besitzen. Diese sogenannten Bacteriocine kénnen bakterielle Konkurrenten ab-
téten, ohne ihrem Produzenten Schaden zuzufiigen; dieser schiitzt sich durch ABC-Trans-
porter und/oder durch spezifische Immunitatspeptide vor der Wirkung des Peptids (Reis et
al., 1994; Saris et al., 1996). Viele Bacteriocine aus Gram-positiven Bakterien werden post-
translational modifiziert, bevor sie aus den Zellen transportiert werden (Hechard & Sabhl,
2002; Pag & Sahl, 2002). Die Peptide sind strukturell sehr flexibel und bilden amphiphile
Strukturen erst dann aus, wenn sie mit bakteriellen Membranen in Kontakt kommen, &hnlich
wie oben fur die a-helikalen HDPs beschrieben; allerdings gilt dies auch fir solche Bacterio-

cine die eine oder zwei Disulfidbriickenbindungen enthalten.
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Abbildung 1.1. Strukturen und Sequenzen von ausgewdahlten Wirts-Abwehr-Peptiden (HDPs)
und einem Bacteriocin. Verandert nach Hancock & Sahl (2006).

Kilrzlich haben Yount & Yeaman (2004) durch bioinformatische Untersuchungen eine
strukturelle und funktionelle Kongruenz zwischen diesen Bacteriocinen und solchen HDPs
gefunden, die Disulfidbricken besitzen: ein hochkonserviertes y-Kern-Motiv (s. Abbildung
1.2). Dieses Motiv ist eine dreidimensionale Struktur, die sich aus der bidirektionellen
Orientierung von spezifischen Aminosauresignaturen bildet. Das y-Kern-Motiv kann aus ganz
unterschiedlichen Priméarstrukturen entstehen und ist nicht nur in HDPs wie den Defensinen,
sondern auch in manchen Polypeptid-Toxinen, Kinocidinen (mikrobizide Chemokine) und
Thioninen (pflanzliche, cytotoxische Peptide) zu finden, die sich offensichtlich von den
bakteriellen Peptiden ableiten und die sich im Laufe der Evolution auf verschiedene
Funktionen spezialisiert haben (Yeaman & Yount 2007). Zum Einen haben sich also aus
dem gemeinsamen prokaryotischen Vorlaufer solche Peptide gebildet, deren Funktion das
Abtoten ist, zum Anderen aber auch solche, die Erkennungs- bzw. Signalfunktionen haben.

Polypeptide, die vorher als distinkt in Form und Funktion galten, sind demnach Mitglieder
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einer evolutionar sehr alten Familie von Wirts-Abwehr-Effektoren, deren Ursprung bei den
Prokaryoten selbst liegt.

Ancestor

('L} Complex y-core topology 3
g

Prokaryote Eukaryote

¢ Simple I
-core
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Xylem - L
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Plant thionins : {(_,
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Abbildung 1.2. Die Hypothese der gemeinsamen Herkunft von y-Kern-enthaltenden HDPSs. In
diesem Modell entstanden archetypische Vorlaufermolekile in frihen prokaryotischen und eu-
karyotischen Spezies. Die phylogenetische Diversifikation verstarkt die Gewebespezialisierung
und die damit einhergehenden Vorteile fir die Immunabwehr. Bis heute kénnen die multidi-
mensionellen Kern-Motive der frihesten prokaryotischen Lebensformen in den hochent-
wickelten Eukaryoten gefunden werden (Yeaman & Yount, 2007).

Wirkungsweise der Wirts-Abwehr-Peptide (HDPs)

Aufgrund ihrer positiven Nettoladung und ihrer amphiphilen Tertidrstruktur wurde postuliert,
dass kationische HDPs mit negativ geladenen bakteriellen Oberflachen und Membranen
interagieren und diese zerstéren. Dies wurde meist anhand von Modellmembranen und
Liposomen untersucht (Fujii et al., 1993; Hristova et al., 1996; Kagan et al., 1990; Matsuzaki
et al., 1995; Wimley et al., 1994; Ruhr & Sahl, 1985; Sahl, 1985). Es entstanden mehrere
kontroverse Modelle Uber die Art der Wechselwirkungen zwischen Peptid und Modell-

membran. Das ,Teppich-Modell“ (Pouny et al., 1992) besagt, dass sich die kationischen
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Bereiche der amphiphilen Peptide durch elektrostatische Wechselwirkungen mit den
anionischen Phospholipiden der bakteriellen Membranen an diese anlagern und dabei wie
einen Teppich (,carpet®) bedecken. Bei einer ausreichend hohen Peptidkonzentration wird
dann das Phospholipid-Bilayer durch Bildung von Mizellen und undefinierten Poren zerstort
(s. Abbildung 1.3).

Elektrostatische
Wechselwirkungen

L R A R A R A I A e I | =4
DD ADDDPD PP DOSS D

Membran-

Permeation

Abbildung 1.3. ,,Teppich-Modell“ (,,carpet model“) fiir die membranzerstérende Wirkung von
kationischen, amphiphilen antimikrobiellen Peptiden. Danach lagern sich die Peptide grol3-
flachig wie ein Teppich an die negativen Kopfgruppen der Bakterienmembran an und fihren zu
deren Zerstérung durch Bildung von Mizellen und unspezifischen Poren.

Zwei weitere Theorien beruhen auf der Bildung von fassartigen (,barrel-stave“) (Ehrenstein &
Lecar, 1977; Yang et al., 2001) oder ringartigen (,toroidal“) (Matsuzaki et al., 1996) Poren,
die durch die Anlagerung und das Eindringen der Peptide in die Membranen entstehen.
Artifizielle Membranen, die fur die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen HDPs und
Membranen benutzt wurden und die wichtige Erkenntnisse Uber die Interaktionen der
Peptide mit Membranen geliefert haben, spiegeln jedoch in keinster Weise die komplexe
Situation an und in einer Bakterienmembran und -zellwand wider; sie sind deshalb fir die
Erforschung der Abtotungsmechanismen nur von begrenzter Aussagekraft. In mikrobiellen
Membranen finden komplexe Biosynthese- und Abbau-Prozesse in Raum und Zeit koor-
diniert statt, die in solchen Modellsystemen vernachlassigt werden. Es gibt vermehrt Hin-
weise darauf, dass die Wirkungsweise der HDPs differenzierter betrachtet werden muss und
dass vielfaltige, komplexe Eingriffe in die funktionelle Organisation der Cytoplasmamembran
in das Abtdten von Mikroben involviert sind (Brogden, 2005; Friedrich et al., 2000; Harder et
al., 2001; Koo et al., 2001; Sahl et al., 2005; Vylkova et al., 2007; Xiong et al., 2005); dabei
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bleibt unbestritten, dass die bakterielle Membran sicherlich fir die meisten Peptide den
wesentlichen Wirkungsort darstellt. Fur einige HDPs wurden auch intrazellulare Angriffsorte
identifiziert; beispielsweise binden Tachyplesin und Buforin 1l an DNA, andere HDPs inhi-
bieren die RNA- oder Proteinbiosynthese (Brogden, 2005). Ein eindrucksvolles Beispiel fur
die Komplexitdt der Wirkungsmechanismen von amphipathischen Peptiden ist das
kationische Lantibiotikum Nisin, das zu der Gruppe der Bacteriocine (bakterielle HDPS)
gehort und von Lactococcus lactis produziert wird. Lantibiotika wirken nur gegen Gram-
positive Bakterien, da sie die duRere Membran der Gram-negativen Bakterien nicht zu durch-
dringen vermdgen (Kordel & Sahl, 1986). Sie enthalten die seltenen Thioether-Aminoséauren
Lanthionin und Methyllanthionin, die posttranslational entstehen. Die Thioether haben die
gleiche stabilisierende Funktion wie die Disulfidbriicken in anderen HDPs (z.B. in De-
fensinen), sind aber chemisch stabiler. Zunachst wurde fir den Wirkungsmechanismus von
Nisin und anderen Lantibiotika ein Modell postuliert, in dem man von einer fassartigen (Ruhr
& Sahl, 1985; Sahl, 1991), spéater von einer keilférmigen Porenbildung ausging (Driessen et
al., 1995). Es konnte dann jedoch fir Nisin gezeigt werden, dass es ganz spezifisch die
membrangebundene Peptidoglykanvorstufe Lipid Il bindet und als Ankermolekul benutzt, um
an die bakterielle Membran zu gelangen und anschlieRend spezifische Poren zu bilden
(Breukink et al., 1999; Brotz et al.,, 1998; Wiedemann et al., 2001). Des Weiteren wurde
nachgewiesen, dass Nisin sekundar die Autolyse verschiedener Staphylokokkenstamme
induziert, indem das kationische Molekil mit den polyanionischen Teichonsduren in
Wechselwirkung tritt (Bierbaum & Sahl, 1985; Bierbaum & Sahl, 1987). Dies fuihrt zum Abbau
der Zellwand, der vor allem im Bereich der Septen zwischen zwei Tochterzellen stattfindet
(Bierbaum & Sahl, 1991). Nisin besitzt also multiple Wirkungsmechanismen. Ahnlich
komplexe Mechanismen sind inzwischen fir andere antimikrobielle Substanzen gezeigt
worden. Mit einem einfachen Teppich- oder Porenbildungsmodell lassen sich solche
molekularen Effekte jedoch nicht adaquat beschreiben.

Bis heute zeigen die evolutionar ,alten HDPs eine akzeptable Wirksamkeit gegen Mikro-
organismen, d.h. sie sind nicht durch die Selektion von Hochresistenzmechanismen
wirkungslos geworden. Trotzdem haben Bakterien, die zur Flora von héheren Wirtsorga-
nismen gehodren, gewisse Resistenzmechanismen gegen kationische HDPs entwickelt.
HDPs mussen die vielschichtige bakterielle Zellhille durchdringen, um an die Cytoplasma-
membran zu gelangen. Daher spielen die Permeabilitdt, die Dicke und die physikochemi-
schen Eigenschaften der bakteriellen Zellhille eine wichtige Rolle fur die Empfindlichkeit von
Bakterien gegenuber HDPs. Durch verschiedene Modifikationen der Zellhille kénnen
Bakterien sich gegen HDPs schiitzen. Die wohl am besten untersuchten Anpassungen von
Bakterien an HDP-Stress sind die kovalente D-Alanylierung der negativ geladenen Teichon-

sauren in Gram-positiven Bakterien sowie die kovalente Einfiihrung von Lysin in die an-
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ionischen Phosphatidylglycerol-Fettsauren der bakteriellen Cytoplasmamembran (Peschel &
Collins, 2001; Peschel et al., 1999; Staubitz et al.,, 2004; Staubitz & Peschel, 2002;
Weidenmaier et al., 2005). Teichonsauren bestehen aus alternierenden Phosphat- und
Glycerol oder Ribitol-Gruppen, die mit D-Alanin oder N-Acetylglucosamingruppen substituiert
sind. Die Teichonsduren sind entweder in der Cytoplasmamembran (Lipoteichonsauren)
oder im Peptidoglykannetz (Zellwandteichonséuren) verankert und besitzen polyanionische
Eigenschaften. Durch einen hohen Alanylierungsgrad kann die negative Nettoladung der
Teichonsauren reduziert werden und so zu deren geringerer Affinitat gegeniber positiv
geladenen Molekilen wie den HDPs fihren. Analog dazu bewirkt die Einfihrung von positiv
geladenen L-Lysinmolekilen in die anionischen Phophatidylglycerol-Fettsduren der Cyto-
plasmamembran eine Reduktion der negativen Ladungen auf der Oberflache, die damit
ebenfalls eine geringere Affinitat zu kationischen Substanzen hat. Andere Resistenzmecha-
nismen beruhen auf der Bildung von Proteasen, der Modifikation von Lipid A in Gram-
negativen Bakterien und auf Effluxpumpen, die die Peptide von den Membranen wegpumpen
kénnen. Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick tiber die bisher beschriebenen Resistenzmecha-
nismen. All diese Mechanismen flihren jedoch nicht zu einer vollstdndigen Resistenz gegen-
tber HDPs.

Tabelle 1.2. Bakterielle Resistenzmechanismen gegen kationische HDPs. Verandert nach
Peschel (2002).

Resistenzmechanismus und
beteiligte Gene

Spezies

Peptide, bei denen dieser
Mechanismus einen Effekt
hat (Beispiele)

Einfigen von D-Alanin in
Teichonséuren
dItABCD

Staphylococcus aureus

a-Defensin HNP1-3 (Mensch)
Protegrine (Schwein)
o-helikales Magainin Il

(Frosch)
Modifikation von a-Defensin HNP1-3 (Mensch)
Phosphatidylglycerol mit L-Lysin Staphylococcus aureus Protegrine

mprF

Indolicidin (Rind)

Erhohte Lipid A-Acylierung
phoPQ, pagP

Salmonella enterica serovar
Typhimurium

LL-37 (Mensch)
CRAMP (Maus)
Protegrin PG1 (Schwein)

Lipid A-Modifiaktion mit
Aminoarabinose
pmrAB, pmrE, pmrHFIJKL

Salmonella enterica serovar
Typhimurium
Proteus mirabilis

Lipopeptid Polymyxin B
(Bakterien)
Protegrin IB-367 (synthetisch)

Protease in der auReren Membran
pgtE

Salmonella enterica serovar
Typhimurium
Escherichia coli

LL-37 (Mensch)
CRAMP (Maus)
o-helikales Protamin (Lachs)

Effluxpumpe
mtrCDE

Neisseria gonorrhoeae

LL-37 (Mensch)
Protegrin PG1 (Schwein)
Tachiplesin TP1 (Krabbe)

Effluxpumpe
quacA

Staphylococcus aureus

Thrombocidin tPMP1
(Kaninchen)

Dies hat mehrere Grinde. Zum Einen exprimieren die meisten mehrzelligen Organismen

neben einer Reihe weiterer antimikrobieller Proteine wie z.B dem Lysozym und der RNase 7




1 Einleitung 8

eine Mischung aus HDPs der unterschiedlichen strukturellen Klassen, um ein Gewebe
optimal gegen eindringende Pathogene zu schiitzen. Diese Peptide haben dort dann ein
Uberlappendes Wirkungsspektrum und zwar sowohl auf der antimikrobiellen, als auch auf der
immunmodulatorischen Ebene. Des Weiteren kénnte das Fehlen von Hochresistenzen durch
erhohte Fitness-Kosten erklart werden, die durch die Entwicklung und die Expression der
Gene entstehen, die fur die Resistenzentwicklung nétig sind. Auf3erdem kann die bakterielle
Membran nur in eingeschrankten MalRe modifiziert werden, da sie ein strukturell extrem
wichtiger Bestandteil der Zelle ist. Eine zusatzliche Erklarung fir das Fehlen von
hochresistenten Bakterien konnte die spezifische Regulierung der HDPs sowohl auf
transkriptioneller Ebene, als auch durch enzymatische Prozessierung und Sekretion liefern.
All diese Griinde tragen vermutlich dazu bei, dass die kationischen HDPs tber Jahrmillionen

inre antimikrobielle Wirksamkeit behalten konnten.

Immunmodulatorische Funktionen von Wirts-Abwehr-Peptiden (HDPS)

Humane HDPs werden in den verschiedenen Geweben des Koérpers in unterschiedlichen
Konzentrationen exprimiert. a-Defensine sind besonders in den Granulozyten von Neutro-
philen (HNP 1-4) und Panethzellen des Dinndarms (HNP 5-6), wo sie in das Darmlumen
sekretiert werden konnen, reichlich vorhanden. B-Defensine werden dagegen hauptséchlich
in den Epithelien mehrerer Organe wie der Atemwege, des Darmes und der Haut gebildet
(Froy, 2005). LL-37, das einzige humane Cathelicidin, wird ebenfalls in Epithelien (Kera-
tinocyten) und auf3erdem in Leukozyten produziert (Sayama et al., 2005). Teilweise werden
die HDPs in diesen Geweben konstitutiv exprimiert (z.B. humanes B-Defensin 1), teilweise
sind sie nach Stimulation durch Kontakt der Zellen mit Pathogenen induzierbar (z.B.
humanes B-Defensin 2 und 3). Das LL-37 und die Defensine sind die wichtigsten HDPs der
Immunabwehr des Menschen.

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass die einzige Rolle von HDPs in der angeborenen
Immunabwehr die direkte Abwehr von Infektionen durch das Abtdten von eindringenden
Mikroorganismen sei. Seit einigen Jahren mehren sich jedoch die Befunde, dass diese
Peptide diverse und komplexe Rollen in der Immunantwort spielen (Bowdish et al., 2005a;
Bowdish et al., 2005b; Brown & Hancock, 2006; Hancock & Diamond, 2000; Hancock &
Sahl, 2006; Hoffmann et al., 1999; Jenssen et al., 2006; Mookherjee et al., 2006; Niyonsaba
et al., 2005; Rosenfeld et al., 2006; Selsted & Ouellette, 2005). Ihre Funktionen sind in
hoheren Tieren nicht nur auf die angeborene Immunabwehr beschrankt, sondern sie wirken
auch auf das adaptive Immunsystem ein. Am Besten untersucht sind die Funktionen der
humanen HDPs, auf deren immunmodulatorische Effekte hier eingegangen werden soll. Die

angeborene Immunabwehr wird durch konservierte bakterielle Signalmolekile (wie zum
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Beispiel dem bakteriellen Lipopolysaccharid) eingeleitet, die von wirtseigenen Struktur-
Erkennungs-Rezeptoren wie den Toll-like Rezeptoren (TLRs) gebunden werden. Diese losen
anschlieRend Effektormechanismen wie die Freisetzung von Cytokinen sowie die Expression
von humanen HDPs aus. Im Gegenzug kdnnen humane HDPs zellulare Funktionen wie
Chemotaxis, Gentranskription und Cytokinproduktion sowohl auslésen, als auch komplemen-
tieren oder verhindern. Solche Effekte flihren dann zur Elimination der Bakterien. Des
Weiteren haben diese Peptide neben dieser antimikrobiellen Aktivitat weitere Funktionen,
wie die Unterdriickung der Bakterien-induzierten Cytokinproduktion, die Stimulierung der
Wundheilung und Angiogenese.

Im Rahmen einer Immunaktivierung werden HDPs am Ort der Infektion oder der Verletzung
sekretiert und haben dort eine chemotaktische Wirkung auf Effektorzellen (Neutrophile,
Mastzellen und Monozyten). Sie induzieren auf3erdem die Transkription und Sekretion von
Chemokinen und Histaminen (aus Mastzellen) und beeinflussen die Transkription von vielen
Genen in Monozyten, Epithel- und anderen Zellen. Zusammen bewirken diese Aktionen die
Rekrutierung von Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, die fir die zellu-
laren und humoralen Reaktionen auf Pathogene benétigt werden. So sind zum Beispiel a-
Defensine und die B-Defensine hBD2, -3 und -4 chemotaktisch wirksam fur Monozyten, T-
Zellen und unreife Dendrozyten; LL-37 induziert die Freisetzung von IL-8, was wiederum die
Chemotaxis von Neutrophilen stimuliert und zu einer Freisetzung von noch héheren LL-37
Konzentrationen fihrt. Ein weiteres Beispiel ist die Induktion der Sekretion der proinflamma-
torischen Mediatoren IL-18, I1L-20 und IL-8, die an Hautkrankheiten wie der Pioriasis beteiligt
sind, durch B-Defensine und LL-37 in Keratinocyten (Niyonsaba et al., 2005). Viele weitere
immunstimulatorische Fuktionen sind bekannt, auf die hier jedoch nicht ndher eingegangen
werden kann.

Neben diesen Funktionen, die proinflammatorische Wirkungen haben, zeigen HDPs aber
auch wichtige entziindungshemmende Eigenschaften, mit denen sie den Wirt gegen
Uberschie3ende Immunreaktionen und damit potentiell toédliche Effekte schiitzen. Vor allem
eine Entziindungsreaktion durch exzessive TLR-Induzierung kann gefahrliche Effekte haben,
die durch HDPs unterdriickt werden konnen. Cathelicidine hemmen beispielsweise die
Transkription von Genen, die fur proinflammatorische Cytokine kodieren (wie TNF-o und IL-
6) und die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren, die von LPS oder anderen
bakteriellen Faktoren induziert wurden; weiterhin kdnnen sie eine Sepsis im Tierversuch
verhindern. Rosenfeld et al. (2006) konnten des Weiteren zeigen, dass bestimmte HDPs
Lipopolysaccharid (LPS) durch Bindung neutralisieren und so die Sekretion pro-

inflammatorischer Cytokine verhindern kdnnen. Auch bestimmte sekretierte Toxine kénnen
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von a-Defensinen neutralisiert werden (Kim & Kaufmann, 2006), was den Wirt gegen
zerstorerische Komponenten der Entziindungsreaktion schiitzt.

Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass Cathelicidine und Defensine auch an der
Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunabwehr eine Rolle spielen,
beispielsweise durch Modulierung von Dendrozyten-Funktionen und von Antigen-spezi-
fischen Immunantworten sowie durch die Induktion von Immunzellmigration und Reifung
(Davidson et al., 2004; Yang et al., 2004).

Einige Bakterien haben jedoch Mechanismen entwickelt, um das angeborene Immunsystem
zu umgehen. So kann Staphylococcus aureus Kleine Proteine ausscheiden, die an
essentielle Elemente des menschlichen Immunsystems, wie zum Beispiel HDPs und
Komponenten des Komplementsystems binden und deren Funktion somit inhibieren kénnen
(Rooijakkers et al., 2005). Andere Strategien der Immunevasion beinhalten zum Beispiel
eine Mikroben-induzierte Aufnahme der Bakterienzelle in die Wirtszelle (intrazellulare
Lebensweise), die ,Flucht* vor dem Phagosom oder die Verhinderung der Opsonisierung der
Bakterienzelle (Hornef et al., 2002).

Humanes B-Defensin 3

Die Defensine umfassen eine charakteristische Gruppe von kationischen HDPs. Es gibt in
Saugetieren drei Gruppen von Defensinen, die a-, - und 0-Defensine, die sich aufgrund
ihres Cystein-Verbruckungsmusters unterscheiden (s. Abbildung 1.4; Lehrer & Ganz, 1999;
Lehrer & Ganz, 2002; Pazgier et al., 2006; Raj & Dentino, 2002; Schibli et al., 2002;
Schneider et al., 2005; Schréder & Harder, 2006).

Cll ----- s CIG a-Defensine
Cl'——"CZ_'—'-Cg """ C4 ----- CS ''''' C6
| | B-Defensine
Cl_-CZ-'Cg
| | 6-Defensine
C3"C2"C1

Abbildung 1.4. Schematische Darstellung des Verbrickungsmusters der charakteristischen
Cysteinreste in a-, B- und 0-Defensinen von Séugetieren.
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Hier soll speziell auf die B-Defensine eingegangen werden, die 1993 als eigene Gruppe
entdeckt wurden (Selsted et al., 1993). B-Defensine falten sich selbsténdig in ihre dreidimen-
sionale Struktur, die aus drei antiparallelen B-Faltblattern und einer N-terminalen a-Helix
besteht. Des Weiteren besitzen sie sechs hochkonservierte Cysteinreste, die drei charakte-
ristische Disulfidbriickenbindungen ausbilden. Es gibt zahlreiche B-Defensine, die in Végeln
und Saugetieren exprimiert werden. Aufgrund von Genom- und Homologieanalysen wurden
bis heute 33 Gene fir humane [-Defensine identifiziert (siehe Defensin-Datenbank
http://defensins.bii.a-star.edu.sg/), wobei viele von diesen nicht als Protein nachgewiesen
werden konnten und zum Teil Pseudogene sind, bei denen mRNA detektiert wurde, die aber
nicht fir ein funktionales Protein codieren. Gut charakterisiert sind bisher vier humane B-De-
fensine (hBD1-4) (Schneider et al., 2005). Hierzu gehoért auch das humane B-Defensin 3
(hBD3), das 2001 zeitgleich von drei Arbeitsgruppen entdeckt wurde (Garcia et al., 2001,
Harder et al., 2001; Jia et al., 2001) und auf Chromosom 8 lokalisiert ist. Es besteht aus 45
Aminoséauren und ist mit einer Netto-Ladung von +11 das am starksten kationische Defensin.
Abbildung 1.5 zeigt die dreidimensionale Struktur eines hBD3-Molekils. hBD3 liegt in
Ldsung als Dimer vor und zeigt bei physiologischen Salzbedingungen im mikromolaren Kon-
zentrationsbereich eine gute antimikrobielle Aktivitat gegen Gram-negative und —im Gegen-
satz zu den a-Defensinen und hBD1 und 2- gegen Gram-positive Bakterien, darunter auch
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus- (MRSA) und Vancomycin-resistente Entero-

coccus faecium-Stamme (Harder et al., 2001).

Abbildung 1.5. Dreidimensionale Struktur des humanen B-Defensins 3 (aus Schibli et al., 2002).

Des Weiteren hat hBD3 Aktivitat gegeniber Pilzen wie Candida albicans und einigen Viren
wie HIV1 (Leikina et al., 2005; Quinones-Mateu et al., 2003). Im Gegensatz zu anderen anti-

mikrobiellen Peptiden zeigt hBD3 unter physiologischen Bedingungen keine hamolytische



1 Einleitung 12

Aktivitat in eukaryotischen Zellen (Harder et al., 2001). Uber die molekularen Mechanismen
der Wirkungsweise von hBD3 ist bisher kaum etwas bekannt. Harder et al. (2001) beobach-
teten bei der Erstbeschreibung in elekronenmikroskopischen Aufnahmen von hBD3-be-
handelten Staphylococcus aureus-Zellen Zeichen einer Perforierung der Zellwand, Aussttil-
pungen der Plasmamembran und nachfolgende Zelllyse, &hnlich wie es bei Penicillin-
behandelten Zellen beobachten wurde (s. Abbildung 1.6); weitere Untersuchungen zum Wir-
kungsmechanismus blieben jedoch aus. In einer anderen Studie wurde die Wirkung von
hBD3 auf Modellmembranen untersucht und festgestellt, dass das Peptid in Abhéngigkeit
von der Lipidzusammensetzung von Membranen unterschiedlich gut mit diesen interagiert
(Bohling et al., 2006).

Abbildung 1.6. Morphologie hBD3-behandelter S. aureus-Zellen. Transmissionselektronen-
mikroskopische Aufnahmen von unbehandelten (A) oder von 30 min (B) oder 2 h (C und D) mit
hBD3 behandelten S. aureus Zellen (aus Harder et al., 2001). Die Striche repréasentieren 0,1 um.

Die Konformation, die hBD3 in Modellmembranen einnimmt, wurde von Morgera et al. (2008)
kirzlich studiert. hBD3 scheint hier als kationische B-Faltblatt-Flache mit Membranen zu
interagieren, wobei dann eine amphiphile Helix in die Lipiddoppelschicht inseriert. Uber die
Art der Interaktionen mit Bakterienzellen auf molekularer Ebene geben diese Studien jedoch

keinen Aufschluss.
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Staphylococcus aureus und hBD3

S. aureus ist ein vielseitiges Pathogen, das verschiedene schwere Krankheiten hervorrufen
kann. Ein Hauptreservoir im Menschen sind die vorderen Nasenhdhlen, wo S. aureus 20%
der gesunden Bevélkerung permanent, 60% voribergehend und 20% nie kolonisiert. In
solchen Habitaten ist S. aureus vielen HDPs, wie Defensinen und LL-37 ausgesetzt (Cole et
al., 2001). Hierbei spielt hBD3 eine wichtige Rolle, da es das einzige B-Defensin ist, das eine
gute Wirksamkeit gegen S. aureus zeigt. Dennoch kommt es, wie oben beschrieben, relativ
haufig zu einer Besiedlung der Nase. Momentan wird intensiv daran geforscht, welche
Pradispositionen es fir eine Besiedlung des Menschen gibt. Hier werden nicht nur bestimmte
Eigenschaften des Wirtes eine Rolle spielen, sondern auch bestimmte Eigenschaften der
Bakterien, die ihnen dann die Kolonisation des Wirtes ermdglichen. Wahrscheinlich handelt
es sich um ein kompliziertes Zusammenspiel aus verschiedenen Faktoren, die dann
letztendlich zu einer Kolonisation oder Infektion des Wirtes filhren. Welche Rolle die
unterschiedliche Empfindlichkeit verschiedener S. aureus-Stamme gegenuber hBD3 und
anderer HDPs dabei spielt, ist ebenfalls Gegenstand aktueller Untersuchungen. Ein Faktor
fur solche Unterschiede konnten Modifikationen der Zellhille sein, wodurch das Defensin
seinen Angriffsort unterschiedlich gut erreichen kdnnte. Auf elektronenmikroskopischen Bil-
dern von Harder et al. (2001; s. Abbildung 1.6) scheint es, dass die Zellwand von S. aureus
der Angriffsort des Peptids sein kénnte. Dabei kdnnten verschiedenste Schritte der Zellwand-
biosynthese inhibiert werden; hier soll daher ein kurzer Uberblick Giber die in S. aureus
beteiligten Reaktionen und Enzyme gegeben werden. Den Hauptbestandteil der bakteriellen
Zellwand bildet in Gram-positiven Organismen das Zucker-Peptid-Polymer Peptidoglykan,
das in bis zu 40 Schichten vorliegen kann (Schlegel, 1992). Eine Besonderheit des
Peptidoglykanaufbaus in Staphylokokken ist die Ausbildung Glycin-reicher Interpeptid-
briicken, die bei S. aureus aus flnf Glycinresten bestehen. Das Peptidoglykan ist tber diese
Interpeptidbriicken zu einem hohen Grad (bis zu 95 %) quervernetzt. Dagegen sind die
Glykanstrange mit 15 Disaccharideinheiten pro Kette relativ kurz. Des Weiteren liegen in

S. aureus 50% der Muraminsaurereste als 4-N, 6-O-Diacylderivate vor (Tipper et al., 1971),
was zu einer Resistenz gegenliber der Muramidase Lysozym fihrt (Warren und Gray, 1965).
Weitere Modifikationen des Peptidokglykans kommen in Form von kovalent an die Muramin-
saurereste gebundenen Teichonsauren vor, was bei etwa jedem 13. Muraminsaurerest der
Fall ist (Gotz et al., 2006). Die Zellwandbiosynthese kann in drei distinkte Phasen unterteilt
werden: Erstens der Bildung der Vorlaufermolekile UDP-N-Acetylglucosamin, UDP-N-Acetyl-
muraminsdure und UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid im Cytosol; zweitens der Transfer
dieser Vorlaufermolekile an den Lipidcarrier Undecaprenylphosphat (Css-P), wodurch ein
Disaccharid-(Pentapeptid)-Pyrophosphatundecaprenol-Molekil, das Lipid I, entsteht;

drittens der Transfer dieser kompletten Einheit durch die Cytoplasmamembran mit
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anschlielendem Einbau des Disaccharid-(Pentapeptid)-Pyrophosphats in die wachsende
Peptidoglykankette. Der Mechanismus der Translokation durch die Membran ist bislang
ungeklart. Die Interpeptidbriickenbindungen sowie andere Modifikationen entstehen dann im
neu-synthetisierten Peptidoglykan. Abbildung 1.7 gibt einen Uberblick tber die einzelnen
Schritte der membrangebundenen Reaktionen und der beteiligten Enzyme.

omo o999 Pentaglycinkette

Peptidoglykan 0 GlcNAc

0 MurNAc

% Cs-Phosphat

Pentapeptidkette

UDP-MurNAc
Pentapeptid

Abbildung 1.7. Schematische Darstellung der membrangebundenen Zellwandbiosynthese-
schritte in S. aureus. GIcNAc, N-Acetylglucosamin; MurNAc, N-Acetylmuraminsaure; PBP, Peni-
cillinbindeprotein. (Abb. von Dr. T. Schneider).

Ziel dieser Arbeit

Uber die molekularen Mechanismen der Wirkungsweise von B-Defensinen ist bislang kaum
etwas bekannt. Fir HDPs im Allgemeinen wird postuliert, dass sie Poren in bakteriellen
Membranen bilden, die zu einem Ausstromen der zellularen Komponenten und damit zum
Absterben der Bakterienzellen fihren. Es fehlen jedoch molekulare Untersuchungen zu den
Effekten der Peptide auf die bakterielle Zellhiille -hier wurde bislang fast nur mit Modellmem-
branen gearbeitet.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein besseres Verstandis tber die molekularen
Mechanismen, die an der antimikrobiellen Aktivitdt des humanen B-Defensins 3 (hBD3)
gegeniuber Gram-positiven Bakterien beteiligt sind, zu erlangen. Es sollte geklart werden, ob
fur hBD3 ein &hnlich komplizierter und spezifischer Wirkungsmechanismus wie der fur Nisin

beschriebene (siehe oben) gilt, oder ob hBD3 durch unspezifische elektrostatische Inter-
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aktionen mit der Membran und/oder durch Porenbildung ein Absterben der Bakterienzellen
auslost. Zu dieser Fragestellung sollten sowohl physiologische als auch molekularbiolo-

gische Untersuchungen durchgefuhrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikaliennachweis

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Chemikalien, Enzyme und Materialien folgender Hersteller

verwendet:

Amersham

Baker

Becton & Dickinson

Bioline
Difco

Fermentas

Finnzymes
Genmedics
Invitrogen
Metabion
Molzym
Nunc Brand
Oxoid
Peglab
Pierce
Roche
Schleicher & Schll

Scienion

Sigma-Aldrich

Whatman

Cyanin-3'-markierte dCTPs [1 mM], Cyanin-5"-markierte dCTPs
[1 mM]

Wasser (HPLC-Grade)

Agar, Blutagar (Columbia, 5% Schafsblut), Trypton, Hefe-
extrakt, Penassy-Broth, Pepton

Bioscript Reverse Transkriptase
BHI-Medium

Agarose Top Vision™ LE GQ, DNA-Molekulargewichts-
standards

Phusion-Polymerase

Lysostaphin

DTT [0,1 M], RNase-Out

Primer

DNA- und RNA-Isolations-Kits

96 Vertiefungen enthaltende Mikrotiterplatten (Polypropylen)
Hefeextrakt, Trypton-Soja-Agar, Trypton-Soja-Bouillon
dNTPs, Tag-Polymerase

BCA-Protein-Assay Reagenzien

Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase

Cellulose-Acetat Filter, 0,2 um

Hybridisierungspuffer, sciTRACER S. aureus N315 Full
Genome Microarrays

Ethidiumbromid, Lysozym

Glas-Mikrofaser Filter, 0,2 pm

Alle Gbrigen Chemikalien wurden von der Fa. Merck bezogen.
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2.2 Bakterienstamme und Plasmide

In Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2 sind die Bakterienstimme und Plasmide aufgeftihrt, die in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstamme.

Bakterienstamm Charakteristika Literatur
L . endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17, relAl, (Yanisch-
E&i%%mh'a coli K12 supE44, A-, A(lac-proAB), F’, traD36, Perron et al.,
proA+B+, laclgZAM15 1985)
Staphylococcus aureus L g (Maidhof et al.,
SG511 Methicillin 1991)
Staphylococcus aureus Restriktase-negatives Derivat von S. aureus (Kreiswirth et
RN4220 NCTC 8325 al., 1983)
Staphylococcus carnosus . (Schleifer &
TM300 heterologer Wirtsstamm Fischer, 1982)

einfach homolog rekombinierte Mutante von
S. a. SG511; chromosomale Insertion des diese Arbeit
Plasmids pVSvraE-Ery

Staphylococcus aureus
SG511 pVSvraE-Ery-IN

doppelt homolog rekombinierte Mutante von
S. aureus SG511 nach Desintegration des diese Arbeit
Plasmids pVSvraE-Ery

Staphylococcus aureus
SG511 AvraE

Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide.

Plasmid Charakteristika Literatur
UCLO-Er high copy plasmid, Amp~, pUC19 mit 1,1 kb Smal/EcoR] (Sass et al.,
b Y| Fragment, das ermB (NCBI AF239772) enthalt 2008)
pTVOmcs low copy plasmid, mcs aus pUC18, temperatursensitiv, CM® (Guggtr);)t al,
pVSvraE-I| pUC19-Ery mit Hindlll/Pstl Fragment vraE diese Arbeit
pVSvraE-Il pVSvraE-l mit BamHI/EcoR| Fragment aus vraE diese Arbeit
pVSvraE-Ery | pTVOmcs mit Hindlll/EcoRI aus pVSvraEll diese Arbeit

2.3 Kulturbedingungen

S. aureus SG511 wurde alle zwei Wochen auf frische Blutagarplatten tGberimpft, fir 18-24 h
bei 37°C bebriitet und bei 4°C gelagert. Transformierte E. coli-, S. carnosus- und S. aureus-
Stdmme wurden alle zwei Wochen auf entsprechende Selektionsplatten tberimpft (Luria-
Bertani- oder Trypton-Soja-Agar mit 25 pg/ml Erythromycin, 20 pg/ml Chloramphenicol oder
40 pg/ml Ampicillin). Die Flussigkultivierung erfolgte bei S. aureus SG511 und S. aureus
SG511AvraE in Luria-Bertani (LB)-Medium oder Trypton-Soja-Bouillon (TSB); bei allen an-
deren transformierten Stammen wurde dem Medium zusatzlich das entsprechende Se-
lektions-Antibiotikum zugesetzt. Die Zellen wurden Gber Nacht im Schuttler (Certomat U, Fa.

Braun) bei 150 rpm und 37°C bebritet. Von allen Stdmmen wurden Glyzerin-Dauerkulturen
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angelegt und bei -70°C gelagert. Dafiir wurden Zellen einer Ubernachtkultur im Verhaltnis

1:1 mit sterilem Glyzerin (100%) gemischt.

2.4 Nahrmedien

In Tabelle 2.3 sind die in dieser Arbeit verwendeten Nahrmedien zusammengestellt.

Tabelle 2.3: Verwendete Nahrmedien.

Medium

Zusammensetzung

B-Bouillon
(modifiziert)

10 g/l Caseinhydrolysat, 5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/l K,;HPO, 1,8 g/l
Glucose; pH 7,3

10 g/l Lab-Lemco Pulver; 10 g/l Pepton; 5 g/l NaCl ; 15 g/l Agar ; pH

Blutagar 7,0 ; Zugabe von 9% frischem, defibrinierten Hammelblut nach
Autoklavieren und Abkuhlen auf 50°C
BM-Agar 1% (w/v) Pepton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,1% (w/v) Glucose, 0,1%

(w/v) NaCl, 0,1% (w/v) KoHPOy,, 1,2% (w/v) Agar; pH 7,4

Casamino-Yeast-

23 ml CY3 (2,5% (w/v) Caseinhydrolysat; 2,5% (w/v) Hefeextrakt;
1,5% (w/v) NaCl, 1% (w/v) Agar); 23 ml 1 M Na-Succinat (pH 7,3); 4
ml “Mix” (0,75 M Na-B-Glycerolphosphat); 0,25 M MgCl,; 6,25% (w/v)

Weichagar Glucose; 1,2% (w/v) Rinderserumalbumin); CY3 und Na-Succinat
autoklavieren, “Mix” steril filtrieren
200 ml 5% (w/v) Agar; 500 ml 1 M Na-Succinat (pH 7,3 mit
DM3- Bernsteinsaure einstellen); 100 ml 5% (w/v) Caseinhydrolysat; 60 ml
R . 10% (w/v) Hefeextrakt; 100 ml 3,5% (w/v) K,HPO4 mit 1,5% KH,POy;
egenerationsagar

10 ml 50% (w/v) Glucose; 20 ml 1 M MgCl,; 10 ml 5% (w/v)
Rinderserumalbumin

Luria-Bertani-

10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; bei LB Agar zusatzlich

Medium 14 g/l Agar; pH 7,5
Muller-Hinton- 3 g/l Fleischextrakt, 8,75 g/l Caseinhydrolysat, 0,75 g/l Starke; bei
Medium Muller-HintonAgar zusétzlich 14 g/l Agar; pH 7,4
a: SMM Puffer (1 M Saccharose; 0,04 M Maleat; 0,04 M MgCl,; pH
7,4)
- 70
SMMP-Medium b: 7% (w/v) Penassy Broth

c: 10% (w/v) Rinderserumalbumin
SMMP75: 7,5 Volumen a + 2 Volumen b + 0,5 Volumen ¢
SMMP55: 5,5 Volumen a + 4 Volumen b + 0,5 Volumen ¢

Trypton-Soja-Agar
(TSA)

15 g/l Trypton; 5 g/l Soja Pepton; 5 g/l NaCl; 15 g/l Agar; pH 7,3

Trypton-Soja-
Bouillon (TSB)

17 g/l Caseinpepton; 3 g/l Sojabohnenmehl; 5 g/l NaCl; 2,5 g/l
KH,PO,; 2,5 g/l Dextrose; pH 7,3

2.5 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Bei der minimalen Hemmkonzentration handelt es sich per Definition um die Konzentration
einer antibiotisch wirksamen Substanz, bei der kein sichtbares Wachstum mehr zu
beobachten ist. Die Bestimmung der MHK erfolgte in 96 Vertiefungen enthaltenden
Polypropylen-Mikrotiterplatten (Fa. Nunc Brand). Es wurden serielle 1:2-Verdinnungen der

zu untersuchenden Peptide in Medium angelegt. Der Indikatorstamm wurde in gleichem
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Medium bei 37°C bis zu einer ODgy Von 1 bebritet und anschliel3end bis auf eine Zelldichte
von 1-2 x 10° Zellen/ml verdinnt. 100 ul dieser Suspension wurden mit 100 pl
Peptidsuspension in jeder Vertiefung vermischt, die Platte dann fir 10 min auf einem Mikro-
titerplattenschuttler (Titertek, Fa. Flow Laboratories) bei Stufe 5 durchmischt und fir 24 h bei
37°C bebritet.

2.6 Abtotungskinetiken

Um Rickschlisse auf den Wirkungsmechanismus einer antimikrobiellen Substanz zu
ziehen, ist es hilfreich, eine Abtotungskinetik dieser Substanz zu erstellen. Hierfliir wurde eine
Bakterienkultur Gber Nacht in 50% Miuller-Hinton-Medium angezogen, auf eine ODgg von 0,1
mit frischem Medium verdinnt und hBD3 zugegeben. Die hBD3-Konzentration entsprach der
einfachen bzw. fiunffachen MHK. Die Lebensfahigkeit der Bakterienkultur wurde
anschliel3end Uber einen Zeitraum von 22 h beobachtet. 40 pl-Aliquots wurden den Kulturen
in definierten Zeitabstdanden enthommen, in Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH 7) verdinnt
und 100 pl der Verdinnungen als Dreifachbestimmung auf Muller-Hinton-Agar ausplattiert.
Die ausplattierten Verdunnungsstufen richteten sich dabei nach der erwarteten Zellzahl.
Nach 24 h Inkubationszeit bei 37°C wurde die Anzahl der Kolonien-bildenden Einheiten
(KBE) bestimmit.

Kaliumphosphatpuffer: Komponente A: 10 mM KH,PO,; Komponente B: 10 mM K,HPO, —

durch Zugabe von Komponente B zu A auf pH 7 einstellen.

2.7 Bestimmung des Membranpotentials

Um das Membranpotential von Bakterienzellen zu bestimmen, bedient man sich des
lipophilen Kations Tetraphenylphosphoniumbromid (TPP"), das sich in Abhangigkeit von der
Starke des Membranpotentials (Ay) Uber der Membran verteilt und so eine indirekte
Bestimmung dessen ermdglicht. Wird die bakterielle Membran durch Porenbildung zerstort,
so féallt das Membranpotential durch einen Ladungsausgleich zwischen Cytoplasma und
Umgebung ab.

Die Bakterienkultur wurde bei 37°C im Schittler bis zu einer ODgyy von 1 in 50% Miller-
Hinton-Medium inkubiert, abzentrifugiert und in einer 1:3 Verdinnung in frischem Medium
resuspendiert. Um das Membranpotential zu verfolgen, wurde 1 pCi/mL [*H]-Tetraphenyl-
phosphoniumbromid (TPP*; 26 Ci/mMol) zugegeben und die Kultur in zwei GefaRe aufgeteilt.
Ein Ansatz war die Kontrolle ohne Peptidbehandlung, dem anderen wurde hBD3 in einer
Konzentration entsprechend der fiinffachen MHK zugegeben. Uber eine Zeitraum von 30 min
wurden in bestimmten Abstdnden 100 pl entnommen, durch Cellulose-Acetat Filter gefiltert

(PorengrofRe 0,2 pm; Fa. Schleicher & Schill) und zweimal mit 5 ml Kaliumphosphatpuffer
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(50 mM, pH 7) gewaschen. Die Filter wurden in Zahlréhrchen gegeben und getrocknet.
AnschlieBend wurden diese mit 5 ml Szintillationsflissigkeit (Filtersafe; Zinsser, Frankfurt)
aufgefullt und die Radioaktivitdt mittels eines B—Counters (Tri-Carb; 1900CA; Fa. Packard)
gemessen. Die Gesamtradioaktivitat des eingesetzten TPP* wurde aus 100 pl unfiltrierter
Probe, die zu Beginn des Experiments in Doppelbestimmung enthommen wurde, ermittelt.

Das Membranpotential Ay konnte dann mit folgenden Gleichungen berechnet werden:

TPP;" = [(CPMprobe) - CPMeuor)) X Mrpp’y X 1000] / [(CPM(ges) - CPMguor)) X Vil [UM]
TPP," = [(cpMges) — CPMBuoH)) — (CPM(probe) = CPMBuOH))] X M(TPP+) / (CPM(ges) - CPMsuon)) [MM]
Ay = (-2.3 x R x T/F) x log (TPP;"/TPP,") [V]

Hierbei gilt: cpm, Z&ahlungen pro Minute; cpmMerpey, CPM in der Probe; cpmeuon), cpm der
Butanol-Kontrolle; cpmges), cpm der Gesamtradioaktivitat im nicht filtrierten Aliquot; F,
Faradaykonstante; Mpp'), Molaritat des eingesetzten TPP* [uM]; R, allgemeine Gaskon-
stante; T, absolute Temperatur, TPP,", extrazellularer TPP*-Gehalt; TPP;", intrazellularer
TPP*-Gehalt; V,, inneres Volumen von 1 ml Zellen [pl/ml]. -2,3 RT / F entspricht bei 30°C
einem Wert von 0,06 V.

Von allen Werten wurde ein Faktor subtrahiert, der die unspezifische Adsorption von TPP* an
die Zellen ausdrickte und in Gegenwart von 10% (v/v) Butanol ermittelt wurde. Als inneres
Volumen wurde der von Sahl (1985) fur Staphylokokken ermittelte Wert von 3,4 pl/mg

Protein angenommen.

Kaliumphosphatpuffer: Komponente A: 50 mM KH,PO,; Komponente B: 50 mM K,HPO, —

durch Zugabe von Komponente B zu A auf pH 7 einstellen.

2.8 Quantitative Bestimmung des Proteingehaltes

Die Proteinbestimmung wurde mittels des BCA-Protein-Assays der Fa. Pierce nach An-
leitung des Herstellers durchgefuhrt. Diese Methode beruht auf der von Proteinen
hervorgerufenen Reduktion von Cu®*- zu Cu**-lonen in alkalischem Milieu (Biuret-Reaktion)
und der anschlieBenden kolorimetrischen Detektion der Cu'* -lonen durch Bicinchoninsdure
(BCA). Als Eichsubstanz diente in diesem Test Rinderserumalbumin (BSA). Die Vermessung
der Proben erfolgte im Nanodrop1000-Spektrophotometer (Fa. Peqglab) unter Anwendung

des in der Nanodrop-Software enthaltenen ,BCA Protein“ Programms.

2.9 Efflux von radioaktiv-markiertem [*H]-L-Glutamat

Der Efflux von [*H]-L-Glutamat aus ganzen Zellen wurde verandert nach Ruhr & Sahl (1985)

durchgefihrt. Die Zellen wurden bei 37°C im Schuttler bis zu einer ODgy von 1 in 50%



2 Material und Methoden 21

Muller-Hinton-Medium inkubiert, abzentrifugiert und 1:3 in frischem Medium, das mit Chlor-
amphenicol (CM, 100 pg/ml) supplementiert war, resuspendiert. CM sollte hierbei den Gluta-
mat-Einbau in Proteine verhindern. Nach 15-miniitiger Vorinkubation wurde [*H]-L-Glutamat
(20 uCi/ml) zugegeben und die Kultur sofort in zwei Teile aufgeteilt. Dem ersten Teil wurde
hBD3 (5x MHK) zugegeben, der zweite Teil diente als Kontrolle. Nach 30-minutiger Inku-
bation wurde die Kontrolle erneut in zwei Teile geteilt und dem ersten Teil hBD3 (5x MHK)
zugegeben, um den Effekt auf pra-akkumuliertes Glutamat zu untersuchen. 100 pl Aliquots
wurden in bestimmten Zeitabstanden entnommen, durch Cellulose-Acetat Filter gefiltert
(PorengrofRe 0,2 um; Fa. Schleicher & Schill) und zweimal mit 5 ml Kaliumphosphatpuffer
(200 mM, pH 7), der 100 uM unmarkiertes Glutamat enthielt, gewaschen. Die Filter wurden
getrocknet, in Zahlréhrchen Uberfihrt und die Radioaktivitat in einem B—Counter (Tri-carb;
1900CA; Fa. Packard) ermittelt.

Kaliumphosphatpuffer: Komponente A: 200 mM KH,PO,; Komponente B: 200 mM K,HPO, —

durch Zugabe von Komponente B zu A auf pH 7 einstellen.

2.10 Einbau von radioaktiv-markierten Metaboliten

Der Effekt von hBD3 auf die Biosynthese von Makromolekilen wurde durch Messung des
Einbaus von [*H]- oder [*C]-markierten Grundbausteinen (5-[*H]-Uridin, [*H]-Glucosamin-
hydrochlorid, L-[**C]-Isoleucin) untersucht. Eine Ubernachtkultur, die in 50% Miller-Hinton-
Medium mit 1 mM des jeweiligen unmarkierten Vorlaufers angezogen worden war, wurde
50fach in frischem Medium verdinnt und bei 37°C bis zu einer ODgy von 0,5 angezogen.
Dann wurden die Kulturen auf zwei GefalRe aufgeteilt, auf eine ODgy von 0,04 verdiinnt und
bis zu einer ODggo von 0,1 inkubiert. Im Anschluf3 wurde der radioaktiv-markierte Metabolit zu
jeder Kultur (1 pCi/ml) und hBD3 (5x MHK) zu einer der beiden Kulturen gegeben. Der
Einbau der Metabolite wurde Uber 120 min beobachtet. Hierfir wurden 200 pl-Aliquots
entnommen, mit eiskalter Trichloressigsaure (TCA, 10%), die unmarkierten Metabolit (1 mM)
enthielt, gemischt, fir 30 min auf Eis inkubiert und durch Glas-Mikrofaser-Filter (0,2 pm, Fa.
Whatman) filtriert. Die Filter wurden noch zwei Mal mit 5 ml TCA (2,5%), die unmarkierten
Metabolit (50 mM) enthielt, gewaschen, dann getrocknet und in ein Szintillationsréhrchen
Uberfihrt. Die Radioaktivitdit wurde mittels eines p—Counters (Tri-Carb; 1900CA; Fa.

Packard) gemessen.

2.11 Antagonisierung der Wirkung von hBD3 durch mégliche Zielmolekile

Mogliche Interaktionen zwischen einzelnen Komponenten der bakteriellen Zellwand-
biosynthese und hBD3 wurden mittels eines Antagonisierungstests untersucht. Das Prinzip

dieses Tests beruht auf der Vorstellung, dass ein durch Wechselwirkungen mit einem extern
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zugegebenen und gereinigten Zielmolekil gebundenes antimikrobielles Peptid nicht mehr
zum Abtoten von Bakerien zur Verfiigung steht. Um diesen Effekt zu testen, wurde analog zu
2.5 eine MHK in 50% Muller-Hinton-Medium angesetzt. Vor Zugabe der Bakterienkultur
wurde dann zusatzlich der jeweilige potentielle Antagonist in konstanter absoluter Menge
(also in ansteigendem molaren Verhaltnis zu hBD3, das in jeder Vertiefung in anderer
Konzentration vorlag) in jede Vertiefungen gegeben, um das molare Verhéaltnis einer
Antagonisierung ermitteln zu kénnen. Wurde die Wirkung von hBD3 antagonisiert, so fand in

der entsprechenden Vertiefung ungehemmtes Wachstum der Bakterien statt.

2.12 Inhibierung der PBP2-katalysierten Umsetzung von Lipid Il in vitro

Um den Einfluss von hBD3 auf die PBP2-katalysierte Reaktion zu testen, wurde ein in vitro-
Assay genutzt. PBP2 ist ein essentielles Enzym der Zellwandbiosynthese in S. aureus, das
sowohl die Transglykosilierungs- als auch die Transpeptidierungsreaktion katalysiert. Der
analytische Assay wurde in einem Totalvolumen von 50 pl durchgefiihrt und enthielt
rekombinantes PBP2-Hisg (7,5 ug), Lipid Il (2,5 nmol) in MES (100 mM), MgCl, (10 mM),
CaCl, (2 pM) und TritonX-100 (0,1% [w/v]). hBD3 wurde in unterschiedlichen molaren
Verhéltnissen bezogen auf Lipid Il (2,5 nmol) zum Reaktionsansatz gegeben. Nach 1,5 h In-

kubation bei 30°C wurde der Ansatz diinnschichtchromatographisch aufgetrennt.

2.13 Diunnschichtchromatographie

Fur die dinnschichtchromatographische Detektion von Lipid 1l wurden Kieselgelplatten (DC-
Fertigplatten, Kieselgel 60, Schichtdicke 0,25 nm, Fa. Merck) als stationare Phase verwen-

det. Die Auftrennung erfolgte mittels des Laufmittels nach (Rick et al., 1988) fiir ca. 30 min.

Laufmittel nach Rick: Chloroform, Methanol, Aqua dest., konzentriertes Ammonium-hydroxid
[88:48:10:1 (V/V)]

2.14 Akkumulation der Zellwandvorstufe UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid

UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid (UDP-MurNAc-Pentapeptid) ist die letzte I8sliche
Vorstufe der Lipid Il-Biosynthese. Behandelt man Zellen mit Substanzen, welche die
Zellwandbiosynthese an der extracytoplasmatischen Seite inhibieren, zum Beispiel durch
Bindung an Lipid Il (Vancomycin, Mersacidin), so akkumuliert UDP-MurNAc-Pentapeptid in
den Zellen und kann tber analytische HPLC gemessen werden (Kohlrausch & Holtje, 1991).
50 ml 50% Miiller-Hinton-Medium wurden mit 100 pl einer Ubernachtkultur S. aureus SG511
beimpft. Bei einer ODgqo von 0,5 wurde Chloramphenicol (130 pg/ml) zu den Zellen gegeben,

um eine Zelllyse zu verhindern und Ruckkopplungseffekte aul3er Kraft zu setzen, die in
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manchen Spezies die Akkumulation auch in Gegenwart von Inhibitoren der Zellwandbiosyn-
these verhindern (Dai & Ishiguro, 1988; Ishiguro & Ramey, 1978). Die Kultur wurde in 5 ml
Aliquots aufgeteilt und mit Ox (Negativ-Kontrolle), 5x oder 10x MHK hBD3 oder 10x MHK
Vancomycin (Positivkontrolle) versetzt. Nach 30 mindtiger Inkubation wurden die Kulturen
abgeerntet, in 0,75 ml kochendem Baker-Wasser aufgenommen, durch 15-minitiges Kochen
aufgeschlossen und mit HsPO, auf pH 2 angesduert. Nach Abtrennung der unléslichen Be-
standteile durch Zentrifugation wurde der Uberstand fiir die HPLC-Analyse eingesetzt. Es
wurde eine isokratische Trennung mit 50 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 5,2, FluRrate

1 mil/min) und einer Nucleosil-100-C18-Saule durchgefuhrt und bei 260 nm detektiert.

Na-Phosphat Puffer: Komponente A: 50 mM NaH,PO,4; Komponente B: 50 mM Na,HPO, —

Komponente B zu A geben, bis ein pH von 5,2 erreicht ist.

2.15 Reversed-Phase Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography,
HPLC) stellt eine besonders leistungsfahige Form der FlUssigkeitschromatographie dar. Sie
ist, je nach eingesetzter Saule, sowohl flr analytische, als auch flir praparative Zwecke
geeignet und besitzt ein sehr hohes Trennvermégen. Die chromatographische Trennung von
Substanzen beruht auf der in Abhangigkeit von ihrer physiko-chemischen Natur unter-
schiedlich stark ausgepragten Adsorption und Desorption an eine stationare Phase. Dabei
fihren starke Wechselwirkungen zu einer langsamen, schwach ausgepragte zu einer
schnellen Elution der entsprechenden Substanzen. Bei der reversed phase (RP-) HPLC
erfolgt die Aufreinigung der Substanzen in Abhangigkeit von ihrer Hydrophobizitat. Je hydro-
phober die Substanz also ist, desto langer verbleibt sie auf der Saule. In dieser Arbeit wurde
mit einer analytischen C18-Trenns&ule gearbeitet. Bei diesen Saulen besteht die stationare

Phase aus einem Kieselgel, das mit C18-Kohlenwasserstoffketten silanisiert ist.

2.16 Polymerase Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR erlaubt eine exponentielle Vervielfaltigung von spezifischen Abschnitten
genomischer DNA. Sie wurde mit der Tag- (Fa. Peglab) oder Phusion-Polymerase (Fa.
Finnzymes) bei unterschiedlichen Temperaturprofilen, die sich vor allem nach den
Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer sowie nach der erwarteten Gréf3e des PCR-
Produkts richteten, durchgefuhrt. Die als Primer benutzten Oligonukleotide wurden von der
Firma Metabion bezogen. Die PCR-Reaktionen wurden mit dem PCRexpress Thermal

Cycler (Fa. Hybaid-AGS) oder dem Labcycler (Fa. Sensoquest) durchgefihrt.
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2.17 Reinigung der PCR-Produkte

Die Reinigung der PCR-Produkte von Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen
erfolgte mit Hilfe des MinElute PCR Purification Kits (Fa. Qiagen) nach Angaben des

Herstellers.

2.18 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von Plasmid-DNA oder PCR-Fragmenten erfolgte mittels Agarosegel-
elektrophorese nach Sambrook & Russell (2001). Die DNA-Banden wurden durch 20-30-
minltiges Farben in Ethidiumbromidlésung sichtbar gemacht und mit dem Image Master

System (Fa. Amersham Bioscience) dokumentiert.

2.19 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Uber Agarosegele aufgetrennte DNA-Fragmente wurden anhand des MinElute Gel
Extraction Kits (Fa. Qiagen) nach Angaben des Herstellers aufgreinigt. Mit diesem Kit

kénnen Fragmente einer GréRe von 70 bp bis 4 kb aufgereinigt werden.

2.20 Isolierung von genomischer DNA aus Staphylococcus aureus

Die Zellwand von S. aureus ist aufgrund eines hohen Quervernetzungsgrades uber Penta-
glycinbriicken und aufgrund von Modifikationen der Muraminsaurereste extrem stabil und
resistent gegeniber Abbau durch die Hydrolase Lysozym. Um die Zellwand von S. aureus
aufzuschliel3en, erfolgte daher zunachst eine Inkubation der Zellen bei 37°C mit unter-
schiedlichen Mengen Lysostaphin (5 mg/ml) fir 30-120 min. Lysostaphin ist eine
Endopeptidase, die spezifisch die Pentaglycinbricken im Peptidoglykannetz spaltet und
somit die Zellwand-stabilisierenden Quervernetzungen zerstért. Die aufgeschlossenen Zellen
wurden in das High Pure PCR Template Preparation Kit (Fa. Roche) oder das Presto Spin D
Bug Kit (Fa. Molzym) eingesetzt und die genomische DNA nach Angaben des Herstellers

isoliert.

2.21 Praparation von Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des QlAprep Miniprep Kits (Fa. Qiagen)
nach Angaben des Herstellers. Diese Methode basiert auf dem Prinzip der alkalischen
Zelllyse und der Bindung der Plasmid-DNA an S&ulen, die eine Silikamatrix enthalten,
welche in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen bis zu 20 pg Plasmid-DNA bindet. Die
so gewonnene Plasmid-DNA weist einen hohen Reinheitsgrad und eine geringe Salz-
konzentration auf. Bei der Isolierung von Plasmiden aus S. aureus erfolgte zunéchst ein
Zellaufschlul3 wie in 2.20 beschrieben. Plasmide, die in geringer Kopienzahl in den Zellen

vorlagen (,low-copy plasmids®) wurden mit dem HiSpeed Plasmid Midi Kit der Firma Qiagen
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nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Samtliche Zentrifugationsschritte wurden in der
Sigma 2K15 Laborzentrifuge, Rotor Nr. 12148 durchgefuhrt.

2.22 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit von DNA und RNA wurde photometrisch durch Messung der
Absorption bei 260 und 280 nm mit dem Nanodropl1000-Spektrophotometer (Fa. Peglab)
bestimmt. Eine OD,g, von 1 entspricht etwa 50 pg/ml doppelstrangiger und 40 pg/ml einzel-
stréngiger (z.B. RNA) Nukleinsduren. Das Verhdltnis OD,s/OD,gq gibt einen Hinweis auf die
Reinheit der Nukleinséduren, wobei der Wert fiir DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte.

2.23 Restriktionsverdau und Ligation

Restriktionsverdaue und Ligationen von DNA wurden nach Angaben des Herstellers der
Enzyme (Restriktionsendonukleasen, Fa. Roche; T4 DNA-Ligase, Fa. Roche und Fa.
Fermentas) durchgefiihrt. Die Ansatze wurden fur Restriktionsverdaue 1-3 h bei 37°C, fur
Ligationen uber Nacht bei 16°C inkubiert.

2.24 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Sequiserve nach dem Prinzip der Didesoxy-
Methode nach Sanger et al. (1977) durchgeftihrt.

2.25 Transformationen von Bakterienzellen

Die Fahigkeit von Bakterien, freie DNA aufzunehmen, ist unter Normalbedingungen gering;
die Transformierbarkeit kann aber durch physikalische oder chemische Behandlung der
Bakterienzellen erhdht werden. In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Transformations-
methoden verwendet, da sich verschiedene Bakterienstimme unterschiedlich gut trans-
formieren lassen. Fir Gram-Negative Bakterien ist die Elektroporation eine effektive
Methode der Transformation, Gram-positive Bakterien lassen sich hingegen aufgrund ihrer
dicken Zellwand nur schlecht elektroporieren. Hier eignen sich andere Transformations-

methoden wie zum Beispiel die Protoplastentransformation und die Phagentransduktion.

2.25.1 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen

500 ml LB-Medium wurde mit 1 ml einer Ubernachtkultur von E. coli JM109 beimpft und bei
37°C und 140 rpm bis zu einer ODggo von 0,5 -1 inkubiert. Alle weiteren Schritte erfolgten auf
Eis. Nach 15 min Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert (Sorvall, Rotor SLC 4000,

15 min, 4°C, Bremse 1, 6000 rpm), der Uberstand verworfen und die Zellen in 250 ml kalten,
sterilen Aqua dest. resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (Einstellungen

s.0., jedoch 8000 rpm) wurden die Zellen in 10 ml 10% Glyzerin resuspendiert und in Falcon-
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Rohrchen (50 ml) Oberfihrt. AnschlieBend erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
(Heraeus Multifuge 1 S-R, Rotor FA12.94 Highconic, 6000 rpm, Bremse 1, 4°C), nach dem
die Zellen in 800 pl 10 % kaltem Glyzerin geldst, dann aliquotiert und in N, (flissig)
schockgefroren wurden. Die Lagerung der Zellen erfolgte bei -70°C.

2.25.2 Elektroporation von Escherichia coli

2 ul Ligationsansatz oder salzfreie Plasmid-DNA wurden zu 50 pl kompetenten E. coli
JM109-Zellen gegeben, 1 min auf Eis inkubiert, luftblasenfrei in eine vorgekihlte Reaktions-
kivette (25 x 2 mm Elektrodenliicke, Fa. Peglab) pipettiert und unverziglich elektroporiert
(Genepulser, Fa. Biorad, 2,5 kV, 200 Q, 25 uyF). Die Zellen wurden anschlieRend in LB
Medium aufgenommen und nach einer Regenerationszeit von 1 h bei 37°C und unter

Schiitteln (160 rpm) auf geeigneten Selektionsplatten ausplattiert.

2.25.3 Herstellung elektrokompetenter Staphylococcus aureus RN4220-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter S. aureus RN4220-Zellen wurden 500 ml BHI-Medium
mit 1 ml einer Ubernachtkultur beimpft, bei 37°C und unter Schiitteln bis zu einer ODggo VON
0,5-0,55 inkubiert und abzentrifugiert (Sorvall, Rotor SLC 4000, 10 min, RT, Bremse 4,

6000 rpm). AnschlieRend erfolgten mehrere Waschschritte mit 1, 1/2, 1/20 und 1/50 Volumen
sterilem Glyzerin (10%). Danach wurden die Zellen in 0,7 ml Glyzerin (10%) resuspendiert
und als 50 pl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-70°C.

2.25.4 Elektroporation von Staphylococcus aureus RN4220

2 I Plasmid-DNA wurden zu 50 pl kompetenten S. aureus RN4220-Zellen gegeben, 30 min
bei RT inkubiert, luftblasenfrei in eine vorgekihlte Reaktionskivette (25 x 2 mm Elektroden-
licke, Fa. Peglab) pipettiert und unverziglich elektroporiert (Genepulser, Fa. Biorad, 2 kV,
100 Q, 25 yF). Die Zellen wurden anschlieBend in SMMP55-Medium aufgenommen und
nach einer Regenerationszeit von 2 h bei 37°C und 160 rpm auf BM-Agar, der einen ge-
eigneten Selektionsmarker enthielt, ausplattiert. Da mit dem temperatursensitiven Plasmid

pTVOmcs gearbeitet wurde, wurden die Selektionsplatten bei 30°C Uber Nacht inkubiert.

2.25.5 Herstellung von Staphylococcus carnosus-Protoplasten

Ausgehend von einer Ubernachtkultur wurden 300 ml TS-Bouillon mit 1 ml Kultur beimpft
und bis zu einer ODgy von 0,5-0,6 bei 37°C und unter Schitteln inkubiert. Nach
Zentrifugation der Zellen (Heraeus Multifuge 1 S-R, Rotor FA12.94 Highconic, 5800 rpm,

Bremse 5, 10°C, 15 min) folgte ein Inkubationsschritt fir den Zellwandabbau. Daftr wurden
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die Zellen in 30 ml SMMP75-Medium resuspendiert, mit 60 mg Lysozym und 100 pg
Lysostaphin versetzt und dber Nacht bei 30°C (ohne Schiitteln) inkubiert. Am nachsten
Morgen erfolgte nach Zentrifugation (25 min, RT, 7500 rpm, ohne Bremse) ein weiterer
Waschschritt mit 5 ml SMMP75-Medium, wobei das Pellet durch Schwenken und keinesfalls
durch Vortexen oder Pipettieren geldst wurde, um die extrem empfindlichen Protoplasten
nicht zu beschadigen. Nach Zentrifugation (s.0.) wurde das Pellet vorsichtig in 2 ml
SMMP75-Medium aufgenommen und mit abgeschnittenen Spitzen in 300 pl Aliquots

aufgeteilt, die in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert wurden.

2.25.6 Protoplastentransformation

Die Protoplastentransformation wurde in Anlehnung an die von Go6tz & Schumacher (1987)
verbesserte Methode der PEG-induzierten Transformation (Chang & Cohen, 1979; Go6tz et
al., 1981) von Staphylococcus carnosus-Protoplasten durchgefiihrt. Dieses ist die bisher
effizienteste Methode, um Plasmide in S. carnosus einzufiihren. Um die empfindlichen
Protoplasten osmotisch zu schitzen, wurde die Transformation in SMMP-Medium durch-
gefuhrt, das einen sehr hohen Anteil an Saccharose enthalt. Ferner wurden nur sterile
Falcon-Réhrchen und keine GlasgefalRe verwendet, um zu vermeiden, dass die Protoplasten
mit RUckstanden auf den GlasgefaRen wie z.B. Detergenzien in Berlhrung kamen.

Fur die Transformation wurden 10 pl Ligationsansatz mit 10 ul SMMP75 Medium gemischt
und zu 300 ul S. carnosus TM300-Protoplasten gegeben. Anschlielend wurden 2 ml 40%
PEG (Fa. Merck, in 50% SMM-Puffer geldst) dazugegeben, die Suspension 2 min unter
vorsichtigem Schwenken inkubiert und dann 7 ml vorgewdrmtes SMMP75-Medium zuge-
geben. Nach einem Zentrifugationsschritt (Heraeus Multifuge 1 S-R, Rotor FA12.94 High-
conic, 7500 rpm, ohne Bremse, RT, 25 min) wurde das Pellet unter vorsichtigem Schwenken
in 900 pl SMMP75-Medium geldst und je 150 pl auf eine DM3-Agarplatte ausplattiert. Nach
4-5-stindiger Inkubation bei 30°C (da das temperatursensitive Plasmid pTVOmcs verwendet
wurde, sonst 37°C) wurden die Platten mit je 3 ml Casamino-Yeast-Weichagar, der ein
geeignetes Selektions-Antibiotikum enthielt, Uberschichtet und fur 58 -70 h bei 30°C
inkubiert.

2.25.7 Phagentransduktion

Die Phagentransduktion stellt eine Moglichkeit der Transformation von Bakterienzellen dar,
bei der diese nicht chemisch oder physikalisch verandert werden muissen. Bakteriophagen
dienen hierbei als Vektor, um ein Plasmid in einen S. aureus-Stamm einzufihren. Zunachst
infiziert man daftir den Donorstamm, der das gewlnschte Plasmid enthalt, mit einem

geeigneten Bakteriophagen. In wenigen Phagen wird dabei die Plasmid-DNA aufgenommen.
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Nach der ,Ernte” der so behandelten Phagen kann man dann den gewtnschten Empféanger-
stamm mit diesen infizieren und Uber Selektionsplatten die Kolonien selektieren, die das
Plasmid aufgenommen haben. In dieser Arbeit wurde mit dem Phagen 85 gearbeitet, der in
der Lage ist, sowohl den Stamm S. aureus RN4220 als auch den Stamm S. aureus SG511
zu infizieren.

Infektion des Donorstammes

Fur die Phagentransduktion wurde S. aureus RN4220 pVSvraE-Ery als Donor, S. aureus
SG511 als Empfanger und der Phage 85 als transduzierender Phage verwendet. 20 ml LB-
Medium mit 20 mg/l Chloramphenicol wurden mit dem Donorstamm beimpft und Gber Nacht
bei 30°C (da der Donorstamm ein temperatursensitives Plasmid enthielt) inkubiert. Fir die
Transduktion wurde das Phagenlysat (von M. Tirck angereichert und zur Verfiigung gestellt)
mit Phagenpuffer verdiinnt, so dass man 10™*-10® Verdiinnungen erhielt. Unmittelbar vor der
Adsorption der Phagen an die Bakterien wurden diese mit 5 mM CacCl, versetzt, um die
Anlagerung der Phagen zu erleichtern. Die Bakterienkultur wurde zu je 300 pl in sterile
Falcon-Réhrchen (15 ml) aliquotiert und diese, falls Donor und Akzeptor nicht isogenisch
waren, fir 2 min bei 52°C inkubiert, um Restriktionssysteme zu inaktivieren. Dann wurden
von jeder Verdinnungsstufe der Phagensuspension 100 pl zu je einem Aliquot Bakterien-
kultur gegeben und 15 min bei RT inkubiert. Zusatzlich wurde eine Positivkontrolle ange-
setzt, bei der anstatt der Phagensuspension reiner Phagenpuffer zugegeben wurde. Nach
der Inkubationszeit wurde jeder Ansatz mit 4 ml warmen (55°C) LB-Weichagar (+ CacCl,)
gemischt, kurz gevortext und zum Uberschichten einer Blutagarplatte verwendet, die Uber
Nacht bei 37°C inkubiert wurde. Die Blutplatte derjenigen Verdinnung, die eine konfluente
Lyse zeigte, wurde weiterverwendet. Hierbei weist braun gefarbter Blutagar auf Bakterien-
wachstum und aufgeklarter LB-Agar in der oberen Schicht auf Bakterienlyse hin. Die Platte
wurde mit 2 ml Phagenpuffer versetzt, der LB-Weichagar mit einer spatelférmig gebogenen
Pasteurpipette abgeschabt und in ein steriles Falcon-Réhrchen (50 ml) Uberfihrt. Die Agar-
Phagenlysat-Mischung wurde nach kurzem Vortexen zum Entfernen von Agar- und Zell-
riickstanden abzentrifugiert (15 min, RT, 9000 rpm, Bremse 9) und der Uberstand in ein 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal pipettiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min,
RT, 9000 rpm, Bremse 9) wurde das Phagenlysat in 1,8 ml Plastikrohrchen mit
Schraubverschluss (Fa. Nalgene Cryoware) Uberfiihrt und bei 4 °C gelagert. Die Haltbarkeit
der Phagenlysate betragt so mehrere Jahre.

Infektion des Rezipientenstammes

Fur die Infektion des Rezipientenstammes wurde der Stamm S. aureus SG511 in 10 ml LB-
Medium Uber Nacht bei 37°C und unter Schiitteln angezogen. Fur die Transduktion wurde
das aus dem Donor gewonnene Phagenlysat (Phage 85 pVSvraE-Ery) mit Phagenpuffer

verdiinnt, so dass man 10™ bis 10®° Verdiinnungen erhielt. Die Infektion erfolgte analog zu
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der Infektion des Donorstammes. Zusétzlich wurden eine Positiv- und eine Negativkontrolle
angesetzt, bei denen statt Phagensuspension reiner Phagenpuffer zugegeben wurde. Nach
der 15-mindtigen Inkubationszeit wurde jeder Ansatz mit 4 ml warmen (55°C) LB-Weichagar
(+20 mM Nas-Citrat) gemischt, kurz gevortext und bis auf die Negativkontrolle zum
Uberschichten einer Selektionsplatte (LB + CM [20 mg/I]) verwendet, die fiir 48-60 h bei 30°C
(wegen des temperatursensitiven Plasmids pVSvraE-Ery) inkubiert wurde. Die Negativkon-
trolle wurde zum Uberschichten einer Blutplatte verwendet. Der LB-Weichagar enthielt
20 mM Nas-Citrat, um zu verhindern, dass an infizierten Zellen andere Phagen adsorbieren
konnten und durch diese eine Zelllyse stattfand. Das Citrat cheliert dabei die im Ansatz
enthaltenen und fir die Absorption notwendigen Ca®'-lonen. Nach der Inkubationszeit
wurden Kolonien mit Zahnstochern gepickt, auf Selektionsplatten (LB + CM [20 mg/l])
vereinzelt und auf das Vorhandensein des vollstandigen Plasmids pVSvraE-Ery hin

Uberprift.

Phagenpuffer: LB-Medium, 5 mM CacCl,

2.26 Insertionsinaktivierung des chromosomalen Gens vraE in Staphylococcus
aureus SG511 durch doppelt homologe Rekombination
Das fir eine hypothetische ABC-Transporter-Permease codierende Gen vraE wurde im
Rahmen dieser Arbeit durch die Insertion eines Erythromycin-codierenden Genes
ausgeschaltet. Hierfir musste eine doppelt homologe Rekombination stattfinden. Zu diesem
Zweck wurde der temperatursensitive Vektor pTVOmcs verwendet, der bei 30°C repliziert
wird, bei 44°C jedoch nicht. Zunachst wurden zwei ca. 500 bp grof’e Fragmente, die am 5°-
bzw. am 3‘-Ende von vraE lagen, in den Vektor pUC19-Ery kloniert, so dass sie das in
diesem Vektor enthaltene Erythromycin (EM)-Gen flankierten. AnschlieBend wurde das
entstehende Fragment aus diesem Vektor ausgeschnitten und in pTVOmcs eingefligt. Dieses
Plasmid besitzt ein Chloramphenicol (CM)-Resistenzgen und einen temperatursensitiven
Replikationsursprung. Folglich konnte nach Transformation in den Stamm S. aureus SG511
und anschlieRender Selektion bei 44°C auf CM (20 pg/ml) und EM (25 pg/ml) enthaltenden
Agarplatten solche Klone isoliert werden, die infolge einer einfachen homologen
Rekombination den kompletten Vektor in das Chromosom integriert hatten. Zur Isolierung
einer Mutante, in der eine doppelt homologe Rekombination stattgefunden hatte, wurden die
entsprechenden einfach rekombinierten Mutanten in jeweils 20 ml TSB-Medium mit 25 pg/ml
EM inokuliert, bei 44°C inkubiert und alle 4 h in frisches Medium Uberimpft. Nach insgesamt
ca. 60 h wurden Aliquots in verschiedenen Verdinnungen auf TSA-Platten mit EM (25 pg/ml)
ausplattiert und fir 12 h bei 44°C bebritet. Gepickte Kolonien wurden anschlie3end parallel
auf EM (25 pg/ml) und EM und CM (20 pg/ml) haltige TSA-Platten Gberimpft und bei 44°C
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inkubiert. In einer Kolonie, die nun auf EM-haltigen Platten wuchs, auf EM- und CM-haltigen
jedoch nicht, hatte potentiell eine doppelt homologe Rekombination stattgefunden. Solche

Kolonien wurden dann durch PCR und Sequenzierungen naher untersucht.
2.27 Transkriptionsanalyse mittels DNA-Microarrays

2.27.1 Zellzucht fur Transkriptionsanalyse

3 ml B-Bouillon wurden mit 60 pl einer Ubernachtkultur von S. aureus SG511 beimpft. Die
Inkubationen erfolgten immer bei 37°C und unter Schitteln (160 rpm). Die transkriptionelle
Antwort auf hBD3-Behandlung in Staphylococcus aureus SG511 wurde unter zwei unter-
schiedlichen Bedingungen untersucht. Im ersten Ansatz (Langzeit-Experiment) wurden die
Zellen in Anwesenheit einer subinhibitorischen hBD3-Konzentration (2 pM) bis zu einer
ODegoo von 1 inkubiert und dann unter Verwendung von RNAprotect (Fa. Qiagen) abgeerntet.
Im zweiten Ansatz (Kurzzeit-Experiment) wurden die Zellen bis zu einer ODgy von 0,8
(exponentielle Wachstumsphase) ohne Peptid inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von hBD3
(2 M) und nach weiterer 20 minttiger Inkubation die Zellernte unter Verwendung von
RNAprotect nach Angaben des Herstellers. RNAprotect sorgt hierbei fur die Stabilisierung
der empfindlichen Gesamt-RNA. Eine Kontrollkultur ohne Zugabe von hBD3 wurde jeweils
auf gleiche Weise inkubiert und abgeerntet.

2.27.2 RNA-Praparation

Fur die Lyse der S. aureus-Zellen wurde das Zellpellet in 700 pl TE-Puffer mit 24 pl
Lysostaphin (5 mg/ml) resuspendiert und fir 30 -120 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Im Anschluss erfolgte die RNA—Praparation mittels des PrestoSpin Kits der Fa. Molzym nach
Angaben des Herstellers. Alle Arbeiten mit RNA wurden mit RNase freien Reagenzien und
GefalRen durchgefuhrt. Die RNA wurde mit RNase-freiem Aqua dest. eluiert und bei -20°C
gelagert.

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

2.27.3 cDNA-Synthese und Aufreinigung

Alle Arbeitsschritte wurden bei mdglichst wenig Lichtzufuhr durchgefiihrt, da die verwendeten
Farbstoffe lichtempfindlich sind. 9 pg Gesamt-RNA (je 3 pg RNA aus drei separaten RNA-
Préparationen) wurde mittels einer Reversen Transkriptase (BioScript, Fa. Bioline) nach
Angaben des Herstellers in copyDNA (cDNA) umgeschrieben, wobei zwei 30-minttige
Transkriptionsschritte bei 42°C erfolgten. Die Transkriptionsreaktion wurde in Anwesenheit
von 0,2 mM dCTP, 0,5 mM dATP, dGTP und dTTP, 75 pg/ml random hexamer primer (Fa.
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GE Healthcare), 25 U/ml RNase-Out (Fa. Invitrogen) und 0,1 mM Cyanin-3" (Cy3) - oder
Cyanin-5" (Cy5)-Fluoreszenz-markiertem dCTP (Fa. Amersham oder Fa. Perkin Elmer Life
Science) durchgefihrt. Auf diese Weise wurde der Farbstoff simultan in die cDNA eingebaut.
Anschlieend wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl EDTA (0,5 M) abgestoppt, die RNA
durch alkalische Hydrolyse (1 N NaOH) bei 65°C abgebaut und die cDNA nach Neutra-
lisation durch Zugabe von 25 pl Tris-HCI (1 M, pH 7,5) mittels des MinElute PCR Purification
Kits (Fa. Qiagen) aufgereinigt. Die Menge an cDNA sowie die Menge an inkorporiertem

Farbstoff wurde im NanoDrop Spektrophotometer (Fa. Peglab) vermessen.

2.27.4 Hybridisierung, Waschen und Scannen von Microarrays

DNA-Microarrays eignen sich fur die Analyse des Transkriptions- und Expressionsstatus aller
auf dem Microarray realisierten Gene und kdnnen so z.B. Hinweise auf Genfunktionen oder
Regulationswege geben. In dieser Arbeit wurde ein PCR—Produkt-Gesamt-Genom-Chip
(sciTRACER, Fa. Scienion) verwendet. Auf diesem Microarray sind ca. 90% der Sequenzen
(2338 von insgesamt 2593 proteinkodierenden ORFs) des S. aureus N315-Genoms als
PCR-Produkt (,Feature®) vorhanden. Es wurden die Expressionsprofile von S. aureus SG511
in An- und Abwesenheit von hBD3 verglichen. Dazu wurde die Cy3- oder Cy5-markierte
cDNA der behandelten Zellen mit der cDNA der Kontrollen, die mit dem jeweils anderen
Farbstoff markiert worden war, kompetitiv und nach Angaben des Herstellers auf den
sCiTRACER gegeben und fur 60-72 h bei 42°C hybridisiert. AuBerdem wurde ein weiterer
Chip, bei dem die cDNAs umgekehrt markiert waren, hybridisiert (,dye swap®), da die
Farbstoffe Cy3 und Cy5 unterschiedlich effektiv in cDNA eingebaut werden und dieser Effekt
bertcksichtigt werden muss. Zum Entfernen der nicht hybridisierten cDNA-Reste wurden die
Chips nach der Inkubationszeit bei RT in SSC-Puffer mit abnehmenden Salzkonzentrationen
gewaschen (1x SSC/0,3% SDS, 5 min; 0,2x SSC, 5 min; 0,06x SSC, 30 s) und lichtgeschutzt
bei 4°C gelagert. AnschlieBend wurden die Microarrays im GenePix 4000B Scanner (Fa.
Axon Instruments) gescannt und die erhaltenen Daten einer statistischen Analyse

unterzogen.

2.27.5 Statistische Auswertung von Microarrays

Die Bildanalyse und die Auswertung der Daten wurde mit der GenePixPro 4.1 Software (Fa.
Axon Instruments) durchgefiihrt. Der Cy3-Farbstoff fluoresziert bei Anregung mit einer
Wellenlange von 532 nm griin, der Cy5-Farbstoff fluoresziert nach Anregung bei 635 nm rot.
So konnte mittels der GenePixPro 4.1 Software der Quotient aus den beiden Wellenléangen
gebildet (532 nm/635 nm) und damit Aufschlu3 Uber das Verhaltnis der gebundenen cDNAs

zueinander gewonnen werden. Nach der Berechnung der Spot-Intensitdten wurden die
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einzelnen Datensets in der Acuity-Software zusammengefihrt und dort unter Anwendung
des Lowess-Algorithmus, bei dem eine nicht-lineare Normalisierung der Daten erfolgt,
normalisiert. AnschlieBend wurden die signifikant regulierten Gene mit der SAM Software
(Significance Analysis of Microarrays, Tusher et al., 2001) ermittelt. SAM ist eine statistische
Methode, um speziell Microarray-Experimente auszuwerten und signifikante Anderungen der
Genexpression aufzufinden. Fur die Auswertung wurden die Parameter ,One Class
Response” und ,False Discovery Rate” (FDR) < 1% gewahlt. Die FDR gibt die Anzahl der
Gene in Prozent an, die bei der SAM-Auswertung falschlicherweise als signifikant ange-
geben werden. Da SAM nicht die Mediane der Ratio-Werte (532 nm/635 nm), sondern die
Lowess M normalisierten, logarithmischen Ratio-Werte als Grundlage zur Auswertung
nimmt, gibt das Programm erstere auch nicht an. Die Mediane der Ratio-Werte liefern jedoch
Information Uber die Starke der Regulation der einzelnen Gene und sind mit den Ratios in
anderen Arbeiten vergleichbar. Deshalb wurde nach der Auswertung mit SAM von allen als
signifikant ausgegebenen Genen die Ratios separat ermittelt und dann solche Gene, bei
denen die Ratios um = 2fach verandert waren, als signifikant reguliert gewertet. Hierfr
wurden die Mittelwerte aus den Medianen der Ratios (532nm/635nm) der einzelnen spots
herangezogen. Bei herunterregulierten Genen wurde der Kehrbruch aus diesem Wert
gebildet (1/ Mittelwert der Mediane der Ratios), um die Daten anschaulicher prasentieren zu

kdnnen.
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3 Ergebnisse
3.1 Minimale Hemmkonzentration von hBD3 gegen Staphylococcus aureus SG511

Fur samtliche Experimente wurde der Stamm Staphylococcus aureus SG511 ausgewahlt,
der sehr sensitiv gegeniber vielen antimikrobiellen Substanzen, inklusive der kationischen
antimikrobiellen Peptide, ist. Um eine geeignete Peptidkonzentration fur die Experimente
auszuwahlen, wurde die minimale Hemmkonzentration (MHK) von hBD3 gegen S. aureus
SG511 in 50% Miiller-Hinton-Medium und in B-Bouillon ermittelt (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Bestimmung der MHK von hBD3 gegen S. aureus SG511.

Medium MHK
50% Miiller-Hinton-Medium 1uM
B-Bouillon 16 uM

3.2 Physiologische Untersuchungen zur Wirkungsweise von hBD3 auf Staphylo-
coccus aureus SG511

Alle physiologischen Experimente wurden mit dem gleichen experimentellen Aufbau,

Medium (50% Madller-Hinton), Bakterienstamm (S. aureus SG511) und der gleichen hBD3-

Konzentration (5x MHK, bei der Abtotungskinetik zusatzlich 1x MHK) durchgefihrt, um die

Ergebnisse der einzelnen Experimente optimal miteinander korrelieren zu kénnen.

3.2.1 Abtétungskinetik hBD3-behandelter Staphylococcus aureus-Zellen

Um einen Hinweis auf die Wirksamkeit und den Wirkungszeitpunkt von hBD3 zu bekommen,
wurden Abtdtungskinetiken erstellt. In einem Kurzzeit-Experiment wurde die Abtétung der
Zellen innerhalb der ersten 30 min nach Peptidzugabe, in einem Langzeit-Experiment das
Wachstum uUber 22 h beobachtet, wobei je eine Kultur mit 1x und eine mit 5x MHK behandelt
wurde (siehe Abbildung 3.1). Die Kinetiken zeigten, dass bei 5x MHK eine effiziente und
schnelle Abtétung der Bakterienzellen stattfand. Schon am Zeitpunkt ,0 min“, innerhalb von
Sekunden nach Peptidzugabe, war die Anzahl der Kolonien-bildenden Einheiten (KBE) um
mehrere log-Stufen reduziert. Es ist jedoch zu beachten, dass mit diesem Experiment nicht
unterschieden werden kann, ob wirklich ein direktes und unmittelbares Abtdten der Zellen
stattfindet oder ob die Bildung einer Kolonie auf der Agarplatte nur durch Haften des Peptids
an den Zellen verhindert wird. Dies ist gerade bei einem stark kationischen Peptid wie hBD3
nicht auszuschlieen. Im Langzeitexperiment wurde bei der 5x MHK eine Regeneration der

Zellen erst nach 22 h beobachtet.
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Abbildung 3.1. Kurzzeit- (A) und Langzeit- (B) Abtdtungskinetiken von S. aureus SG511 nach
Behandlung mit 1x (Quadrate) oder 5x (Dreiecke) MHK hBD3 und Kontrolle ohne Peptidzugabe
(Diamanten).

Im Gegensatz dazu wurden bei der 1x MHK deutlich weniger Zellen abgetétet und es war
bereits nach 2 h eine erneute Zunahme der KBE zu beobachten.

3.2.2 Einfluss von hBD3 auf das Membranpotential

Die Bildung von Membranporen oder die unspezifische Zerstérung der Membranintegritét
sollte zu einem starken Abfall des Membranpotentials fiihren.
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Abbildung 3.2. Wirkung von hBD3 auf das Membranpotential von S. aureus SG511; der Pfeil
zeigt den Zeitpunkt der Peptidzugabe (5x MHK) an.
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Um das Membranpotential in wachsenden Zellen zu messen, wurde [*H]-Tetraphenylphos-
phoniumbromid (TPP®), das sich in Abhangigkeit von Ay Uber der Membran verteilt, ein-
gesetzt. Die Abnahme des Membranpotentials nach hBD3-Zugabe betrug nur etwa 15 mV,
jedoch war dieser geringe Effekt reproduzierbar. Offensichtlich wurde die bakterielle
Cytoplasmamembran nicht zerstdrt, sondern ihre Integritat nur kurzfristig beeintrachtigt.
Daher spricht dieses Ergebnis gegen eine Wirkungsweise, die auf einer Membranzerstdrung

basiert.

3.2.3 Einfluss von hBD3 auf den Efflux von Glutamat

Ein membranschadigender Effekt von antimikrobiellen Substanzen beeinflusst Energie-
abhéngige Transportprozesse. Um zu testen, ob hBD3 solche Prozesse beeintrachtigt,
wurde der Effekt von hBD3 auf die Aufnahme und die Akkumulation von [*H]-L-Glutamat in
ganzen Zellen untersucht (s. Abbildung 3.3). Hierfir wurde in einem Ansatz eine Kultur in
Anwesenheit von hBD3 und radioaktiv-markiertem Glutamat angezogen, um den Einfluss auf

die Aufnahme von Glutamat zu untersuchen.
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Abbildung 3.3. Akkumulation von [°H]-L-Glutamat in unbehandelten (Diamanten) oder hBD3-
behandelten (Quadrate) S. aureus SG511-Zellen. Um den Efflux von [°H]-L-Glutamat zu
untersuchen, wurde die unbehandelte Kontrolle nach 30 min in zwei Teile geteilt. AnschlieRend
wurde einem Teil hBD3 zugegeben (Pfeil; Dreiecke) und der zweite Teil wurde als Kontrolle
mitgefiihrt (Diamanten). Die hBD3-Konzentration entsprach der 5x MHK.

In einem zweiten Ansatz wurde erst nach 30-minutigem Wachstum in Anwesenheit von
[*H]-L-Glutamat hBD3 zu einer Kultur gegeben, um zu testen, ob hBD3 einen Glutamat-Efflux

bewirkt; die Effekte wurde dann jeweils tiber eine definierten Zeitraum beobachtet. Die Zellen
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waren nicht in der Lage, Glutamat aufzunehmen, wenn sie mit hBD3 vorbehandelt worden
waren. In Abwesenheit von Peptid nahmen die Zellen wie erwartet das radioaktiv-markierte
Glutamat auf. Unmittelbar nach Peptidzugabe wurde der Marker dann freigesetzt, wobei
allerdings dennoch ein signifikanter Anteil in den Zellen verblieb.

Dies war zu beobachten, obwohl die Zellen zuvor mit Chloramphenicol behandelt worden
waren, welches einen Glutamat-Einbau in Proteine verhindert. Eine Verstoffwechselung des
Glutamats kann also kein Grund fur den inkompletten Efflux sein. Dieses Ergebnis ist nicht
eindeutig zu erklaren, da porenbildende Substanzen eine vollstdndige Freisetzung des
Markers bewirken. Da aber dennoch ein deutlicher Effekt von hBD3 auf die Aufnahme und
den Efflux von Glutamat zu beobachten war, wird die Membran offensichtlich zumindest zum
Teil beeintrachtigt. Infolgedessen ware dann auch die energieabhangige Aufnahme von

Glutamat gehemmit.

3.2.4 Einfluss von hBD3 auf die Biosynthese von Makromolektlen

Um zu untersuchen, ob hBD3 spezifisch die Biosynthese von Makromolekilen hemmt,
wurde der Einbau von verschiedenen radioaktiv-markierten Grundbausteinen in ganze Zellen
beobachtet. Hierbei wurde radioaktiv-markiertes Glucosamin (als Indikator fur die Zellwand-
biosynthese), radioaktiv-markiertes Uridin (als Indikator fir die Nukleotidbiosynthese) und
radioaktiv-markiertes Isoleucin (als Indikator fir die Proteinbiosynthese) eingesetzt. Der
Einbau der genannten Grundbausteine in wachsende S. aureus SG511-Zellen wurde Uber
einen Zeitraum von 120 min beobachtet (Abbildung 3.4). Die spezifische Hemmung eines

dieser Biosynthesewege kdnnte Aufschluss tber den Angriffsort von hBD3 liefern.



3 Ergebnisse 37

A
35000
—~ 30000
£
O 25000
£
£ 20000
[g]
3 15000
(@]
=]
© 10000
]
;?‘ 5000
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)
B
3500
3000
T 2500
O
o
- 2000
ks
55 1500
T 1000
n 500
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (min)
C
12000
10000
B
fi 8000
£
S 6000
>
Q@
3 4000 -
) ‘\f,a\’\.
3 2000
iR
0

60 80 100 120 140

o
N
o
S
o

Zeit (min)

Abbildung 3.4. Einfluss von hBD3 auf die Biosynthese von Makromolekilen in S. aureus
SG511. Einbau von [°H]-Glucosamin (A), 5-[*H]-Uridin (B) und L-[**C]-Isoleucin (C) in hBD3-be-
handelten (Diamanten) und unbehandelten (Quadrate) Zellen. Der Glucosamin-Einbau diente
hierbei als Indikator fur die Zellwand-Biosynthese, der Uridin-Einbau als Indikator fur die
Nukleotid-Biosynthese und der Isoleucin-Einbau als Indikator fir die Proteinbiosynthese.
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Bei allen drei Grundbausteinen fand eine komplette Inhibierung der entsprechenden
Biosynthesen in hBD3-behandelten Zellen statt. Es kann also kein Ruckschluss auf einen
spezifischen Angriffspunkt von hBD3 gezogen werden. Vielmehr scheinen energieabhéngige
Syntheseprozesse und/oder die Aufnahme der Metabolite in die Zellen global durch hBD3-
Behandlung blockiert zu werden.

3.3 Transkriptionsanalyse hBD3-behandelter Staphylococcus aureus-Zellen

Das Transkriptionsprofil von S. aureus-Zellen, die mit subinhibitorischer hBD3-Konzentration
behandelten worden waren, wurde untersucht, um das Expressionsmuster dieser Zellen mit
dem solcher Zellen zu vergleichen, die mit anderen antimikrobiellen Peptiden oder
Antibiotika behandelt worden waren (Cirz et al., 2007; Cui et al., 2005; Kuroda et al., 2000;
Utaida et al., 2003). Dies konnte wichtige Hinweise auf die Wirkungsweise von hBD3 liefern.
Es wurde sowohl die unmittelbare Antwort auf hBD3-Stress, als auch der Langzeit-Effekt von
hBD3 auf die Genexpression untersucht. Beide Ansatze konnten wertvolle Informationen
Uber potentielle Zielmolelile oder Ziel-Stoffwechselwege von hBD3 sowie (ber die

Lebensweise von Staphylokokken, die diesem Defensin ausgesetzt sind, liefern.

3.3.1 Bestimmung einer subinhibitorischen Peptidkonzentration

Um spezifisch die durch hBD3 hervorgerufenen Effekte in den Transkriptionsprofilen zu
sehen, musste die Peptidkonzentration so gewahlt werden, dass die Zellen nicht nur eine
generelle Stressantwort, sondern mdoglichst eine charakteristische Reaktion auf das
verwendete Peptid zeigten. Die Peptidkonzentration wurde daher so gewahlt, dass nur ein
ganz geringer inhibitorischer Effekt auf wachsende Zellen zu sehen war. Keinesfalls sollte
die Bakterienkultur von der Peptidkonzentration komplett abgetotet werden. Um eine solche
sublethale hBD3-Konzentration zu ermitteln, wurde eine Wachstumskurve von S. aureus
SG511 in B-Bouillon in Anwesenheit von verschiedenen Peptidkonzentrationen aufgenom-
men (s. Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5. Wachstumskurve von S. aureus SG511 in B-Bouillon zur Ermittlung einer subin-
hibitorischen Peptidkonzentration. Die Zellen wurden in Anwesenheit von 0 uM (blaue Rauten),
2 uM (rote Quadrate), 4 pM (grine Dreiecke) oder 8 pM (lila Kreuze) hBD3 bei 37°C unter
Schatteln (160 rpm) inkubiert und ihr Wachstum tber 11 h beobachtet.

Bereits bei 2 pM (entspricht 1/8 der MHK von 16 pM) hBD3 war ein leichter Effekt auf das
Wachstumsverhalten zu sehen. Daher wurde diese Konzentration als sublethale hBD3-Kon-

zentration festgesetzt und fir samtliche Microarray-Analysen verwendet.

3.3.2 Transkriptionelle Antwort auf Defensin-Stress

In Tabelle 3.2 und Tabelle 3.4 sind die Gene aufgefihrt, die bei Behandung von S. aureus
SG511 mit subinhibitorischer hBD3-Konzentration im Kurz- und Langzeit-Experiment signi-
fikant reguliert waren. Im Kurzzeit-Experiment wurden Zellen fir 20 min einer subinhibitori-
schen hBD3-Konzentration ausgesetzt, im Langzeit-Experiment wuchsen sie Gber mehrere
Stunden in Anwesenheit des Peptids bis zu einer ODggo Von 1 (s. 2.27.1). Insgesamt waren
die Anderungen in der Hohe der Genexpressionen mit 2-3facher Erhohung/Erniedringung in
beiden Ansatzen bis auf wenige Ausnahmen sehr moderat. Ein grof3er Teil der beteiligten
Gene gehorte zu der Gruppe, deren Proteinfunktion bisher unbekannt ist (hypothetische

Proteine).



3 Ergebnisse

40

Tabelle 3.2: Liste aller in hBD3-behandelten S. aureus SG511-Zellen 2 2fach hochregulierten
Gene.
Gen-ID | Name | Funktion Prozess Mittelwert des
(N315) Medians der
532/635 Ratio
KZE | LZE
SA0181 HP, Ahnlichkeit mit Isochorismatase Metabol!smus von Coenzymen und 2.0
prosthetischen Gruppen
SA0192 HP, Ahnlichkeit mit ABC-Transporter 30.7 | 12.7
(ATP-bindendes Protein)
SA0205 HP, Ahnlichkeit mit Lysostaphin- Zellwand 25
Vorlaufer
SA0219 | pflA | Format-Acetyltransferase-aktivierendes | Metabolismus von Kohlenhydraten 29
Enzym und &hnlichen Molekilen
SA0244 HP, Ahnlichkeit mit Teichons&ure- Zellwand 2.2
biosyntheseprotein F
SA0336 HP 25
SA0427 konserviertes HP 21
SAO0521 | sdrE | Ser-Asp reiches Fibrinogen-bindendes | Pathofaktoren (Toxine und Kolo- 2.2
Protein nisationsfaktoren)
SA0591 HP 2.9
SA0647 HP 2.1
SA0648 konserviertes HP 2.2
SA0750 konserviertes HP 23
SA0824 konserviertes HP 2.2
SA0825 | spsA | Typ-I Signalpeptidase Proteinsekretion 2.6
SA0826 | spsB | Typ-I Signalpeptidase 1B Proteinsekretion 2.1
SA0903 konserviertes HP 3.9
SA0909 | fmtA | FmtA, Autolyse und Methicillin- Pathofaktoren (Toxine und 2.6
Resistenz-bezogenes Protein Kolonisationsfaktoren)
SA1201 | trpD | Anthranilate Phosphoribosyltransferase | Metabolismus von Aminosauren und 2.4
ahnlichen Molekilen
SA1202 | trpC | Indol-3-glycerolphosphat-Synthase Metabolismus von Aminoséauren und 4.6
ahnlichen Molekilen
SA1203 | trpF | Phosphoribosylanthranilat-lsomerase Metabolismus von Aminosauren und 3.2
ahnlichen Molekilen
SA1204 | trpB | Tryptophan-Synthase beta-Kette Metabolismus von Aminosauren und 4.5
ahnlichen Molekilen
SA1205 | trpA | Tryptophan-Synthase alpha-Kette Metabolismus von Aminosauren und 2.7
ahnlichen Molekilen
SA1227 | dapA | Dihydrodipicolinat-Synthase Metabolismus von Aminosauren und 2.6
ahnlichen Molekilen
SA1228 | dapB | Dihydrodipicolinat-Reduktase Metabolismus von Aminosauren und 2.3
ahnlichen Molekilen
SA1237 HP, Ahnlichkeit mit 5-Bromo-4-Chloro- | Phosphatmetabolismus 2.1
indolylphosphat-Hydrolyse Protein xpaC
SA1316 konserviertes HP 2.6
SA1442 HP, Ahnlichkeit mit Caffeoyl-CoA O- Metabolismus von Coenzymen und 2.0
Methyltransferase prosthetischen Gruppen
SA1549 HP, Ahnlichkeit mit Serine-Proteinase Anpassung an atypische Bedingun- 2.7

Do, Hitzeschockprotein htrA

gen
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Tabelle 3.2. Fortsetzung.

Gen-ID | Name | Funktion Prozess Mittelwert des
(N315) Medians der
532/635 Ratio
SA1601 konserviertes HP 21
SA1659 | prsA | Peptidyl-prolyl cis/trans-Isomerase- Proteinfaltung 2.6 2.4
Homolog
SA1666 Zweikomponentensystem-Transkrip- RNA-Synthese - Regulation 2.1
tionsregulator-Homolog
SA1691 | sgtB | HP, Ahnlichkeit mit Penicillin-bindendem | Zellwand 2.1
Protein 1A/1B
SA1700 | vraR | Zweikomponentensystem Transkrip- RNA-Synthese - Regulation 2.4
tionsregulator
SA1701 | vraS | Zweikomponentensystem Histidinkinase | Sensoren (Signaltransduktion) 2.8
SA1702 konserviertes HP 2.9
SA1703 HP 2.2
SA1712 konserviertes HP 2.7
SA1748 HP, Ahnlichkeit mit Transkriptions- RNA-Synthese - Regulation 2.1
regulator, GntR Familie
SA1985 HP 2.2
SA1986 HP 2.3
SA2106 HP, Ahnlichkeit mit Protein von pX02-46 2.3
SA2113 HP 3.1
SA2125 HP, Ahnlichkeit mit Formiminoglutamase | Metabolismus von Aminosduren und 2.0
ahnlichen Molekulen
SA2142 HP, Ahnlichkeit mit Multiresistenzprotein | Transport-/Binde-Proteine und Lipo- 21
proteine
SA2143 konserviertes HP 2.4
SA2146 | tcaA | TcaA Protein 3.0
SA2185 | narG | Nitratreduktase Alpha-Kette Membran-Bioenergetik (Elektronen- 4.2 -3.1
transportkette und ATP-Synthase)
SA2220 konserviertes HP 2.2
SA2221 HP 2.2
SA2296 HP Ahnlichkeit Transkriptionsregulator, | RNA-Synthese - Regulation 2.2
MerR Familie
SA2415 HP, Ahnlichkeit mit ABC-Transporter Transport-/Binde-Proteine und 4.6 2.1
(Permease) Lipoproteine
SA2416 HP, Ahnlichkeit mit ABC-Transporter Transport-/Binde-Proteine und 3.0 2.1
(ATP-bindendes Protein) Lipoproteine
SA2481 konserviertes HP Zellwand 2.6
SA2492 | vraD |HP, Ahnlichkeit mit ABC-Transporter Transport-/Binde-Proteine und 57.6 | 30.5
(ATP-bindendes Protein) Lipoproteine
SA2493 | vraE | HP, Ahnlichkeit mit ABC-Transporter Transport-/Binde-Proteine und 476 | 18.4
(Permease) Lipoproteine
SAS055 | tnp [verkirzte Transposase Transposon und IS 2.2

KZE, Kurzzeit-Experiment; LZE, Langzeit-Experiment;

HP, Hypothetisches Protein

Im Kurzzeit-Experiment waren insgesamt 100 Gene signifikant reguliert. Davon waren 43

Gene in Defensin-behandelten Zellen hoch-, 55 Gene herabreguliert. In den langfristig dem
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Defensin ausgesetzten Zellen waren mit 26 Genen (19 Gene hoch-, 7 herabreguliert)
deutlich weniger Gene in ihrer Expression verandert. In beiden Ansatzen fielen jedoch zwei
Gene besonders auf: vraD (SA2492) und vrakE (SA2493) waren bis zu 57fach hochreguliert.
Diese beiden Gene codieren fir einen bislang nicht naher charakterisierten ABC-
Transporter. Die Expression von drei Genen, die fir weitere zwei hypothetische ABC-
Transporter codieren, war ebenfalls deutlich erhoht (SA0192, 30fache Induktion; SA2415
und SA2416, 2,1 fache Induktion). Solche ABC-Transporter kénnten die Zellen mdglicher-
weise entgiften, indem sie das Peptid von der Cytoplasmamembran weg pumpen, bevor es
seine Wirkung entfalten kann. Des Weiteren waren 11 von 15 Genen, die nach McAleese et
al. (2006) zum sogenannten ,Kern-Zellwandstress-Stimulon“ gehéren und als Antwort auf
Zellwandstress hochreguliert werden, in der Kurzzeitantwort in ihrer Expression erhéht

(s. Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3. Liste der 15 Gene, die nach McAleese et al. (2006) zum Kern-Zellwandstress-Stimu-
lon gehdren und ihre Regulation in hBD3-behandelten S. aureus SG511-Zellen (Kurzzeit-Experi-

ment).

Gen-ID | Name | Funktion Prozess Mittelwert des
(N315) Medians der
532/635 Ratio

SA0909 | fmtA | FmtA, Autolyse und Methicillin- Pathofaktoren (Toxine und 2,6
Resistenz-bezogenes Protein Kolonisationsfaktoren)

SA1549 HP, Ahnlichkeit mit Serine-Proteinase Anpassung an atypische 2,7
Do, Hitzschockprotein htrA Bedingungen

SA1659 | prsA | Peptidyl-prolyl cis/trans-lIsomerase- Proteinfaltung 2,6
Homolog

SA1691 | sgtB | HP, Ahnlichkeit mit Penicillin-bindendem | Zellwand 2,1
Protein 1A/1B

SA1701| vraS |Zweikomponentensystem Histidinkinase | Sensoren (Signaltransduktion) 2,8

SA1702 konserviertes HP 29

SA1703 HP 2,2

SA1712 konserviertes HP 2,7

SA1926 | murZ | UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyl- Zellwand n.s.
vinyl-Transferase 2

SA2103 HP, Ahnlichkeit mit LytR RNA-Synthese - Regulation n.s.

SA2146 | tcaA |TcaA Protein 3,0

SA2220 konserviertes HP 2,2

SA2221 HP 2,2

SA2297 HP, Ahnlichkeit mit GTP-Pyrophospho- | Metabolismus von Nukleotiden n.s.
kinase und Nukleinsduren

SA2343 HP n.s.

HP, Hypothetisches Protein; n.s., nicht signifikant
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Auch das Zweikomponentensystem VraRS, das eine wichtige Rolle bei der Erkennung von
Zellwandstress spielt (Gardete et al., 2006; Kuroda et al., 2003; McAleese et al., 2006;
Sobral et al., 2007; Utaida et al., 2003; Yin et al., 2006), war signifikant hochreguliert. Dies
deutet einen Zellwand-schadigenden Effekt von hBD3 an. Ein weiteres auffalliges Gen war
tcaA, das 3fach in seiner Expression erhoht war. Dieses Gen codiert fir ein Membranprotein,
das in einer anderen Studie als Antwort auf Glykopeptid-Behandlung hochreguliert worden
war (Maki et al., 2004).

Bei den herunterregulierten Genen (Tabelle 3.4) fielen einige Gene auf, die mit anaerobem
Wachstum in Zusammenhang stehen. Ein in die Nitratatmung involvierter Regulator,

SA2189, (Neubauer et al., 1999) war in beiden Experimenten in der Expression verringert.

Tabelle 3.4. Liste der in hBD3-behandelten S. aureus SG511-Zellen signifikant (2 2fach) herun-

terregulierten Gene.

Gen-ID | Name | Funktion Prozess 1/ Mittelwert des
(N315) Medians der
532/635 Ratio
KZE LZE
SA0175 konserviertes HP 6.3
SA0218 | pflB | Format-Acetyltransferase Metabolismus von 2.7
Kohlenhydraten und &hnlichen
Molekilen
SA0232| IctE |L-Laktat-Dehydrogenase Metabolismus von 12.7
Kohlenhydraten und ahnlichen
Molekiilen
SA0236 HP, Ahnlichkeit mit PTS Fruktose- Transport-/Binde-Proteine und 2.0
spezifischer Enzym IIBC-Komponente Lipoproteine
SA0249 | scdA | Zellteilung- und Morphogenese- Zellteilung 2.1
bezogenes Protein
SA0252 [ IrgA | Holin-ahnliches Protein LrgA Phagenbezogene Funktionen 3.3
SA0271 konserviertes HP 3.2
SA0293 HP, Ahnlichkeit mit Formattransporter Transport-/Binde-Proteine und 7.9
NirC Lipoproteine
SA0325| glpT | Glycerol-3-phosphat-Transporter Transport-/Binde-Proteine und 2.7
Lipoproteine
SA0347 HP, Ahnlichkeit mit Cystathionin- Metabolismus von Amino- 2.4
Gamma-Synthase sauren und &hnlichen
Molekilen
SA0420 HP, Ahnlichkeit mit ABC-Transporter Transport-/Binde-Proteine und 2.0
(ATP-bindendes Protein) Lipoproteine
SA0423 HP, Ahnlichkeit mit Autolysin (N- Zellwand 2.4
Acetylmuramyl-N-Alanin-Amidase)
SA0432 | treP | PTS enzyme Il, Phosphoenolpyruvat- Transport-/Binde-Proteine und 2.3
abhangig, Trehalose-spezifisch Lipoproteine
SA0511 HP, Ahnlichkeit mit UDP-Glukose 4- Metabolismus von Nukleotiden 2.4
Epimerase-Protein und Nukleinsauren
SA0589 HP, Ahnlichkeit mit ABC-transporter Transport-/Binde-Proteine und 2.1
(ATP-bindendes Protein) Lipoproteine
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Tabelle 3.4. Fortsetzung.

Gen-ID | Name | Funktion

Prozess

1/ Mittelwert des

(N315) Medians der
532/635 Ratio
SA0654 | fruB | Fruktose-1-Phosphat-Kinase Metabolismus von Kohlen- 21
hydraten und ahnlichen
Molekilen
SA0707 konserviertes HP 3.0
SA0726 | gapR | Glykolytischer Operonregulator RNA-Synthese - Regulation 2.7
SA0746 Staphylokokken-Nuklease Pathofaktoren (Toxine und 2.2
Kolonisationsfaktoren)
SA0747 | cspC | Kalteschock-Protein C Anpassung an atypische 34
Bedingungen
SA0769 ABC-Transporter (ATP-bindendes Transport-/Binde-Proteine und 2.2
Protein-Homolog) Lipoproteine
SA0917 | purK | Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxy- [ Metabolismus von Nukleotiden 2.7
lase, Carbon-Dioxid-Fixierungs-Kette und Nukleinséauren
PurK Homolog
SA0918| purC | Phosphoribosylaminoimidazolsuccinocar | Metabolismus von Nukleotiden 3.2
boxyamid-Synthetase-Homolog und Nukleinsauren
SA0919 konserviertes HP 3.6
SA0920 | purQ | Phosphoribosylformylglycinamidin- Metabolismus von Nukleotiden 3.6
Synthase | PurQ und Nukleinséuren
SA0921 [ purL | Phosphoribosylformylglycinamidi- Metabolismus von Nukleotiden 3.0
Synthetase PurL und Nukleinsauren
SA0939 konserviertes HP 21
SA0995 | sdhA | Succinate-Dehydrogenase-Flavoprotein | Metabolismus von Kohlen- 2.2
Untereinheit hydraten und &hnlichen
Molekilen -TCA Zyklus
SA1041 | pyrR | Pyrimidinoperon Repressor A-Kette RNA-Synthese - Regulation 2.6 24
SA1042 | pyrP | Uracilpermease Transport-/Binde-Proteine und 6.6 3.1
Lipoproteine
SA1043| pyrB | Aspartattranscarbamoylase A-Kette Metabolismus von Nukleotiden 8.8 3.0
und Nukleinsduren
SA1044 | pyrC | Dihydroorotase Metabolismus von Nukleotiden 9.2 2.0
und Nukleinsduren
SA1045 | pyrAA | Carbamoylphosphat-Synthase, kleine Metabolismus von Nukleotiden 8.7
Kette und Nukleinsduren
SA1046 | pyrAB | Carbamoylphosphat-Synthase, grof3e Metabolismus von Nukleotiden 6.1
Kette und Nukleinsduren
SA1047 | pyrF | Orotidine-5-Phosphat-Decarboxylase Metabolismus von Nukleotiden 5.4
und Nukleinsduren
SA1048 | pyrE | Orotatphosphoribosyltransferase Metabolismus von Nukleotiden 4.3
und Nukleinsduren
SA1049 HP 3.3
SA1164 | dhoM | Homoserin-Dehydrogenase Metabolismus von Amino- 2.1
sauren und ahnlichen
Molekilen
SA1174 | lexA | SOS regulatrisches Protein LexA RNA-Synthese - Regulation 21
SA1226 | asd | Aspartatsemialdehyd-Dehydrogenase Metabolismus von Amino- 2.1 +2.9
sauren und &hnlichen
Molekilen
SA1272 Alanine-Dehydrogenase Metabolismus von Amino- 3.8
sauren und &hnlichen
Molekilen
SA1323 | sirtA | Respiratorisches Transkriptions- RNA-Synthese - Regulation 2.4
regulatorprotein SrrA in Staphylokokken
SA1339 | malR | Maltose-Operon Transkriptionsrepressor | RNA-Synthese - Regulation 2.3
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Tabelle 3.4. Fortsetzung.

Gen-ID | Name | Funktion Prozess 1/ Mittelwert des
(N315) Medians der
532/635 Ratio
SA1435 HP, Ahnlichkeit mit Acetyl-CoA Lipidstoffwechsel 2.4
Carboxylase (Biotin-Carboxyl-Trager
Untereinheit), accB Homolog
SA1617 HP, Ahnlichkeit mit latentem nuklaren Gemischtes 2.2
Antigen [Kaposi's Sarcoma-associated
Herpesvirus]
SA1718| putP | Prolinpermease mit hoher Affinitat Transport-/Binde-Proteine und 25
Lipoproteine
SA1858 | ilvD | Dihydroxy-Saure- Dehydratase Metabolismus von Amino- 21
sauren und &hnlichen
Molekilen
SA1996 | lacB | Galaktose-6-Phosphat-Isomerase LacB | Metabolismus von Kohlen- 2.0
Untereinheit hydraten und ahnlichen
Molekilen
SA2029 | rplO |50S Ribosomales Protein L15 Proteinsynthese - Ribosomale 3.0
Proteine
SA2062 HP 2.8
SA2183 HP, Ahnlichkeit mit Nitratreduktase, Membran-Bioenergetik 3.2
delta Kette (Elektronentransportkette und
ATP-Synthase)
SA2189 HP, Ahnlichkeit mit NirR Metabolismus von Amino- 2.6 5.6
sauren und ahnlichen
Molekilen
SA2200 HP, Ahnlichkeit mit ABC-Transporter, Transport-/Binde-Proteine und 2.0
(ATP-bindende Untereinheit) Lipoproteine
SA2268 HP 11.2
SA2295| gntR | Gluconate-Operon Transkriptions- RNA-Synthese - Regulation 3.3
repressor
SA2300 HP, Ahnlichkeit mit Glucarattransporter | Transport-/Binde-Proteine und 21
Lipoproteine
SA2463 lip Triacylglycerol-Lipase Vorlaufer Pathofaktoren (Toxine und 2.2
Kolonisationsfaktoren)

KZE, Kurzzeit-Experiment; LZE, Langzeit-Experiment; HP, Hypothetisches Protein

Des Weiteren wurde die Expression von IctE, einem Gen, das flr eine L-Laktat-Dehydro-
genase codiert, in den Kurzzeit-hBD3-behandelten Zellen um mehr als 12fach reduziert.
Auch srrA und nirC waren herabreguliert. Das Gen srrA codiert fur den Transkriptions-
regulator (,response regulator) des Zweikomponenten-Regulationssystems SrrAB, der ein
globaler Regulator des aerob-anaerob Wechsels zu sein scheint. NirC (SA0293) wurde von
Fuchs et al. (2007) ebenfalls mit anaeroben Wachstum in Zusammenhang gebracht. Aul3er
diesen mit Anaerobiose in Zusammenhang stehenden Genen wurden sowohl zwei Trans-
kriptionsrepressoren und drei Zuckertransporter, als auch Gene des Purin- und Pyrimidin-
stoffwechsels herunterreguliert. Eine verringerte Expression des Nukleotidstoffwechsels war
in anderen Untersuchungen als Antwort auf Ciprofloxacin- und Saureschockbehandlung
beobachtet worden (Bore et al., 2007; Cirz et al., 2007).

In den Zellen, die hBD3 Uber einen langeren Zeitraum ausgesetzt worden waren (Langzeit-

Experiment), waren insgesamt nur sehr wenige Gene signifikant in ihrer Expression
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veréndert. Unter den hochregulierten Genen tauchten Gene des Lysin- und Tryptophan-
stoffwechsels auf, die im Kurzzeitexperiment nicht signifikant in ihrer Expression verandert

waren.

3.4 Untersuchung einer vrakE Knock-out Mutante

Die auffallig stark erhdhte Expression des ABC-Transporters VraDE im Transkriptionsprofil
konnte auf eine Rolle des Transporters in der zellularen Antwort von Staphylokokken auf
Stress durch kationische antimikrobielle Peptide hindeuten. Um die potentielle Funktion des
Transporters als Resistenzmechanismus naher zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser

Arbeit eine vraE-Knockout-Mutante hergestellt und physiologisch untersucht.

3.4.1 |Inaktivierung des ABC-Transporters VraDE

Die Inaktivierung des ABC-Transporters VraDE erfolgte Uber den Austausch eines zentralen,
ca. 800 bp grol3en Bereiches des Gens vrak durch eine Erythromycin-Resistenzkassette. Zu
diesem Zweck wurde ein Vektor konstruiert, bei dem eine aus pUC19-Ery gewonnene
Erythromycin-Resistenzkassette von zwei Sequenzbereichen aus vrakE flankiert wurde
(s.Abbildung 3.6). Das entstehende Konstrukt wurde anschlieBend in den Vektor pTVOmcs
eingebracht. Samtliche im Rahmen der Klonierung verwendeten Primer sind in Tabelle 3.5
aufgelistet.

Tabelle 3.5. Liste der im Rahmen der Inaktivierung von vrakE verwendeten Primer. Eingebaute
Restriktionsschnittstellen in den Primersequenzen sind unterstrichen dargestellt.

Primer Sequenz (5’-3’) Restriktions-
schnittstellen
vrak-I-F TAAAAGCTTCGTTTTCAAAAACTTACGACAAAA Hindlll
vrak-I-R AGCCTGCAGGGCATCAGTTTTAATTGAATCTTTC Pstl
vrak-lI-F ATCGGATCCTCAACTCACCTGTCGTCGAA BamHlI
vrak-lI-R TTTGAATTCCAATTTGTTTGAATGTACAAAAGCA EcoRl

PtvOINS1 GATTTACATATGAGTTATGCAG

PtvOINS2 CGCTCATGGTCAATATCATC

vraD-F TGTCGAAAGCAACAATGGAA

SAS091-R | AAGCGCCACCTAATAAACCA
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Das vordere klonierte Fragment aus vraE wies eine Grof3e von 559 bp auf und entsprach
hinsichtlich seiner Sequenz einem Bereich am 5'-Ende des Gens, das hintere Fragment wies
eine Grolke von 542 bp auf und entsprach einem Bereich am 3‘-Ende des Gens. Die fir die
Klonierungen notwendigen Restriktionsendonuklease-Schnittstellen wurden durch Basen-
austausche an den 5-Enden der verwendeten PCR-Primer generiert. Die Fragmente
wurden im ersten Schritt in den Vektor pUC19-Ery stromab- bzw. stromaufwérts des
Erythromycin-Gens eingefligt (s. Abbildung 3.6).

vraD [;] vraE >
! !

Hindll Pstl BcimHI EcloRI

vrak-| vrak-ll

Abbildung 3.6. Schematische Darstellung der Konstruktion von pVSvraE-II.

Das enstehende, ca. 2200 bp grofRe Konstrukt wurde anschlieBend mit Hindlll und EcoRI
aus dem entstandenem Vektor pVSvraE-Il ausgeschnitten und in den temperatursensitiven
Vektor pTVOmcs eingefiihrt, der zuvor mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert
worden war. Dieser Vektor besitzt eine Chloramphenicolresistenz (cat) und einen
temperatursensitiven Replikationsursprung. Der daraus entstehende Vektor pVSvraE-Ery

(s. Abbildung 3.7) wurde zunachst durch Protoplastentransformation (s. 2.25.6) in S. car-
nosus TM300 eingefihrt.
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pVSvraE-Ery
6574 bp

Hindlll

Abbildung 3.7. Vektorkarte von pVSvraE-Ery. Dieser Vektor entstand durch Einfihrung des
Hindlll/EcoRI-Konstruktes aus pVSvraE-Il in den Vektor pTVOmcs.

Potentielle Transformanten wurden gegen Erythromycin selektiert. Positive Mutanten wurden

Uber Testverdaue auf die Aufnahme des korrekten Plasmids tberprift (Abbildung 3.8).

Spur 1: O'GeneRuler™ DNA Ladder Mix (10000, 8000,
6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000,
1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100)

Spur 2: pTVOmcs, unverdaut

(L

Spur 3: pVSvraE-Ery aus Klon 1, unverdaut
Spur 4: pVSvraE-Ery aus Klon 1, Hindlll-verdaut
Spur 5: pVSvraE-Ery aus Klon 1, Hindlll-EcoRI-verdaut

[
—
(]
.~ .
~

Spur 6: pVSvraE-Ery aus Klon 2, Hindlll-EcoRI-verdaut
Spur 7: pTVOmcs, Hindlll-EcoRI-verdaut
Spur 8: O'GeneRuler™ DNA Ladder Mix (s.0.)

i

Abbildung 3.8 Nachweis der Insertion des ca. 2200 bp grofRen Hindlll/EcoRI-Konstruktes aus
pVSvraE-ll in den Vektor pTVOmcs.
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Aus einer positiven Mutante wurde das Plasmid anschlieRend wieder isoliert und in den
Restriktionsendonuklease-negativen und dadurch durch Elektroporation transformierbaren
Stamm S. aureus RN4220 gebracht. Aus einem Klon, der das korrekte Plasmid aufge-
nommen hatte, wurde pVSvraE-Ery dann wiederum isoliert und durch Phagentransduktion
(s. 2.25.7) in den Zielstamm S. aureus SG511 eingefuhrt. Die erfolgreiche Aufnahme des
Plasmids wurde mittels PCR Uberprift. Durch Verwendung des Primerpaares PTVOINS1 und
PTVOINS2, die sich an beiden Seiten der multiple cloning site von pTVOmcs anlagern und
nur ein PCR-Produkt liefern, wenn das Plasmid pVSvraE-Ery zirkular vorhanden ist, lief3 sich
nach erfolgreicher Transformation ein ca. 2200 bp grof3es Fragment amplifizieren.

Eine einfache homologe Rekombination (s. Abbildung 3.10) zwischen den vraE-Sequenz-
bereichen in pVSvraE-Ery und der genomischen vraE-Sequenz konnte in Stamm S. aureus
SG511 pVSvraE-Ery spontan stattfinden. Um Kolonien zu selektieren, bei denen die Re-
kombination stattgefunden hatte, wurden die Zellen einer Temperatur von 44°C ausgesetzt
und auf Erythromycin (EM)- und Chloramphenicol (CM)-haltigen Agarplatten inkubiert. Bei
dieser Temperatur kann das temperatursensitive Plasmid pVSvraE-Ery nicht mehr repliziert
werden. Es konnten also nur solche Kolonien auf den Selektionsplatten wachsen, die das
Plasmid ins Chromosom integriert hatten, so dass die auf dem Plasmid vorhandenen
Resistenzgene exprimiert werden konnten. Die Rekombination konnte sowohl mit dem
vorderen als auch mit dem hinteren vraE-Fragment stattfinden, so dass zwei verschiedene
Rekombinanten entstehen konnten. Trotz dieser unterschiedlichen Zwischenstufen ist jedoch
die entstehende Mutante nach doppelt homologer Rekombination identisch. Die Bestatigung
der erfolgreichen einfach homologen Rekombination erfolgte durch Sequenzierung der
multiple cloning site inklusive Insert aus pVSvrak-Ery. Mittels PCR mit den Primern
PTVOINS1 und PTVOINS2 wurde kontrolliert, dass kein freies Plasmid mehr in den Zellen
vorlag; dem entsprechend durfte kein PCR-Produkt entstehen. Der positive Klon wurde als
Staphylococcus aureus SG511 pVSvraE-Ery-IN bezeichnet. Zur Selektion einer Mutante, bei
der eine doppelte homologe Rekombination (s. Abbildung 3.10) stattgefunden hatte, wurde
eine Kultur von Staphylococcus aureus SG511 pVSvraE-Ery-IN wie unter 2.26 beschrieben
behandelt, nach ca. 60 h parallel sowohl auf EM-haltige als auch auf CM-haltige Platten
Uberimpft und bei 44°C inkubiert. Es konnte eine Kolonie isoliert werden, die auf EM-
haltigen, nicht aber auf CM-haltigen Platten wuchs. Diese Mutante, bei der eine doppelt
homologe Rekombination erfolgreich stattgefunden hatte, wurde durch PCR-Reaktionen und

Sequenzierungen Uberprift und als S. aureus SG511 AvraE benannt.
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Spur 1: PCR S. aureus SG511 AvraE

Spur 2: O'GeneRuler™ DNA Ladder Mix (10000, 8000, 6000,
5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1200, 1000,
900)

Spur 3: PCR S. aureus SG511 Wildtyp

Abbildung 3.9. PCR zum Nachweis des Klones S. aureus 8$G511 AvraE mit Primern vraD-F und
SAS091-R.

Eine PCR-Kontrolle wurde mit Hilfe der Primer vraD-F und SAS091-R durchgefihrt. vraD-F
lagert sich innerhalb des Gens vraD an, welches unmittelbar stromaufwarts von vrakE liegt;
SASQ091-R lagert sich innerhalb des Gens SAS091 an, welches unmittelbar stromabwarts
von vraE liegt. Bei Integration des Erythromycin-Gens in vraE wurde ein PCR-Produkt von
ca. 2900 bp GroRRe erwartet; ohne Integration sollte das PCR Produkt mit ca. 2500 bp GroRRe
deutlich kleiner sein. Wie Abbildung 3.9 veranschaulicht, zeigte die Mutante ein PCR-Produkt
in der korrekten GrofRRe. Als zusétzliche Kontrolle wurde eine PCR mit den Primern
PTVOINS1 und SAS091R gemacht, bei der kein PCR-Fragment entstehen sollte, wenn das
Plasmid desintegriert worden war. Abbildung 3.10 fasst die einzelnen Schritte der doppelt

homologen Rekombination schematisch zusammen.



3 Ergebnisse 51

1. homologe Rekombination ‘

—

vraD

wralD-F Sas091-R |}|<(eine b
— ) Replikation bei

| vart | (wae |77 > + 44°C
vraD sas091

Abbildung 3.10. Schematische Darstellung der Inaktivierung von vrakE durch doppelt homologe
Rekombination. Die Rekombinationsschritte wurden durch PCR mit entsprechenden Primern
nachgewiesen.

3.4.2 Minimale Hemmkonzentrationen gegen Staphylococcus aureus SG511 AvraE

Die S. aureus SG511 AvraE-Knockout Mutante wurde in einer MHK-Bestimmung in 50%
Miuller-Hinton-Medium auf seine Empfindlichkeit gegen hBD3 und weitere Peptide
unterschiedlicher Substanzklassen getestet (Tabelle 3.6). Erwartungsgemaf war die Avrak-
Mutante empfindlicher gegeniiber hBD3 als der Wildtyp. Die Erhéhung der Empfindlichkeit
war signifikant messbar, jedoch mit einem Faktor von ca. 2 eher gering. Des Weiteren war
die Mutante gegen klassische Zellwandbiosynthese-Inhibitoren bis auf das B—Laktam-Anti-
biotikum Oxacillin empfindlicher als der Wildtyp, wobei die weitaus deutlichste Steigerung der
Suszeptibilitdét gegen Bacitracin zu beobachten war. Bacitracin bindet den zentralen Lipid II-
Trager Css-Isoprenyl-Pyrophosphat, der Lipid 1l bei der Translokation aus dem Cytosol zur

AulRRenseite bindet und der in der Membran verankert ist.
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Wahrend die Mutante gegen Oxacillin und Chloramphenicol resistenter war als der Wildtyp,
war sie gegenuber dem linearen, kationischen, amphiphilen Peptid LL37 in seiner
Empfindlichkeit fast unverandert. Bei Daptomycin (Lipopeptidantibiotikum) und Pep5 (Lanti-
biotikum), deren genaue Wirkungsmechanismen bislang ungeklart sind bzw. kontrovers

diskutiert werden, zeigte die Mutante eine erhéhte Empfindlichkeit.

Tabelle 3.6 Minimale Hemmkonzentrationen (MHKs) von ausgewahlten antimikrobiellen Sub-
stanzen gegen S. aureus SG511 (Wildtyp) und die vraE-Knockout-Mutante S. aureus SG511
AvraE in 50% Mdller-Hinton-Medium.

Pep.th/ : Charakteristika N_IHK (ug/ml) fur:
Antibiotikum Wildtyp AvraE
Zellwandbiosynthese-Hemmer;
Bacitracin Angriffsmolekil: Undecaprenyl- 12.0 2.0
pyrophosphat
Lantibiotikum; Zellwand-
biosynthese-Hemmer; Angriffs-
Nisin molekdl: Lipid Il; zusétzlich 3.8 1.2
porenbildende Wirkung in
Membranen
vancomycin Zellwandbiosynthese-Hemmer; 04 0.2

Angriffsmolekdl: Lipid Il
Zellwandbiosynthese-Hemmer;
Oxacillin B-Laktamase, Hemmung der 0.4 13
Transpeptidierung

LL-37 a-.helikgles, katiorjisches anti- 129 9.2
mikrobielles Peptid
Proteinbiosynthese-Hemmer;
Translationshemmer
Lipopeptid-Antibiotikum; bislang
unklarer Wirkungsmechanismus
Kationisches antimikrobielles
hBD3 Peptid; bislang unbekannter 7.4 4.2
Wirkungsmechanismus
Lantibiotikum; keine Interaktion

Peps mit Lipid 11 2.0 0.5

Chloramphenicol 4.0 4.8

Daptomycin 3.0 1.8

3.5 Einfluss von hBD3 auf die Zellwandbiosynthese

Aufgrund der Hinweise aus den Transkriptionsprofilen hBD3-behandelter S. aureus-Zellen,
dass hBD3 die Zellwandbiosynthese beeintrachtigen konnte, wurde der Effekt von hBD3 in

verschiedenen in vitro- und in vivo-Zellwand-Experimenten getestet.
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3.5.1 iAkkumuIation von UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid in hBD3-behandelten Zel-
en

Kommt es bei der Behandlung von Bakterienzellen mit zellwandaktiven Substanzen wie

Vancomycin zu einer Hemmung der spaten, membranassoziierten Zellwandbiosynthese-

reaktionen, so sammelt sich die letzte I6sliche Zellwand-Vorstufe, das UDP-N-Acetylmura-

myl-Pentapeptid (UDP-MurNAc-Pentapeptid), im Cytoplasma der Zellen an (Kohlrausch &

Holtje, 1991). Der Einfluss von hBD3 auf die spaten Zellwandbiosynthesereaktionen wurde

im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

A26Onm
100
30 —— Vancomycin 10x MHK
—— hBD3 5x MHK
hBD3 10x MHK
—— Kontrolle

60

40

UDP-MurNAc-Pentapeptid

v

20~

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Zeit (min)

Abbildung 3.11. Analyse der Akkumulation von UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid wéahrend
hBD3-Behandlung. HPLC-Profile der Zellextrakte von S. aureus SG511-Zellen nach Inkubation
ohne Antibiotikum (grun, Negativkonrolle), mit Vancomycin (blau, 10x MHK, Positivkontrolle),
oder mit hBD3 (rot, 5x MHK; orange, 10x MHK). Die Detektion der nukleotidhaltigen
Zellkomponenten erfolgte bei 260 nm.

Nach Behandlung wachsender Zellen mit hBD3 und 30-mindtiger Inkubation in 50% Miuller-
Hinton-Medium wurden die Zellen abgeerntet, aufgeschlossen und die l6slichen, cytoplasma-
tischen Zellwandvorstufen durch Hitzeextraktion isoliert (siehe 2.14). Uber HPLC wurden
diese Bestandteile aufgetrennt und bei 260 nm detektiert. Wie Abbildung 3.11 zeigt, war

sowohl bei 5x also auch bei 10x MHK eine deutliche Akkumulation von UDP-MurNAc-Penta-
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peptid zu beobachten, auch wenn diese nicht so stark wie bei der Positivkontrolle mit Vanco-
mycin ausgepragt war. Dieses Ergebnis spricht sowohl fir das Eingreifen von hBD3 in die
spaten, membranassoziierten Zellwandbiosynthesereaktionen als auch gegen eine mem-
branzerstérende Wirkung durch das Peptid, bei der es zu einem Efflux der l&slichen
Zellkomponenten, inklusive UDP-MurNAc-Pentapetid, kommen wuirde. Auch eine komplette
Desenergetisierung der Zellen durch hBD3 ist damit auszuschlie3en, da bei Energiemangel
keine Biosynthesereaktionen mehr in den Zellen ablaufen sollten. In der Negativkontrolle, bei
der keine antimikrobielle Substanz zugegeben wurde, fand erwartungsgeman keine Akkumu-

lation statt.

3.5.2 Antagonisierung der Wirkung von hBD3 durch gereinigte Zellwand-Vorstufen

Um zu testen, ob Molekile, die an der Zellwand-Biosynthese beteiligt sind, spezifisch mit
hBD3 interagieren, wurde ein Antagonisierungstest durchgefuhrt (s. Tabelle 3.7). Daflr
wurde eine MHK mit hBD3 gegen S. aureus SG511 in 50% Miiller-Hinton-Medium in An- und
Abwesenheit des potentiellen Antagonisten durchgefuhrt und verglichen. Das molare Ver-
haltnis zwischen hBD3 und dem Antagonist wurde in den verschiedenen Vertiefungen der
Mikrotiterplatte variiert. Als Antagonisten wurden die gereinigten Zellwandvorstufen Lipid I
und Undecaprenylphosphat (Css-P), verkirzte Derivate von Css-P und, zur Untersuchung der
Spezifitdt der Antagonisierung, reine Phospholipide (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphogly-
cerol, DOPG) eingesetzt. Die wasserunléslichen Antagonisten Lipid I, Css-P und DOPG und
das nur teilweise l6sliche Molekill C,-Phosphat wurden in Methanol, der komplett

wasserldsliche Antagonist C,s-Phosphat in sterilem Aqua dest. geldst.

Tabelle 3.7. Antagonisierung der Wirkung von hBD3 gegen S. aureus SG511 durch verschie-
dene Molekile. Angegeben ist das molare Verhéltnis, das einen Antagonisierungseffekt
hervorrief.

Antagonist Molares Verhéltnis
(Antagonist:hBD3)
Lipid Il 1:1
Css-Phosphat 2:1
C,o-Phosphat 5:1
Cis-Phosphat -
DOPG 2,5-5:1

Lipid Il und Css-P antagonisierten die Wirkung von hBD3 am effektivsten. Lipid I, die letzte
membrangebundene Vorstufe des Peptidoglykans (s. Abbildung 1.7), antagonisierte schon

bei einem molaren Verhaltnis von 1:1 sdmtliche hBD3-Molekiile, Css-P, der ,recycelte”
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Lipid 1I-Trager, antagonisierte bei einem molaren Verhdltnis von 2:1, also um einen Faktor
schlechter. Reine Phospholipide (DOPG) antagonisierten die Wirkung von hBD3 noch
schwacher, namlich erst bei einem molaren Verhdaltnis von 2,5-5:1. Diese drei Molekiile
haben gemein, dass sie Mizellen bilden kdénnen und so eine grofRe hydrophobe und
anionische Flache bieten. C,-Phosphat, die verkiirzte Form von Cg-P, die durch ihren
kirzeren Lipidschwanz teilweise wasserloslich ist und vermutlich keine stabilen Mizellen
mehr bildet, bewirkte erst bei einem 5:1 Verhdltnis eine Antagonisierung der Wirkung von
hBD3. Die komplett wasserlosliche Form Cis-Phosphat zeigte Uberhaupt keine
antagonisierende Wirkung. Es lasst sich aus diesen Ergebnissen schliessen, dass hBD3
nicht ausschlie3lich mit Lipid I, sondern auch mit Css-P und Phospholipiden interagiert. Lipid
Il unterscheidet sich von Css-P und DOPG in der Anzahl der Phosphatgruppen und damit in
der Anzahl seiner negativen Ladungen. Lipid Il besitzt zwei Phosphatgruppen, Css-P und
DOPG nur eine. Man konnte sich also vorstellen, dass die Affinitdt von hBD3 von der Anzahl
der negativen Ladungen des Zielmolekils abhangt. Dann Uberrascht jedoch, dass die
Phospholipide schwécher antagonisierten als Css-P. Die verkirzten Derivate von Css-P, die
wasserloslich sind, zeigten dagegen kaum Antagonisierungseffekte. Es scheint also
aullerdem ein Zusammenhang zwischen Antagonisierungseffekt und Mizellenbildung zu

geben.

3.5.3 Einfluss von hBD3 auf die PBP2-Reaktion in vitro

Um zu testen, ob hBD3 die PBP2-katalysierte Transglykosilierungsreaktion hemmt, wurde
dessen Einfluss auf die Reaktion in vitro untersucht und mittels Diinnschichtcromatographie
sichtbar gemacht (siehe 2.12 und 2.13). Als Substrat diente hierbei Lipid I, dessen
Verschwinden seine Umsetzung durch PBP2 anzeigte. Wie in Abbildung 3.12 zu sehen ist,
erfolgte bei ansteigendem hBD3:Lipid II-Verhéaltnis eine deutliche und zunehmende Inhibie-
rung der PBP2-katalysierten Reaktion. Dies wird durch das nicht umgesetzte Lipid II,
welches als Bande auf einer charakteristischen HOhe zu sehen ist, angezeigt. In der
Negativkontrolle, bei der keine antimikrobielle Substanz zugesetzt wurde, fand dagegen eine
beinahe vollstdndige Umsetzung des Substrates statt, es ist hier daher nur eine sehr
schwache Lipid II-Bande zu sehen. Wurde Moenomyzin, das mit Lipid Il um die Interaktion
mit Transglykosylasen konkurriert und diese dadurch inaktiviert, als Positivkontrolle zu einem
Ansatz gegeben, so wurde die Umsetzung von Lipid Il erwartungsgemaf komplett inhibiert.
Dieses Ergebnis spricht fur eine Inhibierung der PBP2-katalysierten Reaktion durch hBD3,
wobei bei diesem Assay nicht zwischen einer Inhibierung des Enzyms und einer Bindung

von hBD3 an das Substrat Lipid 1l diskriminiert werden kann.
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Abbildung 3.12. Hemmung der PBP2-katalysierten Umsetzung von Lipid Il durch hBD3. Dinn-
schichtchromatographische Auftrennung der in vitro Reaktionen. Sdmtliche Anséatze enthielten
Lipid Il und PBP2-Hise. Kontrolle, ohne Zugabe weiterer Substanzen; Moenomyzin, Positiv-
kontrolle; hBD3, in Klammern ist das molare Verhaltnis hBD3:Lipid Il angegeben.
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Abbildung 3.13. Hemmung der PBP2-katalysierten Umsetzung von Lipid Il durch hBD3 unter
Zugabe von Cs5-P/DOPC. Dinnschichtchromatographische Auftrennung der in vitro-Reak-
tionen. Samtliche Anséatze enthielten Lipid Il und PBP2-Hiss. Kontrolle, ohne Zugabe weiterer
Substanzen; Css-P, DOPC und hBD3 wurden jeweils in einem molaren Verhéltnis von 1:1 zu

Lipid Il eingesetzt.
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Um zu testen, ob der hemmende Effekt von hBD3 auf die PBP2-katalysierte Reaktion durch
die Zugabe von Undecaprenylphosphat (Css-P) bzw. DOPC aufgehoben wird, wurde der
analoge Versuch in Anwesenheit von diesen beiden Molekilen wiederholt, die in 3.5.2 neben
Lipid Il ebenfalls zu einer Antagonisierung der antimikrobiellen Wirkung von hBD3 gefuhrt
hatten. Wie in Abbildung 3.13 zu sehen ist, hatte das Vorhandensein von Css-P oder DOPC
im Reaktionsansatz keinen Effekt auf die Hemmung der Umsetzung von Lipid Il durch hBD3;
die Reaktion wurde gleichermalRen gehemmt wie in dem Ansatz, in dem nur hBD3 zugesetzt
worden war. In den Kontrollansatzen, in denen nur Css-P oder DOPG zugegeben wurde, lief
die Reaktion dagegen normal ab. Die Interaktion zwischen hBD3 und Lipid Il scheint also
starker zu sein als die zwischen Css-P oder DOPG und hBD3, da sonst Css-P oder DOPC
das zugegebene hBD3 zum Teil der PBP2-Reaktion entziehen sollten und folglich eine
starkere Umsetzung von Lipid |l stattfinden muisste. Eine Quantifizierung des nicht
umgesetzten Lipids Il ist mit dieser Methode allerdings nicht moglich, so dass lediglich

qualitative Aussagen mittels des optischen Bildes getroffen werden kdénnen.
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4 Diskussion

Bislang wurde angenommen, dass antimikrobielle Wirts-Abwehr-Peptide (engl.: Host
Defense Peptides, HDPs) Mikroorganismen durch eine Permeabilisation der Zellmembran
abtoten. Dies soll durch Bildung von faf3- oder ringartigen Poren oder durch die grof3flachige
Pertubation der Membranen (,carpet model“), die dann zu der Bildung von Membranlasionen
fuhrt, geschehen (s. Einleitung). Fir viele einzelne Peptide sind die genauen Mechanismen
der Membranzerstorung auf der molekularen Ebene und mdogliche andere Effekte jedoch
nicht bekannt. Dies gilt auch fur B-Defensine, darunter das hBD3. Allein im Rahmen der
Erstbeschreibung des Peptids wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen hBD3-behan-
delter S. aureus-Zellen gemacht, die Ahnlichkeiten mit Aufnahmen Penicillin-behandelter
Zellen aufwiesen und eine zellwandschadigende Wirkung von hBD3 andeuten koénnten
(Harder et al. 2001). Andere Untersuchungen zur Wirkungsweise von Defensinen
beschaftigten sich bisher meist mit den Interaktionen der Peptide mit Modellmembranen,
anhand derer die Art der Peptid-Membran Wechselwirkungen und der Porenbildung
beschrieben wurden (Fujii et al., 1993; Hristova et al., 1996; Matsuzaki, et al., 1995;
Matsuzaki et al., 1996; Morgera et al., 2008). Diese Untersuchungen geben jedoch keinen
Aufschlufd dartiber, was tatsachlich an und in der lebenden Bakterienzelle geschieht, wenn
sie Defensinen wie dem hBD3 ausgesetzt ist.

Um einen ersten Hinweis auf den Wirkungssort von hBD3 in S. aureus zu erlangen, wurden
in der vorliegenden Arbeit mehrere physiologische Tests an ganzen Zellen durchgefuhrt. Es
wurde der EinfluB von hBD3 auf das Membranpotential, auf den Efflux von Glutamat und auf
den ungestorten Ablauf verschiedener Makromolekilbiosynthesen getestet. Die Ergebnisse,
die aus diesen Tests gewonnen wurden, deuten darauf hin, dass eine Zerstérung der
bakteriellen Membran durch Porenbildung nicht der primare Wirkungsmechanismus von
hBD3 ist. Das Membranpotential von S. aureus SG511 wurde durch hBD3-Behandlung nur
wenig beeinflusst, durchschnittlich konnte ein Abfall um 15 mV beobachtet werden. Bei
einem typischen porenbildenden Agens wiirde man einen drastischeren Abfall des Mem-
branpotentials beobachten, da dieses bei Membranzerstérung und damit einhergehendem
Ausgleich der Ladungen zusammenbrechen sollte. Ein solcher Effekt kann beispielsweise
bei Nisin-Behandlung in Bacillus subtilis beobachtet werden (Ruhr & Sahl, 1985); Nisin bildet
durch Interaktionen mit dem Zellwandvorlaufer Lipid Il hochspezifische Poren (Breukink et
al., 1999; Brotz et al., 1998; Wiedemann et al., 2001).

Wurden Zellen, die zunachst in Anwesenheit von radioaktiv-markiertem Glutamat angezogen
worden waren, mit hBD3 behandelt, so kam es sofort zu einem deutlichen, wenn auch

inkompletten Efflux des Markers. Dieser inkomplette Efflux von pra-akkumuliertem Marker
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weist genau wie der schwache Effekt von hBD3 auf das Membranpotential darauf hin, dass
keine komplette Zerstorung der Membranen stattfindet. Der Efflux kommt also nicht aufgrund
einer Zerstérung der Membranen zustande. Ahnliche Beobachtungen machten Cociancich et
al. (1993) mit einem Insekten-Defensin bei Micrococcus luteus. Sie beobachteten einen eher
geringen Einfluss des Peptids auf das Membranpotential aber einen deutlichen Kaliumefflux
aus behandelten Zellen. Der Kaliumefflux kam also nicht aufgrund einer Zerstérung der
Membranen durch einen detergenzartigen Effekt zustande. In einer anderen Studie wurde
der Wirkungsmechanismus verschiedener synthetischer, amphiphiler, kurzer, linearer
Peptide untersucht (Pag et al., 2008). Das mit einer Nettoladung von +6 stark positiv
gelandene Peptid P19|6E flhrte in dem Laborstamm Staphylococcus simulans 22 zu einem
kompletten Ausstrémen von pra-akkumuliertem Glutamat sowie zu einem deutlicheren Abfall
des Membranpotentials um etwa 40 mV. Solche Ergebnisse zeigen eher eine porenbildende
Aktivitat der eingesetzten Peptide an. Wurde jedoch das gleiche Peptid in verschiedenen
klinischen S. aureus-Isolaten getestet, so waren die Effekte geringer. Es darf also fir die
Ergebnisse aus solchen Assays an ganzen Zellen nicht vergessen werden, dass die Effekte
oft einer starken Stamm-Spezifitdt unterliegen. Es scheint, dass ein und dasselbe Peptid
durchaus unterschiedliche Wirkungsmechanismen in verschiedenen Bakterien besitzen
kann. Sahl et al. (2005) schlagen eine weitere Erklarung fur geringe Effekte von
verschiedenen hBD3-&hnlichen Peptiden auf das Membranpotential und den Efflux von
Glutamat vor. In dieser Studie wurde die Wirkungsweise eines synthetischen Defensins und
des dem hBD3 entsprechenden Defensins aus Gibbon-Affen (hcBD3) ebenfalls anhand von
physiologischen Assays in verschiedenen S. aureus-Stammen und S. simulans untersucht.
Es wurden auch hier nur relativ geringe Effekte der Peptide auf das Membranpotential und
den Glutamatefflux beobachtet. Dieses wird von den Autoren durch die Heterogenitat in
Bakteriensuspensionen erklart, in denen Subpopulationen vorhanden sind, die der Wirkung
der Peptide entgehen und dadurch die gemessenen Effekte abmildern kénnten. Es wird
deutlich, dass solche Experimente nicht ausreichen, um einen molekularen Wirkungsmecha-
nismus zu erklaren, sondern lediglich, um erste Hinweise zu liefern, die dann weiter
abgesichert werden mussen.

In den Abt6tungskinetiken hBD3-behandelter S. aureus SG511-Zellen ist in der vorliegenden
Arbeit eine schnelle und effektive Abtétung der Bakterien zu beobachten. Dies ist ein charak-
teristisches Merkmal von membranaktiven Substanzen (Pag et al., 2004), was den Ergeb-
nissen der Membranpotentialmessungen und des Glutamateffluxes zu widersprechen
scheint. Jedoch muss beachtet werden, dass mit dieser Art der Abtétungskinetiken, bei der
die Zellen ausplattiert werden, nicht zwischen direktem Abtoten und dem Verhindern des

Auswachsens einer Kolonie unterschieden werden kann. Das stark kationische hBD3 kdnnte
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bei der Ausplattierung an die negativen Oberflachen der Bakterien gebunden bleiben und
das Auswachsen einer Kolonie verhindern, ohne die Zellen unmittelbar abzuttten.

Die Ergebnisse der Einbauversuche mit radioaktiv-markierten Grundbausteinen der Zell-
wand-, Protein- und Nukleinsdurebiosynthese deuten an, dass Membran-assoziierte Pro-
zesse wie der aktive Transport von Metaboliten durch hBD3-Stress inaktiviert werden. In
allen Einbauversuchen kamen die Biosyntheseprozesse komplett zum Erliegen, sobald die
Zellen hBD3 ausgesetzt waren. Die Aufnahme von Glutamat fand ebenso nicht einmal
teilweise statt. Vermutlich wird die Membran durch hBD3 patrtiell beschadigt und/oder die fur
die Aufnahme der Grundbausteine zustandigen Transporter werden blockiert, so dass die
energieabhangigen Prozesse der Glutamataufnahme und der Makromolekilbiosynthese
gestort sind. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen beobachteten Sahl et al. (2005)
ebenfalls, dass DNA-, RNA-, Protein- und Peptidoglykanbiosynthese simultan blockiert
wurden, wenn verschiedene S. aureus-Stamme mit dem oben erwahnten hcBD3 aus Affen
oder mit einem synthetischen B-Defensin (tBD) behandelt wurden. Sie deuteten diesen Effekt
als eine Desenergetisierung der Bakterienzellen, die alle wichtigen Biosynthesewege zum
Erliegen bringt. Lehrer et al. (1989) machten die gleiche Beobachtung in Escherichia coli
nach Behandlung mit a-Defensinen. Eine komplette Desenergetisierung der Zellen ist nach
den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit jedoch unwahrscheinlich, da andere energie-
abhangige Biosyntheseprozesse, wie die Bildung von Zellwandvorstufen wie UDP-N-
Acetylmuramyl-Pentapeptid offensichtlich in hBD3-behandelten Zellen noch stattfinden
konnen. Es hat also den Anschein, als ob das Absterben der Bakterienzellen durch ver-
schiedene Aktivitditen des Peptids hervorgerufen wird, bei denen sicherlich eine Beein-
trachtigung der Membran und der fir die Aufnahme von Grundbausteinen zustandigen
Transporter eine Rolle spielt; es kénnten dartiber hinaus jedoch durchaus auch spezifische
Interaktionen an bestimmten Stellen in der Zellwand fur den Wirkungsmechanismus wichtig

sein.

Um Aufschlul® dariiber zu erlangen, was in den Bakterienzellen selbst passiert, wenn sie
hBD3 ausgesetzt werden, wurden in der vorliegenden Arbeit die Antworten der Bakterien-
zellen auf Defensin-Stress auf transkriptioneller Ebene mittels der DNA-Microarray-
Technologie untersucht. Ziel war es, Hinweise auf mdgliche Zielmolekile oder —biosynthese-
wege des Peptids zu erlangen. Um ein Transkriptionsprofil zu erhalten, wurden S. aureus
SG511-Zellen mit einer subinhibitorischen hBD3-Konzentration behandelt. Eine solche sehr
niedrige Peptidkonzentration wurde gewahlt, um mdoglichst keine generelle Stressantwort,
sondern eine spezifische Antwort auf dieses Peptid auszuldsen. In einem ersten Ansatz
wurden Zellen im exponentiellen Wachstum fuir 20 min dem Peptid ausgesetzt und anschlie-

Rend ihr Transkriptionsstatus mittels Microarrays untersucht.
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Einige Aspekte des entstandenen Profils ahneln der Antwort von S. aureus auf membran-
aktive Substanzen. Pag et al. (2008) untersuchten kurzlich das Transkriptionsprofil des oben
erwahnte Peptids P19|6E, das so entwickelt worden war, dass es eine maximale Amphiphilie
und antimikrobielle Aktivitat besal3. In dieser Untersuchung wurde ebenfalls der Stamm

S. aureus SG511 genutzt, so dass die Ergebnisse gut mit denen aus der vorliegenden Arbeit
verglichen werden kénnen. Das durch P19|6E induzierte Transkriptionsprofil zeigt einige
Ahnlichkeiten, aber auch signifikante Differenzen zu dem durch hBD3 induzierten Profil. In
beiden Untersuchungen waren Gene des anaeroben Stoffwechsels herunterreguliert,
darunter die Lactat-Dehydrogenase IctE, das Gen SA2189, srrA und nirC. SA2189 codiert fur
ein NirR-ahnliches Protein, das in S. carnosus ein Regulator der Nitratatmung ist (Neubauer
et al, 1999). SrrA ist der Transkriptionsregulator (,response regulator) des Zwei-
komponentensystems SrrAB. Dieses System scheint ein globaler Regulator der Um-
schaltung von aeroben zu anaeroben Wachstum in S. aureus zu sein. NirC ist eine Kompo-
nente der Nitratatmung, die auch in Zusammenhang mit anaeroben Wachstum steht (Fuchs
et al., 2007). Das Herunterregulieren von Genen des anaeroben Stoffwechsels kdnnte Teil
einer generellen Stress-Management-Strategie der Bakterienzellen als Reaktion auf Mem-
branschéden sein. Was diese Regulation der Zelle fir einen Nutzen bringt, ist allerdings
vollig unklar. Eine weitere generelle Stressantwort ist das Herrunterregulieren von Genen,
die fur den Nukleotidstoffwechsel zustandig sind. Dieses Phdanomen wurde auch als Antwort
auf verschiedenste Substanzen wie Ciprofloxacin, Vancomycin und Wasserstoffperoxid
beobachtet (Chang et al., 2006; Cirz et al., 2007; McAleese et al., 2006). Eine weitere
Gemeinsamkeit in beiden Studien war die signifikant erh6hte Expression mehrere Gene, die
fur hypothetische, bislang uncharakterisierte ABC-Transporter codieren (SA0192,
SA2415/2416, vraDE). Dies konnte ein Hinweis auf eine wichtige Funktion dieser ABC-
Transporter bei dem Schutz vor kationischen amphiphilen Peptiden sein. Man kénnte sich
beispielsweise vorstellen, dass diese Transporter die Peptide von den Membranen weg-
pumpen und so zu einer Detoxifikation der Membran beitragen.

Neben diesen Ahnlichkeiten gibt es auch deutliche Unterschiede zwischen dem Profil, das
durch P19|6E und dem, das durch hBD3 hervorgerufen wurde: Als Reaktion auf Behandlung
der Zellen mit P19|6E wurde sowohl der Lipidstoffwechsel als auch die Autolysinproduktion
signifikant verandert, nicht aber nach hBD3-Behandlung. Betrachtet man also die Trans-
kriptionsprofile im Vergleich, so liegt die Interpretation nahe, dass diese beiden Peptide
durchaus &hnliche Wirkungsmechanismen haben, die sich aber im Detail unterscheiden. Das
lineare P19|6E scheint die Membran deutlich mehr zu beeintréachtigen als hBD3, bei dem
keine entsprechenden Gene differenziert reguliert sind. Das stimmt mit den Daten aus den

physiologischen Experimenten Uberein, die auch Pag et al. (2008) mit P19|6E durchgefihrt
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hatten und die fir dieses Peptid deutlich eine membranschadigende Aktivitdt angedeutet

hatten (siehe oben).

Interessanterweise waren mehrere Gene, die als Reaktion auf hBD3-Behandlung hoch-
reguliert waren, auch in Studien mit typischen Zellwandbiosynthese-Inhibitoren in ihrer
Expression erhoht. Die transkriptionellen Antworten auf solche Antibiotika sind in mehreren
Studien im Detail untersucht worden (Kuroda et al., 2003; McAleese et al., 2006; Utaida et
al., 2003). In ersten Studien beschrieben Kuroda et al. (2003) und Utaida et al. (2003) ex-
tensive Anderungen in den Genexpressions-Profilen verschiedener S. aureus-Stamme nach
Behandlung mit inhibitorischen Konzentrationen von Zellwandbiosynthese-Inhibitoren. In der
Studie von Kuroda et al. (2003) wurde der MRSA-Stamm S. aureus N315 fur 10 min der
zehnfachen MHK von Vancomycin ausgesetzt. Utaida et al. (2003) behandelten S. aureus
8325 mit Bacitracin, Oxacillin und D-Cycloserin in Konzentrationen, die das Wachstum um
70% reduzierten. Aufgrund der Ergebnisse aus diesen Untersuchungen wurde postuliert,
dass die Gene, die in diesen Studien in ihrer Expression veréndert waren, zu einem
koordiniert regulierten ,Zellwandstress-Stimulon® gehdren. Kurzlich wurde in einer weiteren
Studie (McAleese et al., 2006) die Anzahl und Art der Gene untersucht, deren Expression als
Antwort auf einfache oder achtfache MHK Vancomycin in Stamm S. aureus JH1 verandert
war. In dieser Studie wurde ebenfalls eine grof3e Anzahl an Genen, die in ihrer Expression
verandert waren, beobachtet, wenn Stamm JH1 mit seiner isogenischen, Vancomycin-
resistenten Mutante, Stamm JH9 mittels Microarray ohne Zugabe von antimikrobiellen
Substanzen verglichen wurde. Die Autoren schlugen daraufhin die Benennung eines ,Kern-
Zellwandstress-Stimulons® vor, das sich aus den 15 Genen zusammensetzt, die in
samtlichen der hier genannten Studien eine veranderte Expression besal3en. Interessanter-
weise waren elf dieser 15 Gene bei Behandlung mit subinhibitorischer hBD3-Konzentration
ebenfalls signifikant in ihrer Expression erhéht (s.Tabelle 3.3); dies weist deutlich darauf hin,
dass auch hBD3 eine zellwandschadigende Wirkung haben muss.

Eine Schlisselkomponente fir die Wahrnehmung von Zellwandstress ist das
Zweikomponentensystem VraRS (Gardete et al., 2003; Sobral et al., 2006; Sobral et al.,
2007; Yin et al., 2006), das auch ein Teil des oben definierten Zellwandstress-Stimulons ist.
Seine Benennung erfolgte erstmals von Kuroda et al. (2000), wo dieses Zweikomponenten-
system aus Histidin-Kinase (VraS) und Transkriptionsregulator (VraR) in Vancomycin-
heteroresistenten (hetero-VRSA) und -resistenten (VRSA) S. aureus-Stammen im Vergleich
zu sensitiven Stammen in seiner Expression erhoht war. Drei Jahre spéter charakterisierte
die gleiche Arbeitsgruppe die Funktionen von VraRS (vra = vancomycin resistance
associated) naher (Kuroda et al., 2003). Sie testeten den Effekt verschiedener Zellwandbio-

synthese-Inhibitoren (Teicoplanin, Ceftizoxim, Imipenem, Bacitracin und D-Cycloserin), die
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alle die vraS-Transkription induzierten. Sie konnten weiterhin zeigen, dass VraRS ein
positiver Regulator der Zellwandbiosynthese ist und dartber hinaus eine wichtige Funktion
fir die Ausbildung von Glykopeptid- und B-Laktamresistenzen hat. Microarray-Analysen
zufolge waren 46 Gene in dieser Studie unter der Kontrolle von VraRS, unter ihnen solche,
die mit der Zellwandbiosynthese assoziiert sind wie pbp2, das fur PBP2 codiert, sgtB das fir
ein PBP1-ahnliches Protein codiert oder murZ, das eine frilhe Zellwandbiosynthesereaktion
im Cytoplasma Kkatalysiert. In einer anderen Studie wurde das essentielle Zellwand-
biosynthese-Gen pbp2 aus S. aureus unter die Kontrolle eines induzierbaren Promoters
gesetzt, um gezielt Stérungen in der Zellwandbiosynthese hervorzurufen, ohne eine
antimikrobielle Substanz einsetzten zu missen (Gardete et al., 2006). Dabei beobachtete die
Arbeitsgruppe eine Kopplung zwischen Stérungen in der Zellwandbiosynthese und der
Anderungen der Transkripte von VraRS. Dies bestatigt, dass VraRS eine entscheidende
Rolle bei der Wahrnehmung von Stérungen der Zellwandbiosynthese hat. Ahnlich dazu
waren VraRS und viele der Gene, die unter seiner Regulation stehen, in einer konditionellen
murF-Mutante ebenfalls in ihrer Expression erhoht, wenn es durch mangelndes murF zu
Stérungen in der Zellwandbiosynthese kam (Sobral et al., 2007). MurF katalysiert einen
spaten Schritt der im Cytoplasma stattfindenden Zellwandbiosyntheseschritte, namlich die
Addition von D-Alanyl-D-Alanin an UDP-N-Acetylmuramyl-Tripeptid. Das VraRS-System
scheint also sehr sensitiv auf Storungen an verschiedensten Stellen der Zellwand-
biosynthese zu reagieren und gilt als Indikator fir Substanzen, die Zellwandstress hervor-
rufen. Die molekulare Natur des Signals, das von VraS wahrgenommen wird, ist allerdings
noch unbekannt. Erst kiirzlich wurde eine erste Untersuchung, die die molekularen Details
der Aktivierung von VraRS beleuchtet, veroffentlicht (Belcheva & Golemi-Kotra, 2008). Uber
das Signal gibt diese Studie jedoch keinen Aufschluf3, sie sagt lediglich etwas lber den
Phosphatgruppentransfer von VraS auf VraR und lber den aktiven Zustand von VraR, das
als Dimer vorliegen muss, aus. Das Homolog zu VraRS in Bacillus subtilis ist als LiaRS
benannt worden. Diese Systeme haben offensichtlich sehr &hnliche Funktionen in beiden
Bakterien behalten. Auch LiaRS reagiert auf eine Vielzahl von Substanzen, die die Integritat
der Zellnille stéren (Jordan et al., 2006; Mascher et al., 2004; Pietiainen et al., 2005). Auf
solche biophysikalischen Veranderungen in der Zellhille reagiert das System dann
hochsensibel. Generell reagieren solche Sensoren entweder direkt auf die Anwesenheit der
antimikrobiellen Substanz, oder sie reagieren auf die zellularen, biochemischen
Konsequenzen der antimikrobiellen Aktivitdt. Des Weiteren fihrt die antimikrobielle Aktivitat
zu diversen Sekundareffekten, die dann auch wieder durch Zweikomponentensysteme
registriert werden koénnen. Es gibt also eine Vielzahl von Molekilen und Effekten, die als
Signal fur eine Stressantwort in Frage kommen. Interessanterweise wird VraRS auch als

Reaktion auf hBD3-Stress in seiner Expression erhoht. Dies bestatigt, dass hBD3 in bisher
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unbekannter Weise die Zellwandbiosynthese oder andere Zellwand-bezogene Prozesse
beeintrachtigt, es also neben zellmembran- auch zellwandschadigende Wirkung hat, eine
Hypothese, die auch durch die elektronenmikroskopischen Bilder hBD3-behandelter S. au-
reus-Zellen unterstutzt wird (Harder et al. 2001). Auf welche Weise das Defensin die
Zellwandbiosynthese beeintrachtigt, kann aus diesen Ergebnissen jedoch nicht erkannt

werden.

In letzter Zeit wurde ein weiteres Zweikomponentensystem namens GraRS in Zusammen-
hang mit Zellwandstress-Wahrnehmung und Resistenzentwicklung gebracht. Erstmals von
Cui et al. (2005) benannt, wurde es in Zusammenhang mit Glykopeptidresistenz (gra = glyco-
peptide resistance associated) gebracht. Mittlerweile wurde es von mehreren Arbeitsgruppen
naher untersucht und es wurden Gene identifiziert, die unter der Kontrolle des Systems
stehen (Cui et al., 2005; Herbert et al., 2007; Kraus et al., 2008; Li, et al., 2007b; Meehl et
al., 2007). So konnte gezeigt werden, dass GraRS wichtig fur die Resistenz von Bakterien
gegen kationische HDPs ist. GraRS reguliert beispielsweise das dIitABCD Operon positiv. In
diesem Operon sind die Gene codiert, deren Proteine fir die D-Alanylierung der Teichon-
sauren in der Zellhulle verantwortlich sind. Durch die Einfuhrung von Alanin in die poly-
anionischen Teichonsduren wird die Anzahl an negativen Ladungen auf der Oberflache
verringert. Dies ist ein Resistenzfaktor der Bakterien gegen kationische HDPs, da die
kationischen Peptide eine geringere Affinitat zu der modifizierten bakteriellen Oberflache
besitzen. Des Weiteren steht der ABC-Transporter VraFG (vra = vancomycin resistance
associated), der wie VraRS von Kuroda et al. (2000) in Zusammenhang mit Vancomycin-
Stress benannt wurde, unter der Kontrolle von GraRS. Dieser Transporter scheint nicht nur
eine Rolle in der Vancomycin-Resistenz, sondern ebenfalls in der Resistenz gegeniber
HDPs wie LL-37 und gegenitber dem Lantibiotikum Gallidermin zu spielen (Herbert et al.,
2007).

Nun wirde man vermuten, dass auch hBD3 ein Signal fir GraS darstellt und/oder generiert
und dass somit die Gene graRS und/oder die Gene, die unter der Kontrolle von GraRS
stehen, also dItABCD und vraFG, in hBD3-behandelten Zellen in ihrer Expression erhdht
sein sollten. Fir keines dieser Gene war das allerdings der Fall. Zwei aktuelle Studien, in
denen der Effekt von hBD3 auf dieses System untersucht wurde, liefern mdgliche Erklarun-
gen fur diese Diskrepanz. In der ersten Untersuchung wurde das GraRS-Homolog in S. epi-
dermidis durch hBD3 und andere kationische HDPs aktiviert, nicht jedoch durch das an-
ionische Peptid Dermcidin (Li et al., 2007a). Im Transkriptionsprofil hBD3-behandelter S. epi-
dermidis-Zellen war das GraRS-System zwar nicht in seiner Transkription erhoht, Li et al.
(2007a) konnten jedoch zeigen, dass eine kurze, extrazellulare Doméne des Sensorproteins

GraS, die eine hohe Dichte an negativen Ladungen enthalt, fir das Binden der antimikro-
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biellen Peptide verantwortlich war. Des Weiteren zeigten die Gene, die unter der Kontrolle
von apsRS standen (so benannte diese Arbeitsgruppe das graRS-System), eine erhdhte
Transkription im Microarray nach hBD3-Behandlung. Dazu gehérten vor allem der schon
erwahnte ABC-Transporter VraFG, das fir die Teichonsauren-Alanylierung verantwortliche
DItABCD-System und das fir Lipidmodifikationen verantwortliche MprF. MprF sorgt fur das
Einfihren von Lysinmolekilen in Phosphatidylglycerol, was zu einer Reduktion der negativen
Ladungen in der Zellmembran fuhrt. Die gleiche Arbeitsgruppe untersuchte kurz danach den
Einflul von hBD3 und anderen kationischen HDPs auf das S. aureus-Homolog des Zwei-
komponentensystems GraRS aus S. epidermidis (Li et al. 2007b). Interessanterweise konnte
die Arbeitsgruppe in S. aureus nicht zeigen, dass hBD3 das GraRS System stimuliert. Auch
keines der Gene, die unter der Kontrolle von GraRS stehen, zeigte eine erhdhte Trans-
kription in hBD3-behandelten Zellen. Dies war nur der Fall, wenn die Zellen mit anderen
HDPs wie Indolicidin, Nisin, LL-37 oder Mellitin behandelt wurden. Hier scheint also eine
Selektivitdt des GraRS Systems fiir bestimmte Substanzen vorzuliegen. Es wurde jedoch in
dieser Studie des Weiteren herausgefunden, dass die in S. epidermidis identifizierte, fur die
Bindung der HDPs verantwortliche extrazellulare Doméane von GraS in S. aureus strukturell
verandert ist, was zu einer veranderten Affinitdt zu HDPs fihrt. Eine GraRS Deletions-
mutante war empfindlicher gegeniiber allen getesteten kationischen Substanzen, nicht
jedoch, analog zu der Situation in S. epidermidis, gegentiber dem anionischen Dermcidin.
Obwohl also nicht alle kationischen HDPs zu einer Aktivierung des GraRS-Systems fihren,
so bewirken die von GraRS induzierten Veradnderungen in der bakteriellen Zellhille doch
eine Resistenzsteigerung fur alle untersuchten kationischen HDPs.

Die Erkenntnis, dass hBD3 in S. aureus in der vorliegenden Arbeit weder GraRS, noch
VraFG, DItABCD oder MprF induzierte, stimmt also mit den Ergebnissen von Li et al. (2007b)
Uberein. Anscheinend hat sich im Laufe der Evolution die fir die Wahrnehmung zustandige
extrazellulare Domane in GraS in S. aureus -zumindest in einigen Stammen- so verandert,
dass nicht mehr alle HDPs erkannt werden. Welchen Vorteil diese Selektivitat haben kdnnte,
bleibt allerdings voéllig unklar. Mdglicherweise handelt es sich aber auch um Besonderheiten
im Stamm S. aureus SG511, der sich durch besondere Sensitivitdt gegeniber vielen anti-
mikrobiellen Substanzen auszeichnet. Vielleicht ist hier das GraRS System durch genetische
Ver&nderungen nicht mehr aktiv, kann deshalb nicht induziert werden und auch selber keine

Transkription der unter seiner Kontrolle stehenden Gene induzieren.

Kdrzlich wurde ein weiteres Zweikomponentensystem namens SaeRS in Zusammenhang
mit Defensinen gebracht (Geiger et al., 2008). Dieses System reguliert nach Signalwahr-
nehmung wichtige Virulenzgene wie z.B. hla, das fur Hamolysin codiert, fnbA, das fur fibro-

nektinbindendes Protein A codiert oder coa, das fir Koagulase codiert (Giraudo et al., 1997;
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Novick & Jiang (2003); Steinhuber et al., 2003). Geiger et al. (2008) zeigten, dass SaeRS
von a-Defensinen und H,O,, nicht jedoch von dem linearen HDP LL-37 oder von dem
Lipopeptidantibiotikum Daptomycin aktiviert wird. Die Autoren spekulierten, dass das System
eher Veranderungen in der Zellmembran als in der Zellwand wahrnimmt, dies kdnnte seine
Spezifitéat erklaren. Allerdings wird bisher fir das lineare LL-37 primar eine membran-
schadigende Wirkungsweise angenommen, fir Daptomycin ist der Wirkungsmechanismus
noch nicht aufgeklart; bislang wurden sowohl Porenbildung in Membranen, als auch zell-
wandschadigende Effekte postuliert (Muthaiyan et al., 2008; Silverman et al., 2003). In den
Microarray-Daten aus der vorliegenden Arbeit tauchten weder das Zweikomponentensystem,
noch die unter seiner Kontrolle stehenden Gene auf; hBD3 scheint dieses System also nicht
zu aktivieren. Dies koénnte bedeuten, dass das SaeRS-System spezifisch bestimmte Sub-

stanzen erkennen und sogar zwischen a- und B—Defensinen diskriminieren kdnnte.

Die Gene des ABC-Transporters VraDE waren in der vorliegenden Arbeit mit bis zu 57facher
Hochregulation nach hBD3-Behandung am starksten in ihrer Expression verandert; dieser
Transporter wurde, genau wie der oben genannte Transporter VraFG im Zusammenhang mit
Vancomycinresistenz entdeckt (Kuroda et al., 2000) und ahnelt diesem strukturell stark.
Kuroda et al. (2000) spekulierten, dass die Funktion solcher ABC-Transporter die erhéhte
Aufnahme von Zellwand-Vorlaufermolekiilen aus dem Kulturmedium sein kénnte, durch die
die Bakterien die Zellwandbiosyntheserate erhéhen und im Rahmen der Auspragung einer
Vancomycin- und B-Laktamresistenz eine Verdickung der Zellwand bewirken konnten.
Jedoch widerspricht diese These und der postulierte Resistenzeffekt fir p-Laktame dem
Ergebnis aus dieser Arbeit, dass die vraE-Knockout-Mutante keine erhdhte Suszeptibilitat
gegenuber Oxacillin aufwies (s. 3.4.2). Auch in einer anderen Studie, in der die Transkrip-
tionsprofile von mit Zellwandbiosynthese-Inhibitoren behandelten Zellen untersucht wurden,
fand keine Induktion von vraDE durch Oxacillin statt (Utaida et al., 2003). Der Zusam-
menhang zwischen [B-Laktam-Resistenz und diesem ABC-Transporter musste also néher
untersucht werden, um diese Frage zu klaren. Was die tatsachliche Funktion des Trans-
porters ist, ob er, wie von Kuroda et al. (2003) spekuliert, Vorlaufermolekile fiir die
Biosynthese der Zellwand in die Zellen transportiert oder ob er vielleicht antimikrobielle
Substanzen von den Zellen wegpumpt, ist bisher nicht bekannt und muisste gezielt
untersucht werden. Durch welchen Regulator die Transkription des ABC-Transporters VraDE
gesteuert wird, ist ebenfalls unklar. Dass VraDE unter der Kontrolle von VraRS liegt, ist nicht
auszuschlieRen, aber bisher nicht bewiesen. Kuroda et al. (2000) sahen zwar eine Induktion
des Transporters durch Vancomycin-Behandlung von S. aureus, diese wurde jedoch ihrer

Meinung nach nicht durch VraRS vermittelt. Die Einteilung von Kuroda et al. (2003) nach
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VraRS-regulierten und -—nicht regulierten Genen ist jedoch nicht ganz uberzeugend.
Allerdings kam es in Studien, in denen vraRS durch Zellwandstress hochreguliert wurde oft
auch nicht zu einer erhohten Expression dieses Transporters (Gardete et al., 2006;
McAleese et al., 2006; Sobral et al., 2007; Utaida et al., 2003; Yin et al., 2006). Dies konnte
aber auch an experimentellen Unterschieden wie z.B. der in allen Studien unterschiedlich
eingesetzten Peptidkonzentrationen liegen. Im Gegensatz dazu wurde vraDE als Reaktion
auf Behandlung mit dem oben erwadhnten linearen Peptid P19|6E (Pag et al., 2008), durch
das auch VraRS induziert wurde, und mit LL-37 (lineares, kationisches HDP; T. Luders und
H.G. Sahl, unpublizierte Daten) deutlich in seiner Expression erhoht. Li et al. (2007b) fanden
diesen ABC-Transporter ebenfalls nach Behandlung mit dem kationischen HDP Indolicidin in
seiner Transkription erhéht und auch hier tauchte vraRS bei den induzierten Genen auf. Die
Arbeitsgruppe, die das oben erwahnte GraRS System untersuchte, postulierte, dass vraDE
teilweise unter der Kontrolle von GraRS steht. Es muss also einen weiteren Regulator
geben, der die Transkription dieses Transporters reguliert. Es ist nicht auszuschliessen, dass
VraR dieser zweite Regulator ist.

Das Homolog dieses Transporters in Bacillus subtilis, BceAB, spielt bei der Stressantwort auf
Bacitracin-Behandlung eine Rolle und wurde als Bacitracin-Resistenz-Determinante
identifiziert (Mascher et al., 2003). Ob BceAB aber tatséchlich Bacitracin transportiert und in
welche Richtung ist allerdings unbekannt. Dieser ABC-Transporter wird durch das Zweikom-
ponentensystem BceRS induziert, dessen Gene unmittelbar vor bceAB liegen. Interes-
santerweise ist BceRS homolog zum oben diskutierten System GraRS aus S. aureus.
BceRS wird aber anders als GraRS nicht durch ein breiteres Spektrum an Wirtsabwehr-
komponenten induziert, sondern ist ein System, das hochspezifisch nur Bacitracin
wahrnimmt (Rietkotter et al., 2008). Dabei spielt die Permease des ABC-Transporters BceB,
die VraE und VraG strukturell stark ahnelt, eine essentielle Rolle fir die Wahrnehmung des
Stresses. Das Protein besitzt eine groRere extrazellulare Domane, die fur die Wahrnehmung
von Bacitracin bendtigt wird; fehlt diese, so wird auch das BceRS-System nicht aktiviert
(Rietkotter et al., 2008). Auch VraE und VraG besitzen eine solche extrazellulare Domane,
wie die Untersuchung der Proteinsequenz im Topologie-Voraussagungsprogramm TMHMM
zeigte (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/). Es ist daher eine interessante Frage,
ob VraDE und VraFG auch eine Rolle fiir die Wahrnehmung von bestimmten Signalen
spielen, die durch die hBD3- oder Bacitracin-Behandlung entstehen. Es scheint also, als
seien diese Systeme in B. subtilis und S. aureus gleichen evolutionaren Ursprungs mit bis
heute ahnlichen Funktionen, die sich aber im Speziellen doch unterscheiden. Dies kdnnte an
dem unterschiedlichen Habitat der beiden Bakterienspezies liegen. Fir das Bodenbakterium
Bacillus spielt der Schutz vor Bacitracin, das von Bacillus selber produziert wird, eine weitaus

wichtigere Rolle als fur den bevorzugt auf und in Saugetieren lebenden Staphylococcus.
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Deshalb hat sich in Bacillus ein komplexes Bacitracin-Wahrnehmungs-Netzwerk ausgebildet,
bei dem das BceRS/AB System die sensitivste Komponente ist (Rietkotter et al., 2008). In
Staphylococcus hat sich dagegen das GraRS System auf die Wahrnehmung von einem
breiteren Spektrum von Wirtsabwehrkomponenten spezialisiert. Nach der Wahrnehmung
kommt es dann zu entsprechenden Anpassungen der Bakterien an den Stress durch
kationische Substanzen, z.B. durch die Reduzierung der negativen Oberflachenladung.
Aufgrund der in dieser Arbeit beobachteten starken Erhéhung der Expression von vraDE als
Antwort auf hBD3-Stress wurde vermutet, dass dieser Transporter eine wichtige Rolle als
Anpassungsmechanismus der Bakterienzelle gegen Defensin-Stress spielt. Um dieses naher
zu untersuchen, wurde eine vraE-Knockout-Mutante hergestellt und gegen hBD3 sowie
diverse andere antimikrobielle Substanzen getestet. Tatsachlich zeigte die Mutante eine
erhdhte Sensitivitat gegentiber hBD3, allerdings weitaus weniger deutlich als erwartet. Dies
konnte moglicherweise an einer gewissen Redundanz verschiedener ABC-Transporter
liegen. Neben vraDE waren mehrere andere ABC-Transporter im Transkriptionsprofil hBD3-
behandelter Zellen deutlich in ihrer Expression erhdht, wenn auch nicht so drastisch wie
vraDE. Wenn diese alle eine Rolle bei der Abwehr von hBD3 und vielleicht auch anderen
HDPs spielen, kann das Ausfallen eines dieser Transporter moglicherweise von den anderen
zum Teil kompensiert werden. Interessanterweise war der mit Abstand hdchste Zuwachs in
der Sensitivitat der Knockout-Mutante gegentiber Bacitracin zu beobachten, hier erniedrigte
sich die MHK von 12 pg/ml auf 2 pg/ml. Es ist also moglich, dass VraDE analog zu BceAB in
B. subtilis eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Bacitracin spielt und dass der Effekt, der
bei hBD3 und anderen Substanzen zu sehen ist, ein Nebeneffekt ist. Die extrem starke
Anderung in der Expression von vraDE im Microarray ist dann jedoch schwer zu erklaren.
Sollte der Transporter wie BceAB eine Rolle fur die Stress-Wahrnehmung spielen, kdnnte
das Ergebnis bedeuten, dass nur Bacitracin ein Signal fir die Permease VraE ist, nicht aber
die anderen Substanzen. Man konnte sich dann vorstellen, dass die Stressantwort des
Bakteriums auf Bacitracin, das von dem Transporter wahrgenommen wird, effektiver ablauft
als die Abwehrreaktion auf Substanzen, die nicht von dem Transporter wahrgenommen
werden. Das konnte den im Vergleich zu den anderen Substanzen groRen Effekt von
Bacitracin auf die Empfindlichkeit der Mutante erklaren.

S. aureus SG511 AvraE zeigte gegeniber typischen Zellwandbiosynthese-Inhibitoren bis auf
gegen die B-Laktame eine meist geringe Erhéhung der Empfindlichkeit. Gegen das B-Laktam
Oxacillin, das die Transpeptidierungsreaktion in der wachsenden Peptidoglykankette hemmt,
war die Mutante sogar resistenter. Keiner der an dieser Reaktion beteiligten Komponenten
ist an die Membran gebunden, so dass man sich vorstellen kdnnte, dass die Reaktion
raumlich entfernt von der bakteriellen Cytoplasmamembran stattfindet. Das Antibiotikum

ware daher zu weit von dem Transporter entfernt, so dass dieser es nicht als Substrat nutzen
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kdnnte. Dies konnte erklaren, warum die Mutante gegen B-Laktame nicht empfindlicher ist
als der Wildtyp. Gegen alle Substanzen, die in irgendeiner Weise die Membranintegritét
beeintrachtigen, ist die Mutante dagegen sensitiver. Bacitracin, Vancomycin und Nisin
interagieren spezifisch mit membrangebundenen Zellwandbausteinen, LL-37, Daptomycin
und Pep5 beeintrachtigen in noch nicht ganz aufgeklarter Weise die Membranintegritat.
Diese Gemeinsamkeit kbnnte diese Peptidantibiotika also als Substrat fur VraDE deter-
minieren. Chloramphenicol, das innerhalb der Zellen wirkt, wo es die Proteinbiosynthese
hemmt, ist dagegen offensichtilich kein Substrat fir VraDE, die Mutante ist gegen diese

Substanz sogar etwas unempfindlicher als der Wildtyp.

In der zweiten Microarray-Analyse, dem Langzeit-Experiment, in dem S. aureus SG511 bis
zu einer optischen Dichte (600 nm) von 1 in Anwesenheit einer subinhibitorischen hBD3-
Konzentration gewachsen war, zeigten wenige Gene eine veranderte Expression. Diese
Zellen kénnen als adaptierte Organismen gelten. Es fallt auf, dass die oben erwahnten ABC-
Transporter in diesen Zellen immer noch signifikant hochreguliert waren, allen voran vraDE.
Dies unterstiitzt die Vermutung, dass solche Transporter eine wichtige Rolle fir das
Abwehren der Peptide spielen. Interessanterweise waren auf3erdem Gene der
Lysinbiosynthese in den angepassten Zellen in ihrer Expression erhoht. Dieser Effekt wurde
in anderen Studien als Antwort auf Bacitracin und Glykopeptide ebenfalls beobachtet, was
wiederum den Eindruck verstéarkt, dass hBD3 die Zellwandintegritat beeintrachtigt (Cui et al.,
2005; Utaida et al., 2003).

Fur beide Transkriptionsanalysen gilt, dass im Vergleich zu vielen anderen Studien
insgesamt eher wenige Gene signifikant reguliert waren und dass das MalR der Regulation
meist sehr moderat war. Dies kénnte an der geringen eingesetzten Peptidkonzentration
liegen. hBD3 wurde in einer Menge, die 1/8 der MHK entsprach, zu den Bakterienkulturen
gegeben. Man konnte sich vorstellen, dass bei hoéheren Konzentrationen mehr Gene
induziert wiirden und gréRere Anderungen in den Expressionen zu sehen waren. Rietkotter
et al. (2008) zeigten kurzlich, dass die zellulare Reaktion auf Bacitracin-Stress in B. subtilis
extrem von der einwirkenden Konzentration des Bacitracins abhéngt. Die Anpassung an
Bacitracin scheint in diesem Organismus allerdings sehr spezifisch zu sein. McCallum et al.
(2006) fanden eine gewisse Abhangigkeit der Induktion des Zellwandstress-Stimulons von
der Konzentration der eingesetzten zellwandaktiven Antibiotika. Es bestiinde jedoch bei
einer hoheren eingesetzten hBD3-Konzentration die Gefahr, eine generelle Stressantwort
hervorzurufen, die die spezifische Antwort auf hBD3 tberlagern kdnnte, so dass interessante

Aspekte Ubersehen werden kénnten.
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Um der Frage nachzugehen, in welcher Weise hBD3 in die Zellwandbiosynthese eingreift,
wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Experimente durchgefihrt, anhand derer
man bestimmte Aspekte der Zellwandbiosynthese beleuchten kann. Zuné&chst wurde in
einem in vivo Experiment getestet, ob hBD3 die spaten, membranassoziierten Schritte der
Zellwandbiosynthese hemmt. Dazu wurde die hBD3-induzierte Akkumulation von UDP-N-
Acetylmuramyl-Pentapeptid in S. aureus SG511 gemessen. Dieses Molekil ist die letzte
l6sliche, cytoplasmatische Vorstufe des Peptidoglykans. Es zeigte sich eindeutig, dass der
Vorlaufer in hBD3-behandelten Zellen akkumulierte. Dies bedeutet folgendes: Zum Einen
legt es sehr nahe, dass hBD3 tatsachlich in die Zellwandbiosynthese eingreift. Zum Zweiten
impliziert das Ergebnis, dass alle cytoplasmatischen Reaktionen der Peptidoglykansynthese,
die vor der Bildung von UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid ablaufen, nicht von hBD3
gehemmt werden. Dies bedeutet wiederum, dass eine der nachfolgenden, membrangebun-
denen Reaktionen durch hBD3-Zugabe blockiert wird. Zum Dritten kann auch eine komplette
Desenergetisierung der Zellen ausgeschlossen werden, da bei einer solchen keine Energie
fur Biosynthesereaktionen mehr generiert werden koénnte. Zum Vierten bedeutet dieses
Ergebnis, dass keine komplette Zerstérung der Membranen stattfinden kann, da ansonsten
die im Cytoplasma geldsten Bestandteile aus den Zellen stromen wirden und somit nicht
mehr akkumulieren kénnten. Das bestatigt die Ergebnisse aus den physiologischen Assays,
wo kein starker Abfall des Membranpotentials und ein inkompletter Glutamatefflux zu sehen
war. Es lasst sich von diesem Experiment jedoch nicht ableiten, welche der membran-
assoziierten Reaktionen der Peptidoglykansynthese gehemmt werden, da es zu der Akku-
mulation des Vorlaufermolekuls nicht nur dann kommt, wenn das Enzym MraY (s. Abbildung
1.7), das die Bildung von UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid katalysiert, gehemmt wird,
sondern auch, wenn eine der nachfolgenden, membranassoziierten Reaktionen nicht mehr
stattfinden kann. Unabhangig davon, welcher der membrangebundenen Biosyntheseschritte
gehemmt wird, kommt es namlich immer zu einer Unterbrechung des Zellwandbiosynthese-
Zykluses, da der Bactoprenol-Trager Undecaprenylphosphat, dann nicht wiederverwertet
werden kann (s. Abbildung 1.7). Beispielsweise konnten Reynolds & Somner (1990) zeigen,
dass UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid nach Behandlung mit Vancomycin akkumulierte;
dieses Antibiotikum hemmt die Transglykosylierungsreaktion auf der extracytoplasmatischen
Seite der Membran durch die Komplexierung der C-terminalen

D-Alanyl-D-Alanin-Gruppe von Lipid Il (Nagarajan, 1991).

Sollte eine spezifische Interaktion zwischen Substraten der Zellwandbiosynthese und hBD3
stattfinden, dann kénnte man durch externe Zugabe der gereinigten Zielstruktur bei einer
MHK-Bestimmung die antimikrobielle Aktivitat des Peptids antagonisieren. Um dies zu

testen, wurde in einer MHK-Bestimmung von hBD3 gegen S. aureus SG511 ein potentieller
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Antagonisierungseffekt durch Lipid 1l, Undecaprenylphosphat (dem recycelten Lipid II-Trager,
Css-P) und verkurzten Derivaten von diesem, sowie durch Phospholipide getestet. Schon bei
einem molekularen Verhéltnis von Lipid I zu hBD3 von 1:1 war eine komplette
Antagonisierung der Wirkung von hBD3 zu beobachten. Dieses Ergebnis alleine betrachtet
wirde dafir sprechen, dass Lipid Il das spezifische Angriffsmolekdl fur hBD3 ist. Jedoch
fuhrte auch Cgs-P bei einem 2:1 Verhaltnis (Css-P:hBD3) zu einer Antagonisierung. Die
reinen Phospholipide (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol, DOPG) antagonisierten
die antimikrobielle Wirkung von hBD3 ebenfalls, allerdings erst bei einem 2,5-5:1 Verhaltnis
(DOPG:hBD3). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Interaktion zwischen hBD3
und Lipid Il stattfindet, die jedoch nicht so spezifisch wie die eines typischen Lipid II-
bindenden antimikrobiellen Peptids (z.B. Nisin) zu sein scheint. Mit Css-P und DOPG finden
vermutlich niedrig-affine Wechselwirkungen Uber lonenbindungen statt. hBD3 bindet also
keine der getesteten Molekiile mit hdchster Spezifitat, es gibt aber durchaus unterschiedliche
Affinitaten. Die verkirzten Derivate von Css-P, die wasserloslich sind, zeigten dagegen kaum
Antagonisierungseffekte Diese bilden durch ihre Wasserloslichkeit wahrscheinlich keine
zusammenhangende negativ geladene Oberflache aus, die fir die Wechselwirkungen mit
dem amphiphilen hBD3 nétig zu sein scheint.

Um den Effekt von hBD3 auf Lipid Il naher zu untersuchen, wurde der Einflu3 von hBD3 auf
die PBP2-katalysierte Reaktion, in der Lipid Il umgesetzt wird, in vitro untersucht. PBP2
katalysiert in S. aureus die letzten Schritte der Peptidoglykansynthese, die Transglyko-
silierungs- und die Transpeptidierungsreaktion, bei der die im Lipid 1l enthaltene Disaccharid-
Pentapeptideinheit in das Peptidoglykannetz eingebaut wird (s. Abbildung 1.7). Es konnte
eine deutliche Hemmung der Reaktion durch hBD3, die ahnlich stark war wie die Hemmung
durch Moenomyzin, das mit Lipid Il um die Interaktion mit PBP2 konkurriert und dieses
dadurch inaktiviert, beobachtet werden. Dies galt genauso, wenn dem Reaktionsansatz
zusatzlich Css-P bzw. Phospholipide zugegeben wurde, die mit Lipid || um die hBD3-
Molekiile konkurrieren kénnten. Aufgrund der Ergebnisse aus den Antagonisierungstests
kann davon ausgegangen werden, dass hBD3 mit Lipid Il interagiert und nicht das Enzym
PBP2 selber hemmt auch wenn dieses in diesem Experiment nicht ausgeschlossen werden
kann. Es scheint also auch hier, als ob hBD3 eine hdhere Affinitdt zu Lipid 1l als zu Css-P
oder zu reinen Phospholipiden besitzt. Es kdnnte sein, dass diese hdhere Affinitat allein auf
elektrostatischen Wechselwirkungen der positiven Ladungen im hBD3 mit den zwei
negativen Ladungen pro Lipid II-Molekll gegenlber nur einer negativen Ladung pro Css-P
oder DOPG-Molekul beruht. Welcher Natur die Wechselwirkungen zwischen hBD3 und Lipid
Il jedoch genau sind und ob nicht noch andere Effekte neben den elektrostatischen Wechsel-

wirkungen eine Rolle spielen, kann aus diesen Ergebnissen nicht erkannt werden.
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Zusammenfassend scheint es, dass hBD3 aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaften seine
antimikrobiellen Aktivitaten an der bakteriellen Membran entfaltet. Es sprechen jedoch viele
Indizien dagegen, dass die Membran allein durch Porenbildung -wie es fur HDPs im All-
gemeinen angenommen wird- zerstort wird. Sowohl die physiologischen Experimente
(Membranpotential und Glutamatefflux) als auch der Akkumulationsversuch deuten an, dass
die bakterielle Membran ihre Barrierefunktion nicht komplett verliert -ansonsten sollte das
Membranpotential komplett abfallen, das Glutamat restlos aus den Zellen entweichen und es
durfte keine Akkumlation von UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid stattfinden. Vielmehr
weisen viele Indizien auf eine Stdrung der Zellwandintegritat hin: Sowohl die Induktion des
Zellwandstress-wahrnehmenden Zweikomponentensystems VraRS und anderer Gene des
Kern-Zellwandstress-Stimulons, als auch die Akkumulation des l6slichen Lipid II-Vorlaufers
zeigen ganz deutlich, dass die Zellwandintegritdt und —biosynthese in irgendeiner Weise

gestort sein muss.

Abbildung 4.1 zeigt ein Modell, wie man sich aufgrund der Ergebnisse aus der vorliegenden
Arbeit die Interaktionen von hBD3 und anderen kationischen HDPs mit bakteriellen
Membranen vorstellen kdnnte. In diesem Modell wirken die kationischen Peptide wie ,Sand
im Getriebe* von membrangebundenen, essentiellen Multienzymkomplexen wie der
Zellwandbiosynthese-Maschinerie oder den energiebildenden Komplexen. Die Interaktionen
mit der Lipid-Doppelschicht der Membranen spielen ebenfalls eine Rolle, sie sind aber nur
einer von vielen Aspekten der Wirkung. Die antimikrobielle Aktivitat der HDPs basiert nicht
wie bei typischen Antibiotika auf Wechselwirkungen mit einer spezifischen Zielstruktur, diese
Peptide bewirken vielmehr multiple stérende Effekte und greifen an mehreren Stellen
simultan in koordinierte Ablaufe und Funktionen von membrangebundenen Multienzym-
komplexen ein, was dann letztendlich zu einem effektiven Abtéten der Bakterienzellen fihrt.
Innerhalb dieses flr kationische, amphiphile HDPs im Allgemeinen postulierten Wirkungs-
modells gibt es sicherlich Differenzen zwischen verschiedenen HDPs in der Auspragung der
unterschiedlichen Interaktionsmechanismen mit den bakteriellen Zellhillen. Sehr polare,
kationische Molekile wie das hBD3 interagieren vermutlich starker mit den negativ
geladenen Komponenten der Zellwandbiosynthese-Komplexe, als helikale, sehr amphiphile
Peptide wie das synthetische 19|6E oder LL-37, die vermehrt mit Membranen interagieren

und in diese eindringen kdnnten.
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Wachsende Peptidoglykankette

Transglykosylierung H+ H+

@ Lipid 11

Membranintegritdt beeintrachtigt H*

H+
Zellwandbiosynthese gestort Energiegewinnung gestort

Abbildung 4.1. Schematisches Modell zur Wirkungsweise von kationischen HDPs. Die Peptide
greifen danach wie ,,Sand im Getriebe* simultan in verschiedene membrangebundene Prozes-
se ein. Diese Storungen an vielen Stellen gleichzeitig fihren dann zu multiplen Schaden, die
letztendlich zu einem Absterben der Bakterienzellen flhren.

ATP ADP

In Teilen kann man eine solche generalisierte Wirkungsweise auch fur Bacteriocine in Gram-
positiven Bakterien annehmen. Diese Bacteriocine sind fast ausschlieBlich kationisch und
amphiphil und besitzen ahnlich wie Defensine eine relative breite antimikrobielle Aktivitat, die
erst bei hohen Konzentration (MHKs im mikromolaren Bereich) sichtbar wird. Zuséatzlich zu
dieser Basisaktivitat entfalten diese Bacteriocine aber auch Zielstruktur (,target-“)-vermittelte
antibiotische Aktivitaten, die gegen ein sehr enges Spektrum an meist nah verwandten
Bakterien mit hoher Spezifitdt und niedrigen Konzentrationen (MHKs im nanomolaren
Bereich) zum Tragen kommen, so wie es z.B. fur das Nisin bekannt ist. Nisin bindet mit
hoher Spezifitdt an den Zellwandvorlaufer Lipid Il; durch diese Interaktion wird die Zellwand-
biosynthese gehemmt. Gleichzeitig ist Lipid 1l aber auch ein Ankermolekdl fir Nisin, das
durch diese Interaktionen sehr definierte stabile Poren in den bakteriellen Membranen bilden
kann. Bacteriocine wie Nisin und HDPs wie hBD3 besitzen also antimikrobielle Aktivitaten,
die durch die Kationizitat und Amphiphilie der Peptide bedingt sind, die auf Wechsel-
wirkungen mit Membranen beruhen und mehr oder weniger spezifisch membrangebundene
Biosyntheseprozesse hauptsachlich im Bereich der Zellwandbiosynthese stdren; dariber
hinaus wird die Aktivitat der Bacteriocine dadurch enorm gesteigert, dass sie insbesondere
durch hochaffine Interaktionen mit Lipid 1l die Zellwandbiosynthese spezifisch hemmen. Das
Konzept multipler Wirkungsmechanismen verbunden mit dem Generieren von vielfaltigem

Stress hat sich im Verlauf der Evolution als effektiv erwiesen und hat es solchen Peptiden
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erlaubt, den gesamten Zeitraum wirksam zu bleiben, ohne gravierende Resistenzentwicklun-

gen auszuldsen.

Ausblick

Es ist deutlich geworden, dass der Wirkungsmechanismus von HDPs nicht mit einer
einfachen detergenzartigen Wirkung beschrieben werden kann und dass Versuche mit syn-
thetischen Membranen nicht fir die Erstellung von Modellen zur Wirkungsweise ausreichen.
Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte ein hypothetisches Modell erstellt
werden, das die Vorgange an den bakteriellen Membranen zu beschreiben versucht. Nach
diesem Modell wirken kationische Peptide wie das hBD3 als ,Dirty Drugs®, also als unprazise
Antibiotika, die nicht ein definiertes Angriffsmolekll besitzen, sondern an vielen Stellen in
komplexe Prozesse an den Membranen und in der Zellwandbiosynthese-Maschinerie
eingreifen. Um diese Effekte genauer zu untersuchen und das Modell zu festigen, bedarf es
weiterer Untersuchungen. Ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit ware es inte-
ressant, die Interaktionen von hBD3 und Lipid Il ndher zu charakterisieren. Um die Spezifitat
und Affinitat der Interaktion ndher zu untersuchen, kénnte die Bindungskonstante von hBD3
an Lipid Il bestimmt werden. Hierflir kdnnte man gezielt Liposomen, die Lipid Il enthalten,
herstellen und die Bindungsrate mit der Bindungsrate an Lipososmen, die kein Lipid Il
enthalten, vergleichen. Auch Interaktionen mit anderen Multienzymkomplexen und einzelnen
Substraten sollten néher charakterisiert werden.

Um den Effekt von hBD3 auf die PBP2-katalysierte Reaktion naher zu untersuchen, sollte
man den in vitro-Versuch mit radioaktiv-markiertem Lipid Il durchfiihren, was eine Quanti-
fizierung des umgesetzten Substrates erlauben und mehr Aufschluss tber die Hemmung der
Reaktion durch hBD3 geben wiirde. Des Weiteren wére es interessant, auch andere Reak-
tionsschritte der Zellwandbiosynthese in Anwesenheit von hBD3 in vitro zu analysieren. So
kénnte man klaren, ob hBD3 bereits die Lipid I- oder Lipid lI-Biosynthese, die jeweils vor der
PBP2-katalysierten Transglykosilierungs- und Transpeptidierungsreaktion im Cytosol statt-
finden, hemmen kann.

In dieser Arbeit wurde auRerdem der ABC-Transporter VraDE als mdgliche Resistenz-
Determinante gegen hBD3 und andere antimikrobielle Peptide entdeckt. Die Funktion dieses
Transporters sollte in Zukunft naher untersucht werden. Es ware aufschlussreich, die
Molektle zu identifizieren, die von VraDE transportiert werden. Um sich dieser Fragestellung
zu nahern, kénnte man den Transporter heterolog exprimieren, in Liposomen rekonstituieren
und anschlieBend mit markierten Substraten testen, ob diese von dem Transporter trans-
portiert werden. AuBerdem koénnte geklart werden, ob der Transporter tatséchlich die anti-
mikrobiellen Peptide pumpt, oder ob seine Funktion vielleicht doch der Transport anderer

Moleklile wie z.B. von Zellwand-Vorlaufermolektlen in die Zellen ist, die dann fir erhdhte
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Biosyntheseleistungen in der Zellwand genutzt werden kdnnten. Des Weiteren stellt sich die
Frage, durch welche Signale der Transporter induziert wird und welche Rolle VraRS spielt.
Hierbei gilt es aul3erdem zu klaren, ob die extrazellulare Domane der Permease in VraE oder
auch in der strukturell sehr ahnlichen Permease VraG in S. aureus noch eine signalwahr-
nehmende Rolle hat und ob Bacitracin das Signal ist. Ein anderer interessanter Aspekt wére,
die Rolle des GraRS Systems in der bakteriellen Antwort auf hBD3 n&aher zu untersuchen
und eine Begrundung fir seine vermeintliche Selektivitdt gegenilber bestimmten kationi-
schen HDPs in S. aureus zu finden. Mittels Real-Time PCR kdnnte man die Transkription
des GraRS Systems, sowie der unter seiner Kontrolle stehenden Gene DItABCD, MprF und
VraFG nach hBD3-Behandlung mit verschiedenen Peptidkonzentrationen und/oder in unter-
schiedlichen S. aureus-Stammen untersuchen.

Es ware zudem aufschlussreich, zu klaren, ob und inwieweit B-Defensine zu einer Akti-
vierung des SaeRS-Systems fihren, das auf a-Defensine zu reagieren scheint. Es sollte mit
anderen hBD3-Konzentrationen und mit anderen a- und B-Defensinen mittels Real-Time
PCR untersucht werden, ob B-Defensine tatsachlich nicht zu einer Stimulation des Systems

fihren. Dies wirde bedeuten, dass das spezifische Verbriickungsmuster der Defensine flr

die Erkennung durch das Zweikomponentensystem wichtig ist.
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5 Zusammenfassung/ Summary

Wirts-Abwehr-Peptide (engl.: Host Defense Peptides, HDPs) sind eine sehr urspringliche
Komponente der angeborenen Immunabwehr und kommen in sédmtlichen Lebewesen vor.
Die heterogene Gruppe zeichnet sich durch eine amphiphile dreidimensionale Struktur aus.
Als genereller Wirkungsmechanismus fur HDPs wird eine Porenbildung in bakteriellen
Membranen postuliert. Untersuchungen dazu fanden fast ausschlieBlich an Modell-
membranen statt, die die komplexe in vivo-Situation in bakteriellen Membranen, in denen
Biosynthese- und Abbauprozesse stattfinden, vernachlassigen. Das HDP humanes [-Defen-
sin 3 (hBD3) gehdrt zur Gruppe der Defensine, die sich durch mehrere B-Faltblatt-Strukturen
und ein charakteristisches Disulfidbrickenmuster auszeichnen. Das Peptid besteht aus 45
Aminoséauren und ist mit einer Nettoladung von +11 stark kationisch; hierdurch behélt es
seine Wirksamkeit auch bei héheren Salzkonzentrationen, was zur Kontrolle insbesondere
von Staphylokokken auf der Haut bedeutsam ist. Im Rahmen der Erstbeschreibung des
Peptids zeigten elektronenmikroskopische Aufnahmen hBD3-behandelter S. aureus-Zellen
Zeichen einer Perforierung der Zellwand, ahnlich wie man es bei Penicillin-behandelten Zel-
len beobachten kann (Harder et al., 2001). Weitere Untersuchungen zum Wirkungsmecha-
nismus des Peptids blieben jedoch aus. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die molekulare

Wirkung des humanen B-Defensins hBD3 auf Staphylococcus aureus untersucht werden.

€ In Abtdtungskinetiken zeigte hBD3 eine schnelle und effektive Wirkung auf S. aureus
SG511-Zellen.

€ Physiologische Untersuchungen an ganzen Zellen zeigten, dass die Membran-
integritat bei hBD3-Behandlung erhalten bleibt; das Membranpotential wurde kaum
beeintrachtigt und pra-akkumuliertes Glutamat stromte nur teilweise aus behandelten
Zellen aus.

€ Die Nukleotid-, Protein- und Zellwandbiosynthese in wachsenden S. aureus-Zellen
wurde komplett durch hBD3 blockiert, moglicherweise durch Hemmung der Aufnah-
me von Grundbausteinen.

€ Mit Hilfe von DNA-Microarrays wurde eine kompetitive Hybridisierung der Gesamt-
RNA von hBD3-behandelten vs. unbehandelten S. aureus SG511-Zellen zur Trans-
kriptionsanalyse durchgefiihrt. Das Transkriptionsprofil wies sowohl Ahnlichkeiten mit
Profilen membranschadigender als auch mit Profilen zellwandschadigender Peptide
und Antibiotika auf. Das Zellwandstress-registrierende Zweikomponentensystem
VraRS sowie 11 von 15 Genen des Kern-Zellwandstress-Stimulons (McAleese et al.,

2006) waren in hBD3-behandelten Zellen hochreguliert. Die héchste Zunahme in der
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Transkription zeigten die Gene des bisher nicht naher beschriebenen ABC-
Transporters VraDE.

€ Der ABC-Transporter VraDE wurde durch den Austausch essentieller Bereiche des
Gens vraE gegen eine Erythromycin-Resistenzkassette mittels doppelt homologer
Rekombination inaktiviert. Die entstandene Mutante S. aureus SG511 AvraE war
sensitiver gegentber hBD3, sowie gegentiber klassischen Zellwandbiosynthese-Inhi-
bitoren und membranschadigenden Substanzen. Eine Ausnahme bildeten die B-Lak-
tame, gegen die die Mutante keine erhthte Sensitivitat zeigte. Die deutlichste Steige-
rung der Suszeptibilitét zeigte die Mutante gegentber Bacitracin.

€ Die Wirkung von hBD3 auf die Zellwandbiosynthese wurde in wachsenden Zellen
untersucht. Die letzte l6sliche Zellwandvorstufe UDP-N-Acetylmuramyl-Pentapeptid
akkumulierte in behandelten Zellen, was fir eine Hemmung der membrangebun-
denen Biosyntheseschritte spricht. Des Weiteren kann eine membranzerstdrende
Wirkungsweise des Peptids ausgeschlossen werden, da eine solche zu einem Aus-
stromen des Zellwandvorlaufers aus den Zellen fihren wirde.

€ Antagonisierungsversuche mit verschiedenen Zellwand-bezogenen Molekilen zeig-
ten, dass hBD3 sowohl mit mizellenbildendem Lipid Il als auch mit Undecaprenyl-
phosphat (Css-P) und Phospholipiden interagiert, nicht jedoch mit verkirzten und
dadurch I6slichen Derivaten von Css-P.

€ hBD3 fihrte zu einer Hemmung der PBP2-katalysierten Umsetzung von Lipid Il in
vitro. Das war auch in Anwesenheit von Phospholipiden oder Css-P im Ansatz der
Fall.

€ Ein hypothetisches Modell fiur die Wirkungsweise von kationischen, amphiphilen
HDPs wie hBD3 wurde aufgestellt. In diesem Modell wirken HDPs wie ,Sand im Ge-
triebe“ von membrangebundenen Multienzymkomplexen und stéren den in Zeit und
Raum koordinierten Ablauf der in den Membranen stattfindenden Prozesse, vor allem
der Zellwandbiosynthese. Auch Membranbilayer-destabilisierende Effekte selbst spie-
len abhangig von den physikochemischen Eigenschaften der einzelnen Peptide eine
unterschiedlich grof3e Rolle, sind aber offensichtlich nicht der entscheidende Faktor
fur die Abtotung von Mikroorganismen. Solche multiplen Mechanismen und zellularen
Stresssituationen fiihren letztendlich zu einem effektiven Abtoten der Bakterienzellen
und unterscheiden solche Peptide von den strikt Zielstruktur-vermittelten Wirkungs-

weisen typischer Antibiotika.
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Summary

Host Defense Peptides (HDPs) are an evolutionary ancient component of innate immunity
and are present in virtually every life form. This heterogenous group of peptides displays an
amphiphilic three-dimensional structure. Their direct antibiotic activity is thought to be based
on pore formation in bacterial membranes. At the molecular level, interactions are best
studied with model membranes. However, evidence is increasing that studies on model
membranes may not reflect the complex in vivo situation where biosynthesis and degradation
processes take place within the bacterial membranes. The HDP human B-defensin 3 (hBD3)
belongs to the defensin group which is characterised by B-sheet structures and a distinctive
disulfide bridge pattern. The peptide consists of 45 amino acids and carries a high number of
cationic charges (+11); because of this feature the peptide displays antimicrobial activity
even at elevated salt concentrations, which is an important factor for controlling staphylo-
cocci on the human skin. When hBD3 was first described, signs of cell wall perforation were
observed in electron micrographs of hBD3-treated Staphylococcus aureus cells which
resembled effects seen in micrographs of penicillin-treated cells (Harder et al., 2001).
However, further evidence on the molecular mode of action of hBD3 was not reported. It was
the aim of this thesis to elucidate the molecular mechanisms involved in killing of S. aureus
by hBD3.

€ In killing kinetics hBD3 caused rapid killing of S. aureus SG511.

€ Physiological whole cell assays showed that membrane integrity is hardly affected by
hBD3; membrane potential just slightly decreased and pre-accumulated glutamate
only partially leaked out of treated cells.

€ Nucleic acid-, protein- and cell wall biosynthesis were completely blocked after hBD3
treatment, possibly due to inhibition of the uptake of the pecursors.

€ The total RNA of hBD3-treated vs untreated cells was hybridised competitively to a
DNA-microarray and a transcriptional analysis was conducted. The transcriptional
profile showed similarities and differences to cell wall- as well as cell membrane-
damaging peptides and antibiotics. The cell wall stress-sensing two component
system VraRS and 11 out of 15 gened of a proposed core cell wall stress stimulon
(McAleese et al., 2006) were found to be upregulated in hBD3-treated cells. The
highest increase in transcription was observed for the hypothetical ABC transporter
VraDE.

€ The ABC transporter VraDE was inactivated by an exchange of essential parts of the

gene vrak by a double homologous recombination event. The resulting mutant
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S. aureus SG511 AvraE was more susceptible than the wildtype to hBD3 and to
membrane-damaging agents as well as to classical cell wall biosynthesis inhibitors
except for B-lactams. The highest increase in susceptibility was observed with
bacitracin.

€ The effect of hBD3 on cell wall biosynthesis was studied in more detail in growing
cells. Here, the last soluble cell wall precursor UDP-N-acetylmuramyl-pentapeptide
accumulated in treated cells indicating an inhibition of the membrane-bound bio-
synthesis steps. Furthermore, a membrane-disruptive action of hBD3 can be ex-
cluded as this should lead to leakage of the cell wall precursor from the cells.

€ Antagonisation assays using different cell wall related molecules showed that hBD3
interacts with the micelle-forming molecules lipid Il, Undecaprenylphosphate (Css-P)
and phospholipids but not with the shortened and therefore soluble derivatives of
Css-P.

€ hBD3 led to an inhibition of the conversion of lipid Il by PBP2 in vitro. This was also
true in the presence of phospholipids and Css-P.

€ A hypothetical model for the mode of action of cationic and amphiphilic HDPs like
hBD3 was proposed. Within this model, HDPs act like “sand in the gearbox” of
membrane-bound multienzyme complexes and disturb the processes highly co-
ordinated in time and space which take place within the membranes, especially the
cell wall biosynthesis. Additionally, membrane bilayer destabilising effects play a role
depending on the physico-chemical characteristics of each peptide, but these effects
are not the crucial factor for the killing of microbes. Such multiple mechanisms and
cellular stresses finally lead to an effective killing of bacterial cells and distinguish
those peptides from typical antibiotics, whose mode of action is based on interactions

with highly specific targets.
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