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Abkiirzungsverzeichnis

Allgemein gebrauchliche Abkiirzungen, wie sie z.B. in der Liste der gebrduchlichen
Abkiirzungen unter Wikipedia (http://de.wikipedia.org/wiki/Portal:Abk%C3%
BCrzungen/Gebr%C3%A4uchliche Abk%C3%BCrzungen) aufgelistet sind, wer-

den nicht gesondert erwahnt.

Internationale Einheiten und SI-Prifixe werden, wie in dem Faltblatt: , Die ge-
setzlichen Einheiten in Deutschland” angegeben, verwendet (einzusehen unter:
http://www.ptb.de/de/publikationen/download /pdf/einheiten.pdf).

a.dem. aqua demineralisiert

a.dest. aqua destillata auch Aquadest

AMP antimikrobielle Peptide

BSA Bovine Serum Albumin, Rinderserumalbumin
CcO, Kohlendioxid

Da Dalton

DMEM  Dulbeccos modified Eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraesigsdure

ELISA enzym-linked immunosorbent assay
FBS fotales Rinderserum
*g vielfaches der Erdbeschleunigung (g)

hBD-2, -3 humanes B-Defensin-2, -3

HEPES  (4-(2Hydroxyethyl)-1-Piperazin-1-Ethan-Sulfonsdure

HPLC high performance liquid chromatography,
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

IL-1 Interleukin-1

v



IL-6
LL-37

MW
PBS
PCR
PDLLA
PMMA
POD
RPM
RNase
SDS
SEM
TEMED
TMB
OD600

Interleukin-6

antimikrobielles Peptid

Molar

Molekulargewicht

phosphate-buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlosung
Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Poly-D,L-Laktid

Polymethacrylat

Peroxidase

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Ribonuklease

sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

standard error of the mean, Standardfehler
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine

optische Dichte bei 600 nm
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1

Einleitung

Die Osteitis beschreibt eine bakterielle Infektion nach operativem Einsatz von Im-
plantaten. Aufgrund ihrer schwierigen Therapiemoglichkeiten und der Rezidivge-
fahr ist die Osteitis eine schwerwiegende Komplikation in der Chirurgie des Be-
wegungsapparates. Dadurch verldngert sich der stationdre Aufenthalt um durch-
schnittlich 15 Tage und verursacht Mehrkosten in Hohe von 14.000€ pro Patient
[Hofmann et al., 1997]. Nach endoprothetischem Ersatz tritt die Osteitis mit einer
Haufigkeit zwischen 1-10 % auf (1-5 % in [Bauer and Schils, 1999], 2-8 % in [Ridge-
way et al., 2005], 10 % in [Ahnfelt et al., 1990]). Die Beschwerden kénnen aufSerdem
erst viele Jahre nach dem Eingriff auftreten und die Erkrankung kann einen lang-
wierigen Verlauf nehmen. Etwa 30 % der akuten Infektionen gehen trotz aller the-
rapeutischer Bemiithungen in eine chronische posttraumatische Osteitis {iber. Dabei
sind Osteosynthesen! nach geschlossenen Frakturen mit 1-5 % betroffen [Schmelz
et al., 2006]. Eine Therapie ist gerade bei der Behandlung von endoprothetischem
Ersatz eine Herausforderung und oft langwierig. Neben einer systemischen Anti-
biotikabehandlung (mit kontrovers diskutierten Nebenwirkungen [Wood, 1996; Su-
ter et al., 1994]) muss das infizierte Implantat und das nekrotische Gewebe griind-
lich entfernt werden. Erst im Anschluss (nach 8-12 Wochen) kann mit dem Aufbau

des Gelenks begonnen werden.

In der Vergangenheit wurde das Infektionsrisiko durch technische Hygienemafsnah-
men (z.B. der Einsatz von Luftfilteranlagen [Charnley and Eftekhar, 1969; Charnley,
1972] in den Operationssdlen oder das Tragen von Ganzkorperanziigen [Lidwell
et al., 1982]) und verbesserte Operationstechniken [Taylor, 1997] reduziert. Der Ein-
satz von lokalen Antibiotika beschréankt sich bisher nur auf die Applikation in Form
von Polymethacrylat-Ketten [Ostermann et al., 1995], Kollagenschwdmmen [Stem-
berger et al., 1997] oder Knochenzement [Hesaraki and Nemati, 2008; Garvin et al.,
1994]. Zusétzlich wére es sinnvoll, die Implantatoberfliche durch eine antimikrobi-

elle Beschichtung steril zu halten.

Versorgung von Knochenbriichen mit Implantaten
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Pathomechanismen, die zur Besiedelung einer Implantatoberflache
fiihren

Eine Infektion des Implantats kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Bei der di-
rekten Kolonisation konnen potentielle Erreger die Materialoberfldche bereits zum
Zeitpunkt des Implantateinsatzes besiedeln. Solch eine Kontamination erfolgt meist
tiber die Haut des Patienten (siehe Abbildung 1.1), da sogar nach einer Desinfekti-
on bis zu 20 % der Standortflora in den Haarfolikeln und den Talkdriisen verblei-
ben und nicht iiber lokale Desinfektionen erreichbar sind [Bencini et al., 1991]. Bei
den Erregern, die zu einer implantatassoziierten Infektion fiihren, handelt es sich
hauptsachlich um Staphylokokken (u.a. St. epidermidis oder St. aureus) und zudem
um kommensale Mikroorganismen der Haut. Eine Infektion kann weiterhin ,per
continutatem” erfolgen, also durch Kontakt zu einer benachbarten bereits infizier-

ten Stelle oder durch hdmatogene oder lymphogene Aussaat von Bakterien.

(%] Bakterien s

il
0 Haut

/ / Knochen

Abbildung 1.1: Unerwiinschte Besiedelung einer Implantatoberfliche wihrend des operativen
Eingriffs.

Durch Beriihrung mit der Haut bleiben Bakterien an der Implantatoberflédche haften, gelangen in den
Korper und konnen eine Osteitis verursachen.

Aus diesen Griinden kommt der Prophylaxe bei endoprothetischem Ersatz eine be-
sondere Bedeutung zu. Eine systemische Antibiotikatherapie wird daher standard-
maflig bei einer solchen Operation durchgefiihrt. Gerade die Patientengruppe, die
oft einen kiinstlichen Gelenkersatz erhilt, ist hdufig durch andere Erkrankungen
(Immunsuppression, rheumatioder Arthritis oder Diabetes mellitus) anfallig fiir In-

fektionen.

Die Interaktion zwischen dem Fremdmaterial, den bakteriellen Infektionserregern

und bestimmten Faktoren des Patienten (lokale Abwehrbedingungen, systemische
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Risikofaktoren) bilden die Grundlage einer Infektion. Der menschliche Organismus
reagiert auf ein Implantat, indem er dessen Oberfldche mit einem conditioning film
tiberzieht, der Proteine enthilt (siehe Abbildung 1.2). Die Adsorption von zunéchst
Albumin und im weiteren Verlauf Fibronektin, Fibrinogen und Immunglobulinen
begiinstigt eine Bakterienbesiedelung, da viele dieser Molekiile die Adh&sion und
Kolonisation von Bakterien erleichtern [Habash and Reid, 1999]. Bakterien, die tiber
eine lokale Kontamination oder iiber den hdmatogenen Weg zur Implantatober-
flache gelangt sind, konnen sich nun iiber spezifische Rezeptoren an die vorhande-
ne Proteinmatrix anlagern. Die Bindungsaffinitit der Bakterien hiangt zudem vom
Material des Implantates ab [Chang and Merritt, 1994]. So heften sich die Keime
leichter an Stahl und Polymethacrylat (PMMA) als an Titanoberflachen. Haften die
Bakterien fest am Material, regulieren sie nicht nur das Wachstum und die Abgabe
von Virulenzfaktoren der Kolonie. Sie konnen ebenfalls die Produktion extrazellula-
rer Mucopolysaccharide steuern, die eine dreidimensionale gelartige Matrix bilden.
Dieser Biofilm ist gegen eine systemische antibiotische Behandlung aufierordentlich

resistent.

Makromolekule
o0 Bakterien

Glykokalix
(<] o °
o
© 4 o o ey re
© e ] Sl A NG |
g o B S b B2 o X e 033
=Y 5 ) o e O(;OCOCOO 2
e @ é (\OO ) Ocyooocff*"
S . ) e
e o5 ¢ D B " o ffe OCOO

Zeitlicher Verlauf

Abbildung 1.2: Ablauf einer Biofilmbildung auf Oberflichen.

Nach Implantation adsorbieren zundchst Molekiile wie Albumin und Fibrinogen an die Oberfliche.
Bakterien lagern sich in diese Proteinmatrix ein und kénnen durch die Abgabe von Mucopolysac-
chariden einen Biofilm bilden, der sie vor einem antibiotischen Wirkstoff schiitzen kann.

Nach der Adhésion folgt die Ausbreitung der Mikroorganismen auf der Implantat-
oberflache [Habash and Reid, 1999]. Um diesen Mechanismus zu unterbinden, muss
schon friith die Adhé&sion der Bakterien an das Implantat verhindert werden. Eine
gangige Routinemafinahme ist der Einsatz von Antibiotika in Knochenzement. Al-

lerdings wird bis heute an einer Verbesserung des drug delivery Systems gearbeitet,
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wobei die Bekdmpfung multiresistenter Keime eine wichtige Rolle spielt.

1.1 Immunsystem

Der Mensch setzt sich stindig mit Einfliissen der belebten Umwelt auseinander, wie
Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten. Einige dieser Organismen sind fiir die Funkti-
on und den Schutz des menschlichen Korpers essentiell (z.B. die kommensalen Bak-
terien der Hautflora), konnen aber auch Ursache schwerer Infektionen sein. Zur Re-
gulation und zur Eliminierung dieser obligat pathogenen Erreger, stehen dem Men-
schen verschiedene Mechanismen der Immunabwehr zur Verfiigung [Hahn et al.,
2001]. An erster Stelle stehen hier die Epithelbarrieren, die eine Infektion verhin-

dern sollen.

Die Bildung dieser Barrieren entstehen
mechanisch: durch von ,tight junctions” zusammengehaltene Epithelzellen,
durch einen Luft- oder Fliissigkeitsstrom entlang des Epithels,
durch Schleimbewegung durch Cilien,
chemisch: durch Fettsduren der Haut
durch Enzyme wie z. B.
— Lysozym im Speichel, Schweifd und in Tranen
durch einen niedrigen pH-Wert im Magen,
durch antimikrobielle Peptide wie z. B.
— Defensine in der Haut und im Darm
mikrobiologisch: durch kommensale Mikroorganismen, die um Néahrstoffe

und Bindungsstellen an Epithelzellen konkurrieren.

Zusatzlich verfiigt das Immunsystem {iiber zellvermittelte und humorale Abwehr-
mechanismen. Dabei werden unter humoralen Abwehrmechanismen diejenigen
verstanden, die nicht von Zellen, sondern von 10slichen Proteinen vermittelt wer-
den. Weiterhin lédsst sich das Immunsystem in zwei iiberlappende Bereiche auftei-

len, das angeborene unspezifische und das erworbene spezifische Immunsystem.
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1.1.1 Angeborene Immunitat

Das angeborene, phylogenetisch dltere Immunsystem ist fiir die erste Phase der Pa-
thogenabwehr zustdndig. Hierzu zdhlen physikalische, chemische und biochemi-
sche Barrieren der Haut und Schleimhédute. Die Erkennung von Zielstrukturen ver-
lauft unspezifisch iiber konservierte ,allgemeine Muster” von Krankheitserregern,
die auch als ,,pathogen assoziierte Molekiile” bezeichnet werden (pathogen associated
molecule, PAM) [Janeway et al., 2002]. Zu den zelluldren Mechanisn_len des angebore-
nen Immunsystems gehoren die phagozytierenden Zellen wie die neutrophilen Gra-
nulozyten und die Makrophagen. Werden sie aktiviert, phagozytieren und/oder ly-
sieren sie die Infektionserreger und aktivieren die spezifische Immunabwehr. Diese
veranlasst tiber 16sliche Proteinmediatoren (Zytokine), dass die vom Infektionsort
umgebenden Gefdffwande durchléssiger, die Endothelzellen aktiviert und andere
Immunzellen zum Entziindungsort angelockt werden. Das Komplementsystem ist
ein Teil der humoralen Abwehr des angeborenen Immunsystems. Es besteht aus
einer Reihe von l6slichen Proteinen, die an die Oberfliche des Pathogens binden
und so zu dessen Opsonierung fithren. Die phagozytierenden Zellen erkennen {iber
Rezeptoren die gebundenen Bestandteile des Komplementsystems und internalisie-
ren diese. Antimikrobielle Peptide gehoren ebenfalls zu den 16slichen Bestandteilen
des angeborenen Immunsystems und sind in der Lage, Bakterien durch Porenbil-
dung in deren Membranen zu téten. Die Trennung von angeborenem und erworbe-
nem Immunsystem ist nicht ganzheitlich. Das angeborene System spielt eine grofie
Rolle in der Aktivierungs- sowie in der Effektorphase des erworbenen, spezifischen

Immunsystems.

1.1.2 Erworbene Immunitat

Die Aktivierung des erworbenen Immunsystems kann durch die antigenprésen-
tierenden Zellen (antigen presenting cell, APC) erfolgen. Das adaptive, phylogene-
tisch jlingere Immunsystem ist eine durch T- und B-Lymphozyten (sog. Effektor-
zellen) vermittelte spezifische Abwehrreaktion, die mit der Bildung von Antikor-
pern einhergeht und hdufig lebenslange Immunitdt hinterldsst [Hahn et al., 2001].
Das erworbene Immunsystem besitzt eine grofle Bandbreite der immunologischen

Abwehr, da jede korperfremde Substanz von Immunzellen erkannt werden kann.
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Die Lymphozyten lassen sich in B- und T-Lymphozyten (auch als B- und T-Zellen
bezeichnet) unterteilen [Janeway et al., 2002]. Sie bewegen sich im Lymphsystem
und wandern zu den sekundaren lymphatischen Organen. Dort treffen die T-Zellen
auf Zellen, die potentielle Antigene von Krankheitserregern prasentieren und diese
so den Komponenten des angeborenen Immunsystems kenntlich machen. Die T-
Zellen werden aktiviert und nach einer Proliferationsphase von 3-4 Tagen zu Effek-
torzellen. Die T-Zellen lassen sich in CD4"-T-Zellen (T-Helferzellen) und in CD8™*-
cytotoxische T-Zellen unterteilen. Die Subpopulationen der T-Helferzellen, die TH1-
und TH2-Zellen nehmen im Entziindungsgeschehen unterschiedliche Funktionen
wahr. Wahrend die TH1-Zellen die Makrophagen aktivieren, stimulieren die TH2-
Zellen, Mastzellen und Vorlduferzellen der eosinophilen Granulozyten. Beide Sub-
klassen aktivieren B-Zellen. Diese werden nach ihrer Aktivierung zu Plasmazellen,
die Antikorper sezernieren und zur humoralen Antwort des spezifischen Immun-
systems beitragen.

Nach einer erfolgreichen Immunantwort bleiben die Informationen iiber die Patho-

gene erhalten, es bildet sich ein ,immunologisches Geddchtnis”.

Tabelle 1.1: Einteilung der Immunabwehr

angeborene Immunitit erworbene Immunitat
unspezifisch spezifisch
Eigenschaften phylogenetisch dlter phylogenetisch jiinger
sofort verfiigbar nach Antigenkontakt aktiv
Neutrophile Granulozyten T-Helferzellen
zelluldres NK-Zellen T-Gedédchtniszellen
System Makrophagen T-Suppressorzellen
Zytotoxische T-Zellen B-Zellen
Komplement Antikorper
humorales Zytokine Zytokine

System Lysozym
Antimikrobielle Peptide
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1.2 Antimikrobielle Peptide (AMP)

Antimikrobielle Peptide wurden in vielen Organismen, einschliefllich der Bakterien
selbst, gefunden. Bei Eukaryoten konnten Peptide mit antimikrobieller Funktion in
unterschiedlichsten Geweben beschrieben werden und stellen einen entwicklungs-
geschichtlich konservierten Mechanismus dar, um den eigenen Organismus gegen
aggressive Lebewesen zu schiitzen [Selsted and Ouellette, 2005; Schroder, 1999].
AMP sind niedermolekulare, oft kationische und amphiphile Peptide mit weniger
als 100 Aminosduren. Sie unterscheiden sich in ihrer Struktur, Funktionsweise und
dem Zielorganismus. Die aktiven Peptide entstehen aus Vorldauferpeptiden durch

einen oder mehrere proteolytische Prozessierungsschritte.

Die AMP sind in der Lage, ein breites Spektrum von Bakterien, umhiillten Viren
[Robinson et al., 1998], Protozoen [Arrighi et al., 2002], Pilzen [Fehlbaum et al., 1996;
Kieffer et al., 2003] und sogar Tumorzellen [Suttmann et al., 2008] abzuttten. AMP
werden daher von Zellen exprimiert, die unmittelbar an der Immunabwehr betei-
ligt sind. Bei den Vertebraten sind dies die Makrophagen, Granulozyten und Blut-
plattchen sowie Epithelzellen der Haut, des Bronchialgewebes, des Darms und des
méannlichen und weiblichen Reproduktionstraktes. Seit der Entdeckung des Lyso-
zym 1922 wurden bis heute mehr als 1228 vielfdltige antimikrobielle Peptide doku-
mentiert (unter http:/ /www.bbcm.units.it~tossi/pagl.htm und in der antimicrobial

data base unter http:/ /aps.unmc.edu/AP/main.php tiber [Wang et al., 2009]).

Eine Einteilung der AMP gestaltet sich schwierig, da die Peptide deutlich verschie-
den sind (siehe Abbildung 1.3). Sie kann nach unterschiedlichen Gesichtspunkten,
wie Grofse, Struktur oder Zusammensetzung der Aminosduren erfolgen. Aufgrund
dieser Diversitdt und aufgrund dessen, dass immer neue Peptide mit antimikrobi-
eller Aktivitdt gefunden werden, gibt es bisher noch keine einheitliche Einteilung.
Bei einer Einordnung nach Struktureigenschaften erfolgt zunichst die Einteilung

in kationische und nicht-kationische AMP.

Zu den nicht-kationischen AMP zidhlen Molekiile, die reich an Asparaginsdu-
re sind und Molekiile, die sich von Neuropeptiden ableiten. Die Familie der
nicht-kationischen AMP ist klein (der Mensch besitzt aus dieser Gruppe nur Der-

micidin) und die antimikrobielle Aktivitit ihrer Mitglieder gering.
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Abbildung 1.3: Eingliederung der antimikrobiellen Peptide in verschiedene Untergruppen und
Darstellung der verwandtschaftlichen Nahe.

Die in dieser Arbeit behandelten Defensine gehtren zu den Cystein stabilisierten AMP. Das Catheli-
zidin teilt mit den Defensinen die direkte antimikrobielle Aktivitdt und eine dhnliche Grundstruktur.

Die Gruppe der kationischen Peptide ist weitaus grofier und beinhaltet die Defen-
sine, Cathelizidine, Peptide mit Anreicherung von ein oder zwei Aminosduren (Hi-
statin), Cecropin und Magain (die nicht beim Menschen zu finden sind) und Pep-
tide, die mit Histonen oder Laktoferrin verwandt sind. Die kationischen Peptide
konnen nach weiteren Merkmalen der Sekundarstruktur in folgende Untergruppen

eingeteilt werden:
¢ lineare kationische x-helikale Peptide

 Peptide mit einer ausgedehnten (extended) Struktur und Uberexpression

einer oder mehrerer Aminosiauren
* Peptide mit einer Loop-Struktur

* Peptide mit 3-Sheets, die iiber eine unterschiedliche Anzahl von Cystein-

briicken zusammengehalten werden.

Die bei den Sdugetieren gefundenen AMP konnen aufgrund ihrer Nukleotidse-
quenz in Defensine und Cathelizidine eingeteilt werden.
Eine Einteilung nach Proteinfamilien ist ebenfalls moglich. Zum einen ist die Fami-

lie der Proteaseinhibitoren zu nennen. Sie beugen durch bakterielle Proteasen einer
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Gewebeschiddigung vor, indem sie deren Funktion inhibieren. Die Serin-Protease-

Inhibitoren Elafin und Antileuko-Protease (ALP) besitzen zusatzlich bakterizide

Eigenschaften.

Die AMP konnen nach ihrem Wirkmechanismus grob in porenbildene Peptide,

ionenbindene Peptide und Peptide mit enzymatischer Wirkung eingeteilt wer-

den (siehe Tabelle 1.2). Der genaue Mechanismus porenbildener Peptide ist noch

nicht vollstandig verstanden, aber es existieren verschiedene Modelle, die in Ab-

schnitt 1.2.2 auf Seite 11 beschrieben werden.

Tabelle 1.2: Humane AMP - Eine Ubersicht. &: grampositive Bakterien, ©: gramnegative Bakterien

Name Vorkommen Wirksam weitere Referenz
gegen Charakteristika
Porenbildene Peptide
LL-37 Leukozyten, 6, @, Pilze induzierbar, 37 AS, x- [Gudmundsson
Epithelzellen Helix, chemotaktisch et al., 1996;
fiir neutrophile, Mo- Schroder and
nozyten, T-Zellen Harder, 2006]
Defensine
-o(HNP1-4) Neutrophile D, induzierbar, 3-Sheets  [Lehrer and
Ganz, 1996]
-o(HD5,6) Paneth-Zellen, ©, Pilze induzierbar, 3-Sheets
Urogenitaltrakt
-B alle Epithelzel- ©,(®), Pil- konstitutiv (hBD-1) [Harder et al.,
len ze und induzierbar, 1997a]
[3-Sheets
Ionenbindene Peptide
Laktoferrin/ Darm @, ©, Pil- proteolytisches Pro- [Jones et al,
Laktoferricin ze, Herpes dukt aus dem Lak- 1994; Vilimaa
Simplex toferrin der Milch, etal., 2009]
Virus 25 AS, Loop-Struktur,
Depolarisation  der
Zytoplasmamem-
bran, eisenbindendes
Protein
Enzyme
Antileuko- Epithelzellen @, ©, Pilze konstitutiv, Protein- [Hiemstra etal.,
protease (ALP)  der Lunge, ase Inhibitor 1996]
Haut

Fortsetzung auf der niichsten Seite
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Name Vorkommen Wirksam  weitere Referenz
gegen Charakteristika
RNase?7 Haut @, ©,Pilze  konstitutiv, Ribonu- [Harder and
klease Schroder, 2002]
Lysozym Driisensekret @, (©) konstitutiv, [Schroder and
(Speichel, Harder, 2006]
Trénen), Epi-
thelzellen
sekretorische Granulozyten, @ konstitutiv, [Qu and Lehrer,
Phospholipase  Epithelzellen 1998]
A2
sonstige Mechanismen
Histatin Speichel @, Pilze 7-38 AS, extended coil- [Oppenheim
Struktur et al., 1988; Ah-
mad et al., 2004;
Andreu and
Rivas, 1998;
Kavanagh and
Dowd, 2004]
Granulysin T- M. tubercu- gehort zur Fami- [Ernst et al,
Lymphozyten  losis lie der Saposin-like 2000]
Proteine
Dermicidin Epithelzellen, ®, ©, Pilze 47 AS [Schittek et al.,
Schweifsdriisen 2001]
Bactericidal Granulozyten © neutralisiert LPS
Permeability
Increasing
Protein (BPI)
platelet  micro- Thrombozyten @, © umfassen sieben Pep- [Yeaman and
bicidal Proteins tide mit antimikrobi- Bayer, 2006]
(PMP) AMP eller Wirkung

aus Plattchen

1.2.1 Funktion der AMP

Die Expression der AMP kann, abhédngig von der Art und vom jeweiligen Gewe-

be, sowohl konstitutiv erfolgen, um als vorbeugenden Schutz gegen Infektionen

zu dienen, als auch durch Bakterien bzw. deren Produkte (z.B. Lipopolysaccharid,
LPS) induziert werden [Zasloff, 2002b; Harder et al., 1997a, 2000]. Die AMP stellen

somit eine erste, wichtige Schutzbarriere gegen viele verschiedene Eindringlinge

dar, indem sie in den ersten Stunden nach einer Infektion das Wachstum von Mi-

10
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kroorganismen kontrollieren. Dabei werden Bestandteile der Mikroorganismen von
membranstindigen Toll-like Rezeptoren (TLR)? erkannt. Dadurch wird eine intrazel-
luldre Signalkaskade in Gang gesetzt, die den Transkriptionsfaktor NF-«B freisetzt
und zur Transkription von proinflammatorischen Zytokinen und AMP fiihrt. Die
Produktion von AMP erfolgt durch de novo Synthese z.B. in den lamellar bodies der
Keratinozyten [Oren et al., 2003] oder auch durch Proteolyse vorhandener Proteine,

wie z.B. bei Laktoferrin oder Himoglobin [Bellamy et al., 1993; Fogaca et al., 1999].

Urspriinglich wurden die AMP als natiirliche Antibiotika beschrieben; jedoch stellt
sich immer weiter heraus, dass diese Peptide zusdtzlich immunmodulatorische
Eigenschaften besitzen. Damit regulieren sie vielseitige und fiir die Immunantwort
wichtige Aufgaben wie Chemotaxis [Yang et al., 2001a] und Stimulation der Zyto-
und Chemokinproduktion [Bowdish and Hancock, 2005], Zellproliferation [Mur-
phy et al., 1993] und Angiogenese [Li et al., 2000]. Indem die AMP Monozyten und
dendritische Zellen anlocken, tibernehmen sie eine wichtige Funktion bei der Mobi-
lisierung des erworbenen Immunsystems. Zudem wird eine Beteiligung der AMP in
verschiedenen entziindlichen Erkrankungen wie M. Crohn [Wehkamp et al., 2003],
zystischer Fibrose [Harder et al., 2007] und inflammatorischen Erkrankungen an
den gelenkbildenen Strukturen des Menschen beschrieben (Knorpel: [Varoga et al.,
2004], Knochen: [Varoga et al., 2008]).

1.2.2 Antimikrobieller Wirkmechanismus

Durch die amphiphatische Grundstruktur, mit einer hydrophoben und einer
hydrophilen Seite, lassen sich die entsprechenden AMP einerseits in wéassriger Pha-
se losen und konnen andererseits in die lipidreichen Membranen von Mikroorga-

nismen eindringen und sie zerstdren [Zasloff, 2002a].

Es gibt unterschiedliche Mechanismen, die zum Tod eines Bakteriums fithren
konnen. Die AMP konnen die Bakterienmembran permeabilisieren und bewirken
damit einen Zusammenbruch des Membranpotentials oder sie binden an periplas-
matische Rezeptoren oder intrazelluldre Molekiile wie Nukleinsduren oder Enzyme

und behindern somit deren Funktion.

2die u.a. auf Effektorzellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen exprimiert wer-

den

11
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Bakterienzellwand als Zielstruktur

Die AMP, die basische Aminosduren wie Arginin und Lysin enthalten, besitzen eine
positive Ladung. Dadurch ist es ihnen moglich, iiber elektrostatische Interaktionen
an negativ geladene Oberflaichenmembranen der Bakterien zu binden. Die Bindung
findet hierbei tiber die Lipopolysaccharide (LPS) der gramnegativen Bakterien, die
Polysaccharide und Teichonsduren der grampositiven Bakterien, sowie durch die
Phospholipide in der inneren Membran von gramnegativen und -positiven Bakteri-
en statt [Fujii et al., 1993; Lehrer et al., 1989]. AnschliefSend aggregieren die Peptide,
wobei sich die hydrophoben Aminosdureketten nach aufsen lagern. So ist es ihnen
durch die amphipatische Struktur moglich, in die Bakterienmembran einzudringen
und Poren zu bilden. Diese Poren ermdoglichen verschiedenen wasserloslichen Sub-
stanzen den Durchgang durch die Membran, wodurch das Membranpotential zu-
sammenbricht und zum Tod der Zelle fiihrt. Diese Wirkungsweise wird in drei wei-
tere theoretische Modelle unterteilt [Brogden, 2005] (siehe Abbildung 1.4).

V4
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Abbildung 1.4: Modelle der Interaktion von AMP mit Membranen

Die Permeabilisierung der Bakterienmembran wird durch das A) barrel-stave-Modell, B) carpet-like-
Modell und C) toroidal-pore-Modell beschrieben. Die hydrophilen Regionen der Peptide sind rot, die
hydrophoben Regionen blau dargestellt (modifiziert nach [Brogden, 2005]).

A) Das barrel-stave (Fassdauben)-Modell beschreibt die Bindung des hydropho-
ben Peptidanteils mit der Membran und die weitere Einlagerung in das Innere

der Membran sowie die Bildung einer Transmembranpore.

B) Beim carpet-like (Teppich)-Modell bedecken die Peptidmolekiile die bakterielle

12
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Membranoberflache und interagieren mit der Membran tiber den hydropho-
ben Peptidanteil. Wenn die Konzentration der Peptide auf der Membran so
grofd wird, dass die AMP sie fast wie ein Teppich bedecken, ist eine kritische
Grenzkonzentration erreicht. Die Molekiile dringen ungeordnet in die Mem-

bran ein und zerstoren die Integritdt der Membran.

C) Beim toroidal-pore (Ring-Poren)-Modell bilden sich zundchst AMP Aggrega-
te auf der Membranoberfliche und dringen so in die Membran ein, dass die

hydrophilen Seiten in das Poreninnere zeigen.

Durch einen variierenden Gehalt an Phosphatidylcholin in der Bakterienmembra-
nen kommt eine Selektivitdt der einzelnen antimikrobiellen Peptide fiir Bakterien
zustande [Weinberg et al., 1998].

Bindung an essentielle Molekiile oder Ionen

Die kationischen Defensine verdrangen kompetitiv zweiwertige Kationen wie zum
Beispiel Ca?t, Zn?>" oder Mg?* aus ihrer Bindung in den Lipopolysacchariden. Wer-
den die als Verbindung dienenden Ionen dort herausgelost, lockert sich die Verbin-
dung zwischen den einzelnen Lipopolysacchariden [Hancock, 1997]. Die so gestorte
Barrierefunktion der Auflenmembran fordert die Zusammenlagerung der einzelnen
Defensinmonomere zu Oligomeren und die Ausbildung von Poren [Selsted and Ou-
ellette, 2005; Hoover et al., 2000]. Dieser Mechanismus wird als ,self-promoted upta-
ke” bezeichnet [Devine and Hancock, 2002; Zhang et al., 2000]. Die Poren steigern
die Membranpermeabilitdt, was einen Ladungs- und Wasseraustausch zur Folge hat
und zum osmotischen Zelltod fiihren kann. Aufierdem konnen verschiedene anti-
mikrobielle Peptide die DNA- oder RNA-Synthese hemmen, mit der Folge, dass
eine Vermehrung des Bakteriums nicht moglich ist [Selsted and Ouellette, 2005].
Die Zellen der Eukaryoten haben einen hohen Anteil an Cholesterol und damit eine
andere Membranzusammensetzung als Bakterien. Daher konnen die AMP nicht an
die Lipidschicht korpereigenen Zellen binden, wodurch diese geschiitzt sind.
Aufgrund ihrer Wirkungsweise auf die Bakterienmembran und der inhibitorischen
Wirkung auf die bakterielle Zellwandsynthese sind die Cathelizidine und Defensine

ideale Kandidaten fiir die Einbringung in Beschichtungen.

13
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Tabelle 1.3: Verschiedene Wirkweisen der AMP

AMP-Wirkung AMP Referenz

Aktivitat auf die hBD-2 [Morgera et al., 2008]
Bakterienmembran

Aktivitat auf die Bakterien- HNP-1 [Xiong et al., 1999]

membran, Bindung an ribosomale

Untereinheit 50S, Inhibition der

DNA-, RNA- und Proteinsynthese

Aktivitat auf die LL-37 [Henzler-Wildman et al., 2004]
Bakterienmembran nach dem

toroidal-pore Modell

Aktivitat auf die Bakterien- Laktoferrin [Jones et al., 1994]
membran, bindet Eisenionen

Inhibition bakterieller Enzyme Histatin [Oppenheim et al., 1988]
Inhibition der DNA-, RNA- und hBD-3 [Sass et al., 2008]
Proteinsynthese, Inhibition der

Zellwandsynthese

1.2.3 Defensine

Die Defensine umfassen bislang mehr als 80 Peptide [Lehrer et al., 1993; Martin et al.,
1995; Diamond and Bevins, 1998]. Ihre gemeinsamen Merkmale sind drei intramole-
kulare Disulfidbriicken und eine molekulare Grofie von 3-5 kDa. Sie besitzen keine
acetylierten oder glykolysierten Seitenketten und werden als Praproproteine syn-
thetisiert.

Die Struktur der Defensine besteht aus einer kurzen N-terminalen x-Helix und
einer dreistrangigen (3-Faltblattstruktur [Ganz, 2003]. Aufgrund ihrer Struktur und
der Anordnung der drei intramolekularen Disulfidbriicken (siehe Abbildung 1.5
auf der nédchsten Seite) werden die Defensine der Sdugetiere in drei Untergrup-
pen eingeteilt: a-Defensine, 3-Defensine und 0-Defensine [Tossi and Sandri, 2002].
Die a- und p-Defensine weisen Ahnlichkeiten in ihrer dreidimensionalen Struktur
auf [Zimmermann et al., 1995], besitzen aber Unterschiede in der Bildung der Di-

sulfidbriicken. Die «-Defensine bilden Disulfidbriicken zwischen den Cysteinres-

14



1 Einleitung
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Abbildung 1.5: Biosynthese und Struktur der -, 3- und 6-Defensine.

Dargestellt ist aulerdem die Anordnung der Disulfidbriickenbindungen sowie der dreidimensiona-
len Struktur der einzelnen Defensine. Alle Defensine besitzen drei antiparallele 3-Faltblattstrukturen
sowie drei konservierte Disulfidbriicken. Die (3-Defensine besitzen im Gegensatz zu den «-Defensi-
nen eine kleine aminoterminale a-Helix-Struktur [Selsted and Ouellette, 2005].
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a-Defensine

HNP-1 ----ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC----

HNP-2 ----- CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC----

HNP-3 ----DCYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC----

HNP-4 ----VCSCRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRVD

HD-5 ---ATCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR---

HD-6  ---FTCHCRR-SCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL---

L - - [
L 1
B-Defensine

hBD-1 ------ DHYN--------- SSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK----—---————-
hBD-2 -GIG--DPVT--------- LKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP-----——————
hBD-3 GIINTLQKYY-----———- RVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK-—————————
hBD-4 ----EFELDR-------- ICGYGTARCRKK-CRSQEYRIGRCPNT-YACCLRKWDESLLNRTKP
hBD-5 AGLDFSQPFPSGEFAVCESCKLGRGKCRKE-CLENEKPDGNCRLN-FLCCRQRI--————————
hBD-6 PAKNAFFDEK---------

KLKGTCKNN-CGKNEELIALCQKS-LKCCRTIQPCGSIID---
1

Abbildung 1.6: Primérstruktur der - und (3-Defensine.
Gelb markiert sind die konservierten Cysteine, die {iber Disulfidbriicken miteinander verkntipft
sind.

ten 1-6, 2-4 und 3-5 aus, wahrend bei den 3-Defensinen die Cysteine 1-5, 2-4 und
3-6 miteinander verkniipft sind. Die Gene der - und 3-Defensine liegen in einem
Cluster beisammen, daher nimmt man an, dass sie entwicklungsgeschichtlich einen
gemeinsamen Ursprung haben. Die a-Defensine werden in den Granula der neu-
trophilen Lymphozyten, aber auch in den Epithelien des Diinndarms exprimiert.
Die (3-Defensine kommen im Gegensatz zu den x-Defensinen auch bei Vogeln und
Pflanzen vor [Ganz, 2003]. Die 6-Defensine unterscheiden sich strukturell von den
o~ und [3-Defensinen. Sie sind vermutlich aus mutierten x-Defensin-Genen entstan-
den und weisen einen zyklischen Aufbau auf. Bisher wurden sie ausschliefilich in

Phagozyten von Rhesusaffen beschrieben [Tang et al., 1999].

3-Defensine

Fir humane [3-Defensine sind mit Hilfe der Bioinformatik 33 Gene identifiziert wor-
den [Pazgier et al., 2006], die sich nicht nur in einem Cluster auf Chromosom 8
[Semple et al., 2005; Harder et al., 1997a], sondern auch auf den Chromosomen 6
und 20 befinden [Schutte et al., 2002]. Neben der Signalsequenz enthalten die Gene

der 3-Defensine ein Prosegment. Die AMP werden als Preproproteine synthetisiert,
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aus denen die eigentlichen aktiven Peptide erst am Wirkort proteolytisch freigesetzt
werden [Scocchi et al., 1992; Serensen et al., 2001]. Es wird davon ausgegangen,
dass diese Zusammensetzung die Grundstruktur wiahrend der Biosynthese und in
proteasehaltiger Umgebung vor Proteolyse schiitzen [Wu et al., 2003]. Die gereiften
Peptide sind zwischen 40 und 45 Aminosduren lang.

Die (3-Defensine besitzen ein breites antimikrobielles Spektrum gegen grampositive
und -negative Bakterien, Pilze sowie Viren. Daneben zeigen humane (3-Defensine

auch chemotaktische und zytokindhnliche Funktionen [Chen et al., 2007].

Das erste humane (3-Defensin (hBD-1) wurde 1995 im Blutplasma nachgewiesen
[Bensch et al., 1995]. Es wird konstitutiv in Epithelien der Haut, des Urogenital-
traktes, des Gastrointestinal-, und Respirationstrakt exprimiert und zeigt eine star-
ke bakteriozide Wirkung gegen gramnegative Bakterien wie Escherichia coli (E. coli)
[Valore et al., 1998], aber nur eine geringe Aktivitidt gegen grampositive Bakterien,
wie St. aureus[Zucht et al., 1998]. Zudem wird hBD-1 eine mogliche Rolle als Tumor-

supressor zugeschrieben [Sun et al., 2006].

Zwei weitere Defensine (hBD-2 und hBD-3) wurden aus den Zellen der Haut iso-
liert. Das hBD-2 besteht aus 41 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von
4kDa. Zudem wurde es in Epithelzellen der Schleimhaut, des Gastrointestinaltrak-
tes und des Respirationstraktes nachgewiesen. Es ist dufserst aktiv gegen gramnega-
tive Bakterien wie E. coli und Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) mit einer LDgj
von 10 ng/mL [Schroder and Harder, 1999]. Eine bakteriostatische Wirkung gegen
grampositive Erreger ist ebenfalls beschrieben worden [Harder et al., 1997b]. Neben
einer geringen konstitutiven Expression ldsst sich die Expression von hBD-2 durch
verschiedene proinflammatorische Zytokine und Bakterien induzieren.

Von hBD-2 konnten iiber den Chemokinrezeptor CCR6 direkte Effekte auf unaus-
gereifte dendritische Zellen nachgewiesen werden, die zur Ausreifung zu antigen-
prasentierenden Zellen (AGP) fiihrten [Yang et al., 2001a,b]. hBD-2 wirkt chemo-
taktisch, indem es die Rekrutierung von Monozyten, T-Gedédchtniszellen, Mastzel-
len und neutrophilen Granulozyten veranlasst. Wahrend der Epithelzelldifferen-
zierung bewirkt hBD-2 eine erhohte Migration und Proliferation [Niyonsaba et al.,
2007].

Das hBD-3 ist ein 5kDa grofies, 45 Aminosduren langes Peptid, welches gleichzei-

tig von verschiedenen Arbeitsgruppen entdeckt wurde [Garcia et al., 2001a; Harder
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et al., 2001; Jia et al., 2001]. Es wird in Keratinozyten und Epithelien des Respirati-
onstraktes [Dunsche et al., 2001, 2002] gebildet und hat eine breite antimikrobielle
Aktivitdt nicht nur gegeniiber grampositiven und -negative Erregern, sondern auch
gegen Pilze wie Candida albicans [Garcia et al., 2001a]. Die Nettoladung mit +11
ist stark positiv, wodurch es zu elektrostatischen Wechselwirkungen mit der Bak-
terienmembran kommen kann. Auch multiresistente Staphylokokken und vanco-
mycinresistente Enterokokken werden von hBD-3 bereits in geringer Konzentration
abgetotet [Maisetta et al., 2006]. Fiir hBD-3 wird zudem eine mogliche Rolle wéh-
rend epithelialer Wundheilungsvorgange diskutiert [Niyonsaba et al., 2007].

Bisher konnte das hBD-4 [Garcia et al., 2001b] nur auf mRNA-Ebene charakteri-
siert und synthetisch hergestellt werden. Die Isolierung des Peptids aus Gewebe ist
noch nicht beschrieben worden. Eine Expression der mRNA wurde in Keratinozy-
ten und im Epithel der Atemwege nachgewiesen. Das hBD-4 besitzt insgesamt nur
eine schwache antimikrobielle Aktivitdt gegen P. aeruginosa und eine bakteriostati-

sche Wirkung gegen E. coli sowie grampositive Bakterien.

Die zuletzt gefundenen (3-Defensine hBD-5 und hBD-6 [Yamaguchi et al., 2002]
wurden ebenfalls nur auf mRNA-Ebene beschrieben. Eine Expression konnte in Epi-

thelzellen des mannlichen Reproduktionstraktes nachgewiesen werden.

1.2.4 Cathelizidine

Die genomische Struktur der Cathelizidine besteht aus einer Signalsequenz, einer
Proregion und einem Anteil fiir das aktive Peptid (siehe Abbildung 1.7). Der
Name Cathelizidin leitet sich von der entwicklungsgeschichtlich hochkonservier-
ten N-terminalen Proregion ab, die Cathelin genannt wird [Zanetti et al., 1995]. Die
Proregion allein besitzt antimikrobielle Aktivitdt und inhibiert die Proteinase Ca-
thepsin L [Zaiou et al., 2003]. Der C-terminale Anteil ist zwischen den Spezies va-
riabel in der Struktur und stellt das eigentliche AMP dar. Beim Menschen ist nur ein
Mitglied der Cathelizidine, das LL-37 /hCAP18 (human cationic antimicrobial peptide)
beschrieben. Der Name des aktiven AMP ,, LL-37” stammt daher, dass es 3_7 Ami-
nosduren lang ist und mit 2 Leucinresten beginnt. Das Propeptid des kationischen
AMP (hCAP) ist 18 kDa grofs.
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Abbildung 1.7: Genetische Struktur des Cathelizidins LL-37.

Aus den vier Exons des Cathelizidingens entsteht ein Préaproprotein, dass neben der Signalsequenz
eine als Cathelin bezeichnete Proregion und eine entwicklungsgeschichtlich variable C-terminale
Domaine enthilt. Das Propeptid wird in Granula der Neutrophilen gespeichert. Nach Aktivierung
der Immunzellen wird das Protein proteolytisch in das Cathelin und das aktive Peptid gespalten.

Das LL-37 wird von NK-Zellen, B-Zellen, Monozyten, neutrophilen Granulozyten
in Knochenmark und Hoden [Agerberth et al., 2000; Malm et al., 2000], im Epithel
der Atemwege [Bals et al., 1998], des Darms [Hase et al., 2003] und der Haut [Nils-
son et al., 1999] exprimiert. In den Granula der neutrophilen Granulozyten wird
LL-37 als Propeptid gespeichert. Durch den negativ geladenen Propeptidanteil wer-
den die kationischen Ladungen des reifen Peptids {iberdeckt, um die Aktivitit des
Peptids durch ladungsabhingige Interaktionen zu unterbinden. Erst nach Aktivie-
rung wird das Peptid durch neutrophile Proteasen prozessiert (Elastase, sowie Pro-

tease 3) [Serensen et al., 1999, 2000] und sezerniert.

Das LL-37 bildet eine amphipatische «-Helix aus und ist wirksam gegen ein breites
Spektrum grampositiver und -negativer Keime, auch gegen vancomycinresistente
Enterokokken und meticillinresistenten St. aureus. Bei grampositiven Bakterien liegt
die minimale inhibitorische Konzentration zwischen 2,5 und 20 pg/mL, grampositi-
ve Bakterien sind nicht oder nur wenig empfindlich, hier sind hohere Konzentratio-
nen bis zu 40 ng/mL notig [Turner et al., 1998]. Zusitzlich kann es Endotoxine, das
LPS gramnegativer und Lipoteichonsduren grampositiver Bakterien binden und so
eine Uberreaktion des Immunsystems unterbinden. Auflerdem kann LL-37 spezi-
fisch an den FPRL-1-Rezeptor binden und dadurch chemotaktisch auf Neutrophile,
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Monozyten und T-Zellen wirken [Yang et al., 2001a].

1.3 Biomaterialien

Die Verwendung von Biomaterialien fiir Implantate oder medizinische Zwecke geht
35.000 Jahre zurtick, als die Menschen in der Lage waren grofse Wunden zu schlie-
en. Heutzutage finden Biomaterialien Anwendung als vielfdltiger Organersatz in
Verbandmaterial, Kontaktlinsen, Gelenkersatz und kiinstlichen Herzklappen. Unter
dem Begriff Biomaterialien sind natiirliche oder synthetische Materialien zusam-
mengefasst, die funktionell kompatibel mit dem zu ersetzenden Gewebe sein miis-
sen. Da die Materialien in Wechselwirkung mit den Geweben des Korpers treten, ist
die Biokompatibilitdt ein wichtiger Faktor, d.h. die verwendeten Materialien diirfen

weder toxisch, karzinogen, mutagen noch antigenwirksam sein.

In den Fachbereichen Orthopéddie und Unfallchirurgie hat der Einsatz von Bioma-
terialien als Wirkstofftrager an Bedeutung gewonnen und der Bedarf an biodegra-
dierbaren Biomaterialien in der medizinischen Technologie ist in den letzten Jahren
deutlich gestiegen. Sowohl in der Prophylaxe als auch in der Therapie von Knochen-
und Weichteilinfektionen haben sich biodegradierbare Stoffe (besonders Polymere),
die permanent oder voriibergehend am Infektionsort eingebracht werden, als Anti-
biotikatrager in der Klinik bewdhrt [Winckler et al., 1992].

1.4 Ubersicht iiber die Beschichtungstechniken

Ein Arzneistofftrager (drug delivery System) soll die Wirkstoffkonzentration im Or-
ganismus tiber einen langen Zeitraum innerhalb des therapeutischen Bereichs hal-
ten. Bei der Verwendung von Tragersystemen beruht die Langzeitwirkung auf einer
verzogerten Freisetzung des Wirkstoffes (sustained release). Eine retardierte Freiset-
zung kann entweder 16sungsmittelaktiviert oder diffusions- bzw. enzymatisch kon-
trolliert ablaufen. Meistens spielen bei der Freisetzung jedoch mehrere Komponen-
ten eine Rolle, so dass von einer Kombination dieser Mechanismen ausgegangen

werden kann.
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In der Literatur werden unterschiedliche Ansitze fiir solche (drug delivery) Systeme
diskutiert, die vorwiegend auf Polymer und Liposomenbasis stehen. Ebenso gibt
es eine Vielzahl von Verfahren zur Vernetzung verschiedener Proteine und zur Bin-
dung von Proteinen an Makromolekiile (vgl. Darstellung in Wong, S.S., ,,chemistry
of protein conjugation and cross linking”, CRCS, INC. (1993)). Vorteile von Kopplungs-
als auch von drug delivery Systemen sind die Moglichkeit, die Wirksubstanzen lo-
kal einzubringen und damit Nebenwirkungen im Vergleich zu systemischen An-
wendungen zu reduzieren. Des Weiteren konnen ldngere in-vivo-Halbwertzeiten
der Proteine, eine verringerte Toxizitdt, eine verbesserte Stabilitdt und eine optima-
le Loslichkeit der Wirkstoffe erreicht werden.

Um die Belastung fiir den Organismus moglichst gering zu halten, sollten die in
dieser Arbeit getesteten Wirkstofftrager-Beschichtungen durch den Organismus re-

sorbiert werden oder konstant am implantierten Material haften.

1.4.1 Delivery Systeme auf Basis bioabbaubarer Polymere

Bioresorbierbare Materialien, besonders Polymere, werden heutzutage in der Un-
fallchirurgie nicht nur als Osteosynthesematerialien verwendet, sondern auch als
Nahtmaterial und als Arzneistofftrager-System fiir Wachstumsfaktoren und Anti-
biotika [Thoma and Schlutermann, 1991; Middleton and Tipton, 2000]. Insbesondere
polymere Verbindungen vom Typ der Milch- und Glykolsdure haben mittlerweile
grofse Bedeutung erlangt [Lendlein, 1999].

Im Korper werden diese bioabbaubaren Polymere durch physiologische Prozesse
wie hydrolytische oder enzymatische Spaltung, degradiert. Man unterscheidet ver-
schiedene Abbaumechanismen des Polymergeriistes. Bei resorbierbaren Polymeren
kann man deren Zerfall nach Lendlein [1999] in einen Abbau der Masse (bulk de-
gradation) und einen Oberflichenabbau (surface erosion) unterscheiden. Bei einem
Abbau der Masse ist das Einstromen des Losungsmittels in das Polymer schnel-
ler, als die hydrolytische Abspaltung der einzelnen Polymerbestandteile. Das Poly-
mer nimmt Wasser auf, quillt und wird von Innen hydrolysiert und abgebaut. Die
hydrolytische Spaltung greift die Quervernetzungen zwischen den einzelnen Po-
lymerketten an und spaltet so Polymerseitenketten ab, die polare, geladene Grup-

pen besitzen. Erst wenn die Kettenbruchstiicke so klein sind, dass sie wasserloslich
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werden, zerféllt das ganze Geriist sehr schnell. Dadurch kann ein Wirkstoff lange
gebunden bleiben, um erst beim kompletten Zerfall des Polymers sehr rasch frei-
gesetzt zu werden. Bei dem Abbau durch Oberflichenspaltung hingegen werden
kleine Bestandteile des Polymers nach und nach von der Oberfldche abgespalten.
Das Wasseraufnahmevermdogen ist nicht nur fiir den Polymerabbau von Bedeutung
sondern auch fiir die Wirkstofffreisetzung [Thoma and Schlutermann, 1991]. Die
hydrolytische Spaltung findet im gesamten Korper statt. Da die Verfiigbarkeit von
Wasser innerhalb der Gewebe und Patienten nicht sehr stark variiert, ist die Freiset-
zungskinetik eingearbeiteter Wirkstoffe nahezu gleich. Die enzymatische Spaltung
hingegen ist an spezifische Organe gebunden, die die entsprechenden Enzyme be-
sitzen. Daher konnen eingearbeitete Wirkstoffe auch gezielt, {iber einen enzymati-

schen Abbau, an einem definierten Wirkort freigesetzt werden (drug targeting).

1.4.2 Das Polymer Poly-D,L,-Laktid (PDLLA)

Das in dieser Arbeit verwendete Poly-D,L-Laktid (PDLLA) wurde mit dem Han-
delsnamen Resomer® R203 von der Firma Boehringer Ingelheim Pharma KG her-
gestellt. Es ist ein weiles, geruchloses Pulver mit einem Molekulargewicht von
29,5 kDa und besteht aus einem Racemat aus D- und L- Enantiomeren der Milchs&du-
re (Abbildung 1.8). Es ist unloslich in Wasser und Methanol, aber 16slich in Aceton,
Chloroform und Ethylacetat [Thoma and Schlutermann, 1991].

H,C H
N/
0 c
I/ \
*—1—0 c—o C—1—x*
N/ I
c 0
N
H,C H
I —Jn
-(CéHBoAln-
(a) Strukturformel (b) Makroskopische Auf-

nahme

Abbildung 1.8: Darstellung des Poly-D,L-Laktids (PDLLA)
als Strukturformel (a) und eine makroskopische Aufnahme (b) des weifien geruchlosen Pulvers mit
einem Molekulargewicht von 29,5 kDa. Durchmesser der Schale betragt 6 cm
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Das PDLLA wird im Organismus durch Hydrolyse gespalten und tiber einen langen
Zeitraum langsam degradiert [Schakenraad and Dijkstra, 1991; Kohn et al., 2004; Pitt
et al., 1981; Cutright et al., 1974]. Ab einer kritischen Molmasse von <10kDa wird
das Polymer 16slich [Schakenraad and Dijkstra, 1991] und letztlich vollstindig vom
Organismus metabolisiert. Dabei entstehen physiologische Monomere der Milch-
sdure [Thoma and Schlutermann, 1991]. L-Laktat, welches von den Zellen zu Py-
ruvat oxidiert wird, kann entweder zu Glukose umgewandelt oder enzymatisch zu
Kohlendioxid und Wasser abgebaut werden [Athanasiou et al., 1998; Middleton and
Tipton, 2000]. Die Komponente D-Laktat kann ebenso metabolisiert werden. Die
metallischen Implantate werden auf spezielle Weise, mittels kalter und steriler Be-
schichtungstechnologie, mit diesem Polymer beschichtet. Untersuchungen der Be-
schichtung auf metallischen Implantaten zeigten fiir PDLLA eine hohe mechanische
Stabilitat [Gollwitzer et al., 2003]. Des Weiteren konnten auch knochenheilungsfor-
dernde Effekte der Poly-D,L-Laktid-Beschichtung nachgewiesen werden [Schmid-
maier et al., 2001a; Gollwitzer et al., 2003].

Bisher gibt es noch kein ideales Biomaterial, das allen Anforderungen entspricht.
Das Ziel aber ist die Weiterentwicklung und Verdnderung von Materialien, mit dem
Ergebnis, dass Fremdkorperreaktionen und Entziindungsreaktionen moglichst ge-
ring gehalten und reduziert werden. Deswegen werden korpereigene Stoffe nach-

gebildet und weiterentwickelt.

1.4.3 Delivery Systeme auf Basis eines Fibringeriistes

In Fibrinklebern sind korpereigenen Substanzen enthalten, daher kann das Fibrin-
gertist auch von korpereigenen Enzymen lysiert werden. Aus diesem Grund ist die
Anwendung im Inneren des Korpers besonders gut geeignet. Fibrinkleber ist ein
physiologischer Zweikomponentenkleber biologischen Ursprungs. Die erste Kom-
ponente besteht aus Fibrinogen, Faktor XIII und Aprotinin, die zweite Komponente
besteht aus einer Thrombin/Caliumchlorid-Lésung. Werden beide Komponenten
vermischt, spaltet das Thrombin Fibrinogen in Fibrin und aktiviert den Faktor XIII.
Der aktivierte Faktor fithrt zu einer Quervernetzung des Fibrins, was ein stabiles,
reififestes aber gleichzeitig auch elastisches Fibrinnetz ergibt. Dieser Vorgang ent-

spricht dem letzten Abschnitt der natiirlichen Blutgerinnung.
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Experimente mit Fibrinklebern bei Implantaten und Experimente mit Fibrin als drug
carrier System fiir Antibiotika gehen auf die 70er Jahre zurtick. Die Antibiotika, wie
Gentamycin wurden zu der Fibrinklebermischung gegeben und zum Teil auch kli-

nisch mit unterschiedlichen Ergebnissen getestet.

Bildung eines Fibrinnetzes

Fibrinogen liegt im Blut in einer Konzentration von 3mg/mL vor. Es gehort zu den
akut Phase Proteinen und die Konzentration kann bei einer Entziindung ansteigen.
Fibrinogen besteht aus drei miteinander verdrillten Ketten, die als -, 3- und y-Kette
bezeichnet werden. Zwei durch Disulfidbriicken miteinander verkniipfte Dreierket-
ten bilden ein Fibrinogenmolekiil. Thrombin spaltet je zwei N-terminale Peptide
der o- und 3-Kette ab, die als Fibrinopeptide A und B bezeichnet werden. Die neu-
en Enden der Ketten lagern sich an die D-Region weiterer Fibrinmolekiile an. Die
Fibrinmonomere polymerisieren spontan zu langen Fibrinketten, die durch hydro-
phobe Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Dieses lose Fibrinnetzwerk
ist noch 1oslich, erst der Faktor XIII sorgt fiir eine kovalente Verkniipfung der Fi-
brine. Dieser aktive Faktor XIIla bildet die kovalente Quervernetzung zwischen Ly-
sin und Glutamin einer - und y- Kette oder von x-Ketten zweier benachbarter D-
Doménen. Das resultierende Fibrin; (=insoluble) stellt ein stabiles dreidimensionales

Netzwerk dar, das nicht mehr 16slich ist.

Das fibrinolytische System

Faktor XIIIa wird bei der Gerinnung in das Fibringerinnsel eingebaut und verzogert
die Fibrinolyse in seiner natiirlichen Funktion. Um aber auch unter schwierigen Be-
dingungen eine ausreichende Wundheilung zu gewéhrleisten, ist im Fibrinkleber
zusdtzlich Aprotinin enthalten. Aprotinin verzogert die Fibrinolyse durch Bindung
an das Enzym Plasmin. Weil es sich dabei um eine reversible Bindung handelt, wird
das Plasmin nicht unbrauchbar, sondern in seiner Funktion nur behindert. Dadurch
verlangsamt sich die lysierende Wirkung. Plasmin kann ein Gerinnsel innerhalb we-
niger Tage wieder auflosen. Zur Aktivierung des Plaminogens, einer Vorstufe des
Plasmins, sind zwei Aktivatoren t-PA und Urokinase vorhanden. Das Plasmin bin-

det an das Fibrin und zerschneidet es in kleine wasserlosliche Spaltprodukte. Dabei
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a-Kette ~OOC yARAS COO™ a-Kette .
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Abbildung 1.9: Bildung eines Fibrinnetzes

Ein Fibrinogenmolekiil besteht aus drei miteinander verdrillten Ketten, wobei die C-terminalen En-
den eine D-Doméne ausbilden. Die N-terminalen Enden zweier solcher Ketten verbinden sich und
bilden die E-Doméne des Fibrinogenmolekiils. Dort befinden sich die durch Thrombin abspaltbaren
Fibrinopeptide A und B. Nach Abspaltung der Fibrinopeptide lagern sich spontan Fibrinmonome-
re zu einem Fibrinpolymer zusammen. Dabei verbinden sich die A- und B-Enden der Ketten mit
einer D-Doméne. Durch den Faktor XIIla und Calzium werden D-Domé&nen kovalent miteinander

verkniipft, so dass ein unlgsliches Fibrinnetz entsteht.

entstehen die niedermolekularen Fibrinfragmente D und E, sowie ein Dimer von

Spaltprodukt D, welches im Blut nachweisbar ist. Plasmin spaltet nicht nur Fibrin,

sondern auch Fibrinogen. Bei der Lyse von Fibrinogen tritt kein D-Dimer auf.
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1.4.4 Kovalente Bindung antimikrobieller Peptide an Titan bzw.
Edelstahl

Um die biologische Funktion eines Biomaterials zu verdndern, konnen Molekiile
an deren Oberfliche gebunden werden. Bisher wurden schon viele verschiedene
Molekiile, wie Cytochrom [Hong et al., 1994] oder Antikorper [Bhatia et al., 1989]
an Oberflachen immobilisiert. Molekiile konnen durch physikalische Eigenschaften
an Materialien haften bleiben, indem die Oberflidche einfach mit den organischen
Molekiilen inkubiert wird. Bei dieser Methode ist eine einheitliche Aktivitdt der
adsorbierten Molekiile nicht gesichert und die Molekiile denaturieren schnell von
der Oberfldche. In diese Arbeit wurden daher Molekiile iiber eine chemische Bin-
dung an die Implantatoberfliche gekoppelt. Dazu wurde die Implantatoberfliche
zundchst mit einer Sdurelosung aktiviert. Daran wurde ein heterobifunktionaler
Linker (Silan) mit verschiedenen reaktiven Gruppen (—NH; oder — OH) an beiden
Enden gebunden. Mit Hilfe dieser reaktiven Gruppen wurden die AMP gebunden.
Dadurch, dass die AMP an der Bakterienoberflache wirken (siehe Abschnitt 1.2.2),
sind sie ideale Kandidaten fiir eine feste Bindung an Metall. Die AMP kénnen sich
ebenfalls entweder tiber eine reaktive NH; — oder OH— Gruppe an der Bindung
beteiligen. Das hBD-2 und -3 bringen jeweils eine, das LL-37 drei reaktive Amino-
gruppen fiir eine Bindung mit. Sowohl beide 3-Defensine, als auch das LL-37 besit-
zen jeweils drei Hydroxy-Gruppen fiir eine Bindung. Titan und Edelstahl wurden
als Implantatsmaterial gewé&hlt, weil Methoden biologisch aktive Molekiile iiber ein
Silan an eine Titanoberfldche zu binden, verfiigbar sind [Rezania et al., 1999]. Um
die antimikrobiellen Wirkstoffe an die Metallimplantate zu binden, wurden unter-

schiedliche Linker getestet.
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1.5 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung verschiedener Techniken zur lokalen
Unterbindung des Bakterienwachstums auf Implantatoberflichen, wobei eine Re-
sistenzbildung moglichst zu vermeiden ist. Fiir die Herstellung und Optimierung
einer geeigneten Technik, um AMP auf Implantaten zu immobilisieren, kamen fol-
gende Methoden in betracht:

* Eine mit antimikrobiellen Peptiden beladene PDLLA-Beschichtung,
* mit antimikrobiellen Peptiden gekoppeltes Fibrinogen im Fibrinkleber oder
* eine kovalente Bindung von antimikrobiellen Peptide an Metalloberfldachen.

Die entwickelten Arzneistofftragersysteme sollen hinsichtlich der Gewebevertrag-
lichkeit und antimikrobiellen Wirksamkeit im Hinblick auf Medizinprodukte- und
Arzneimittelgesetz zundchst in vitro getestet werden. Ein derartiges Tragersystem
sollte mechanisch stabil und vollstandig resorbierbar sein und darf im Organismus

zu keinen unerwiinschten Reaktionen fiihren.

Zur Herstellung der PDLLA-Beschichtung miissen die antimikrobiellen Peptide mit
dem PDLLA im selben Losungsmittel gelost werden. Daher muss zunéchst ein ge-
eignetes Losungsmittel gefunden werden. Fiir die Fibrinogen-Kopplungs-Methode
soll zundchst der Nachweis der Kopplung an Fibrinogen mittels Western-Blot er-
bracht werden. Anschliefiend wird die Eignung der beiden drug delivery Systeme im
Hinblick auf eine antimikrobielle Aktivitdt tiberpriift, dabei sollen folgende Punkte

untersucht werden:

* Charakterisierung der Abgabe: Messung der abgegebenen Wirkstoffe mittels

ELISA und Aufzeichnung einer Freisetzungskinetik,
* Bestimmung der In-vivo-Vertraglichkeit tiber in-vitro-Proliferationstests

o Uberpriifung der Eignung von Beschichtungen im Hinblick auf eine antimi-

krobielle Aktivitat: Mikrobiologische Untersuchungen

Die Kovalente Beschichtung soll auf eine antimikrobielle Wirkung hin untersucht
werden. Dazu soll nach Inkubation die Anzahl toter Bakterien auf beschichteter und

unbeschichteter Fliche verglichen werden.
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Material und Methoden

Die verwendeten Chemikalien, Pufferlosungen und Geréte sind der jeweiligen Me-
thode zugeordnet. Allgemein gebrauchliche Laborgerite, wie Pipetten und Glaswa-

ren, werden nicht gesondert aufgefiihrt.

2.1 Zellkultur

Arbeiten mit Zellkulturen unterliegen speziellen Sicherheitsvorschriften. Sie gelten
sowohl zum Schutz der Kulturen vor Kontaminationen, als auch des Experimenta-
tors. Infolgedessen werden alle Tatigkeiten im Rahmen der Kultivierung unter dem

Schutz einer Sterilbank durchgefiihrt und ausschliefdlich sterile Materialien verwen-
det.

2.1.1 Verwendete Zelllinien

¢ hFOB1.19: humane fetale Osteoblasten
stammen von LGC Promochem (Batch No0.2634910; Product Code: ATCC-
CRL-11372). Bei diesen Zellen handelt es sich um SV40 T transfizierte Osteo-
blasten, die von einer spontanen Fehlgeburt gewonnen wurden [Harris et al.,
1995; Subramaniam et al., 2002]. Die Zellen wurden bei 34 °C in Osteoblasten-

medium kultiviert.

* SAOS-2: humane Osteosarcoma Zelllinie
Die Zellen stammen aus der American Type Culture Collection (ATCC). Die
SAQOS-2 Zelllinie wurden 1973 aus dem osteogenen Sarkom einer 11 Jahre al-
ten kaukasischen Frau gewonnen [Fogh et al., 1977; Rodan et al., 1987]. Die

Kultivierung fand in Osteoblastenmedium statt.
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Tabelle 2.1: Kultivierungsbedingungen der Zelllinien:

Zelllinien Zellzahl in Flaschen mit Zeit bis zur Konfluenz
75 cm? Fliche

hFOB1.19 2 Millionen 7 Tage

SAQOS-2 2,5 Millionen 2-3 Tage

K4IM 1-2 Millionen 4 Tage

HSE 2 Millionen 4 Tage

¢ K4IM: humane Synovialfibroblasten
Diese SV40 immortalisierte Zelllinie stellte freundlicherweise Herr Christian
Kaps, Charite Berlin, zur Verfiigung. Sie stammen von einem gesunden Spen-
der und wurden nach einem etablierten Protokoll in Normalmedium bei 37°C
kultiviert [Haas et al., 1997].

* HSE: humane Synovialfibroblasten
Diese SV40 immortalisierte Zelllinie stellte freundlicherweise Herr Christian
Kaps, Charite Berlin, zur Verfiigung. Sie stammen von einem Patienten mit
rheumatoider Arthritis und wurden nach einem etablierten Protokoll in Nor-

malmedium bei 37°C kultiviert.

Fiir die genaue Zusammensetzung der Medien siehe Tabelle 2.2.

2.1.2 Kultivierung

Die Kultivierung der adhédrent wachsenden Zellen erfolgte bei 37 °C in 5 % CO, und
geséattigter Luftfeuchtigkeit in einem Zellkulturschrank. Die Zellen wurden in Zell-
kulturflaschen TC-75cm? gehalten. Die Routinemethoden zur allgemeinen Hand-
habung und Subkultivierung von Zellkulturen wurden, wie in dem Buch Zell- und
Gewebekultur [Lindl, 2002] beschrieben, durchgefiihrt. Bei Erreichen des Konfluenz-
stadiums, der moglichst dichten Anordnung der Zellen als Monolayer, wurde die
gewilinschte Anzahl an Zellen fiir eine neue Subkultur oder fiir die Versuche nach
Tabelle 2.1 ausgesit (passagiert). Dabei erfolgte die Subkultivierung bei einem kon-
fluenten Wachstum der Zellen durch Ablosen mit einer Accutase-Losung. Dafiir

wird zunichst das alte Medium entfernt und die Zellen mit sterilem PBS-Puffer
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Tabelle 2.2: Medien fiir die Zellkultur

Medien Zusammensetzung

Normalmedium:

(DMEM)

58 mL fetales Rinderserum (FBS)

(entsprechen 10 % (v/v))

500 mL Dulbecco’s Modified Eagle Medium

17 mL 3 %ige (w/v) L-Glutaminlésung

(entspreched einer Endkonz. von 5 mM)

6 mL 1 %ig (w/v) Penicillin/Streptomycin
Osteoblastenmedium: 500 mL McCoy’s 5A
93 mL FBS (entsprechen 15 % (v/v))

19mL 3 %ige (w/v) L-Glutaminldsung

(entsprechend einer Endkonz. von 5 mM)

6 mL 1 %ig (w/v) Penicillin/Streptomycin

3 %ige (w/v) L-Glutaminldsung;:

14,6 g L-Glutamin ad 500 mL a.dem.

Tabelle 2.3: Materialien fiir die Zellkultur

Material Herkunft Artikelnr.
Accutase PAA Laboratories GmbH, Colbe, D L11-007
Brutschrank Forma Scientific, Mansfield, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Invitrogen, Karlsruhe, D 42430082
Medium (DMEM)

FBS - Fetal Bovine Serum Gold  PAA Laboratories GmbH, Colbe, D A15-151
L-Glutamin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 632 -2
Phosphat-gepufferte Invitrogen, Karlsruhe, D 14190169
Salzlosung (PBS, phosphate-

buffered saline) -

Pen./ Strep. (10 U Penicillin Invitrogen, Karlsruhe, D 15140122
und 10 pg Streptomycin/mL)

TC-Flasche T-75 Sarstedt, Niimbrecht, D 83.1813.002
TC-Platte 24Well F Cell+ Sarstedt, Niimbrecht, D 82.1.581
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gespiilt. Die auf 37 °C erwdrmte Accutase-Losung wurde auf die Zellen gegeben,
durch Schwenken gleichmaflig verteilt und wieder abgesaugt. Um die Zellen abzu-
losen, wurden sie fiinf Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschliefSend
wurden sie unter dem Mikroskop betrachtet. Hatten sich alle Zellen von der Kul-
turflasche abgeltst, wurden sie mit Medium vom Boden abgespiilt. Durch das im

Medium enthaltene Serum wurde gleichzeitig die Accutaseaktivitédt inhibiert.

2.1.3 Methoden zur Bestimmung der Zellzahl

Fiir die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen und somit fiir die gesamte Zellkulti-
vierung ist es notwendig, die Ausgangszellzahl zu kennen. Die verschiedenen Zell-
linien zeigen ein unterschiedliches Wachstumsverhalten und werden unterschied-
lich weiterkultiviert (siehe Tabelle 2.1). Die genaue Bestimmung der Zellzahl als
Kontrolle des Zellwachstums ist nicht nur fiir optimale Kulturbedingungen wichtig.
Es ist aufserdem entscheidend, dass die gleiche Anzahl Zellen pro Versuchsansatz

verwendet wird, um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen.

Um einen Einfluss der fiir die Beschichtung verwendeten Substanzen auf die Zell-
proliferation zu untersuchen, wurde die Zellzahl mittels CyQuant Cell Proliferation
Assay oder in der Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Alle Zellen wurden wahrend
der Experimente unter den gleichen Bedingungen kultiviert, sodass die gemessenen
Effekte nur auf die verwendeten Stimulantien zurtickzufiihren sind. Zunachst wur-
den 400.000 Zellen in 24-Well-Platten ausgesit und ihnen einen Tag Zeit zum An-
wachsen gegeben. Die Wachstumsgeschwindigkeit hdangt von der Kultur und der
Zahl der Subkultivierungen ab. Das Medium wurde gewechselt und durch neues,
je nach Versuch modifiziertes, ersetzt. Die Stimulantien oder zu testenden Substan-
zen wurden zugegeben und iiber verschiedene Zeiten inkubiert. Bei diesen Experi-
menten sind Zellen als Negativ-Kontrolle verwendet worden, die ohne Zusatz von

Stimulantien, nur mit Normalmedium kultiviert worden sind.
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Die NEUBAUER-Z3hlkammer

Bei dieser Methode werden durch das Trypanblau Zellproteine toter Zellen und Zel-
len mit beschddigter Zellwand blau angefarbt. Der Farbstoff gelangt durch die ge-
schiadigte Zellwand in die Zelle. Fiir eine Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter,
werden 30 uL Zellsuspension mit 30 pL Trypanblau vermischt und in eine Neubau-
er-Zahlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop werden die nicht angefarbten, hell
erscheinenden Zellen in vier Grof8quadraten ausgezahlt. Das Zahlnetz der Neubau-
er-Zahlkammer zeigt 9 Groiquadrate von je 1 mm?. Das Groiquadrat in der Mitte
ist in 16 Gruppenquadrate mit je 0,2 mm Seitenldnge unterteilt. Fiinf Gruppenqua-
drate werden zur Zahlung verwendet; sie werden von der Au8eren von drei Grenz-

linien begrenzt. Die Zellzahl pro Mikroliter wird mit folgender Formel berechnet:

Bei einer Zdhlung von 5 der Gruppenquadrate:
Zellzahl pro ul = (gezihlte Zellen x a x b x c¢)/d
oder bei Zihlung der vier Grofsiquadraten in den Ecken:
Zellzahl pro ul = (gezihlte Zellen x a x b)/d

a = Umrechnung der Kammertiefe von 0,1 mm auf 1 mm (Faktor 10)
b = Verdiinnungsfaktor

¢ = Anzahl der Gruppenquadrate pro GrofSquadrat (Bei der Neubauer Zdhlkam-

mer = 16 und bei der Neubauer-improved Zdhlkammer = 25)
d = Anzahl der gezdhlten Quadrate

Fiir eine neue Subkultur oder fiir Versuche wurde die gewiinschte Anzahl vitaler
Zellen (siehe Tabelle 2.1) in frischem Medium aufgenommen und neu ausgesit.

Um einen Einfluss verschiedener Substanzen auf die Zellproliferation zu bestim-
men, wurde die Anzahl der Zellen sowohl fiir die Kontrolle (unbehandelte Zellen),
als auch fiir die behandelten Zellen ermittelt. Anschlieflend wurden die Zellzahlen

der verschiedenen Proben miteinander verglichen.
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Tabelle 2.4: Materialien zur Bestimmung der Zellzahl

Material Herkunft Artikelnr.
Deckgléser fiir Hecht 4157
Haematocytometer 20 x26 mm

Neubauer-Zihlkammer Assistent, D 719606
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D T8154

Die CyQuant-Methode

Zur Untersuchung des proliferativen Verhaltens verschiedener Zellen wurde der
CyQuant® Cell Proliferation Assay verwendet. Dabei handelt es sich um eine schnel-
le Methode zur Bestimmung der Zellzahl, bei der nach Lyse der Zellen ein griin
fluoreszierender Farbstoff (CyQuant GR) an zelluldre Nukleinsduren bindet. Dies
bewirkt eine Zunahme des Fluoreszenzsignals, welches mit einem Fluoreszenz-
spektrometer gemessen werden kann. Der Detektionsbereich liegt zwischen 50
und 50.000 Zellen in 200 uL. Volumen. In diesem Bereich ist die eingesetzte DNA-
Menge proportional zur Fluoreszenzintensitidt. Dabei entsprechen 50 ng DNA in et-
wa 10.000 Zellen.

Durchfiihrung:

Fiir den Proliferationsassay wurden 40.000 der entsprechenden Zellen pro Vertie-
fung in eine 24-Well Platte ausgesdt und einen Tag lang kultiviert. Anschliefiend
erfolgte die Zugabe der einzelnen Stimulantien. Nach einer versuchsabhédngigen
Stimulationszeit wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS-Puffer ge-
waschen und die Platten anschliefsend trocken bei -20 °C eingefroren. Am Tag der
DNA-Bestimmung wurden die Platten aufgetaut und die im Kit enthaltenen Rea-
genzien verdiinnt. Die verwendeten Materialien sind in Tabelle 2.6 aufgefiihrt. Fiir
jede Probe wurde 200 nL Lysis-Puffer sowie 250 uL CyQuant-Farbreagenz benotigt.

Fiir 50 Proben wurden die im Kit befindlichen Stocklosungen wie folgt verdiinnt:
¢ 2,1mL Lysis-Konzentrat mit 40 mL Wasser (a. dest.),

¢ die CyQuant GR Farblosung mit dem frisch angesetzten Lysispuffer, sodass ei-
ne zweifach konzentrierte Losung entsteht, indem 75 pL CyQuant-Konzentrat

zu 14,25 mL des Lysis Puffers gegeben wird,
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e um einen Standard zu erhalten, 5pl der im Kit enthaltenen
Bakteriophagen-A DNA (100 pg/mL) mit 245uL Lysis-Puffer und 250 pL

zweifach konzentrierter CyQuant-Farblosung,

* 10mg RNase A (DNase frei) wurden in 1 mL Wasser gelost (0,8 U/uL) und bei
-20°C gelagert. Hiervon wurden vor Gebrauch 20 pL mit 180 pL sterilem H,O
(1:10) verdiinnt.

Tabelle 2.5: Herstellung der Standardwerte fiir die Bestimmung nach der CyQuant-Methode (An-

gaben in pL)
Lysat DNA- Lysispuffer = 2x CyQuant-
Standard Farblosung
Leerwert - - 250 pL 250 pL
Standard 25ng - 25uL 225puL 250 puL
Standard 50 ng - 50uL 200 pLL 250 pL
Standard 100 ng - 100 L 150 uL 250 pL
Standard 200 ng - 200 uL 50 uL 250 uL
Probe 50uL — 200 L 250 L

Entsprechend dem Detektionsbereich wurden zu den 40.000 Zellen pro Vertiefung,
250 pL des Lysis-Puffers und 5pL der RNase-Losung gegeben. Nach einer Stunde
bei Raumtemperatur wurde der Uberstand in Eppendorf-Reagiergefifie iiberfiihrt.
Fiir die folgende DNA Bestimmung wurden 50 pL Aliquots dieser Lysate, vier An-
sdtze mit unterschiedlichen Mengen des A-DNA Standards und ein Leerwert einge-
setzt.

Zur Messung des DNA-Gehaltes wurden jeweils 200 uL des Lysis-Puffers in Eppen-
dorf-Reagiergefiafle vorgelegt und die restlichen Reaktionskomponenten laut Tabel-
le 2.5 zugegeben. Nach kurzem Mischen aller Ansidtze wurden diese lichtgeschiitzt
fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschliefSfend wurde die Fluoreszenz
im Spektrometer gemessen. Dabei sind nachfolgende Parameter im Photometer ein-

zustellen:
¢ Anregungswellenldnge von A =480 nm
¢ Emissionswellenldnge von A =520 nm

* Die Vorspannung der Lampe betrug 400 Volt

34



2 Material und Methoden

Die Ergebnisse der unbehandelten Zellen (Kontrollen) wurden gleich 100 % gesetzt

und alle weiteren Proben darauf bezogen.

Tabelle 2.6: Materialien fiir den CyQuant-Test

Material Herkunft Artikelnr.
CyQuant® Cell Proliferation Assay Invitrogen, Karlsruhe, D C-7026
Kit

RNase A (DNase frei) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D R-6513
Fluoreszenzspektrophotometer HITACHI n.v.
F-2000

2.2 Trennverfahren

2.2.1 Die
Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(reversed phase-high performance liquid chromatography
RP-HPLC)

Die Chromatographie ist ein Trennverfahren, bei dem die Aufspaltung eines Sub-
stanzgemisches durch Verteilung zwischen einer ruhenden (stationdren) und einer
sich bewegenden (mobilen) Phase erfolgt. Mit diesem Verfahren, werden Substan-
zen nicht nur getrennt oder aufgereinigt, sondern sie konnen tiber Standards auch

identifiziert und quantifiziert werden.

Bei der Sdulenchromatographie kommt der instrumentellen Ausriistung eine we-
sentliche Bedeutung zu. Bei der Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie (RP-HPLC) wird die Trennsédule unter erhohtem Druck von der mobilen
Phase (Eluent) durchstromt. Die in dieser Arbeit verwendete HPLC-Anlage ist das
Smart-System (Amersham pharmacia), das in Abbildung 2.1 dargestellt ist. Es beste-
hend aus einer Pumpe, einem Einspritzsystem (Probenauftrag), einer Trenneinheit

(Sédule), einem Detektor mit Auswertsystem und einem Fraktionssammler. Die Sdu-

35



2 Material und Methoden

Trennsystem

Pumpeneinheit

| AR
/ .' | Eg ) Detektorsystem
e ALY /

[ l

{

_ T
o

| _— Verstellbarer
— Saulenhalter .
-

N . — Sdule » \;

— ( f S
N ‘ g
Ly Durchfluss- —, %@
Detektor

Gradienten- Fraktions-
Detektor sammler

Abbildung 2.1: Aufbau einer HPLC-Anlage. Das SMART-System (Amersham pharmacia)

le ist das Kernsttick des chromatographischen Systems. Sie besteht aus einem Stahl-
rohr mit Kieselsdure als Fiillmaterial. Eine Trennsédule hat ein etwa 100mal grofieres
Trennvermogen als die ,normalen” Sdulenchromatographie. Fiir die reversed phase-
Chromatographie wurde die Sdule pnRPC C2/C18 SC 2.1/10 verwendet. Kieselsdure
erweist sich aufgrund seiner mechanischen Stabilitét, grofSer spezifischer Oberflache
und relativ geringer chemischer Reaktivitdt gegeniiber organischen Losungsmitteln
als vorteilhaft. Im Gegensatz zu der tiblichen polaren stationdren Phase, wird bei der
reversed phase (Umkehrphasen-) Chromatographie eine unpolare feste Phase einge-
setzt. Hierfiir werden Kieselgele benutzt, welche mit Alkylketten von —CH,; — CHj3
(Ethyl) bis —(CH;)17 — CHj3 (n-Octadecyl) substituiert wurden. Durch die unpola-
ren Gruppen erhdlt das Tragermaterial der Sdule stark hydrophoben Charakter und
das hat zur Folge, dass Wechselwirkungen zwischen Analytmolekiilen und unpo-
larer stationdrer Phase stattfinden. Die hieraus resultierende Bindung des Analyten
an die stationdre Phase ist proportional zur unpolaren Oberfliche des Analyten. Je
unpolarer die Oberflache der Probemolekiile ist, umso schwécher sind ihre Wech-

selwirkungen mit polaren Losungsmitteln, wie z.B. Wasser.

Um den Analyten von einer reversed phase (RP)-Sdule zu eluieren, wird ein Gemisch
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aus Wasser und Acetonitril verwendet. Dabei konkurrieren die unpolaren organi-
schen Losungsmittel mit dem Analyten um die Bindung, mit dem Ergebnis, dass
dieser sich von der Sdule 16st. Je mehr Acetonitril zur mobilen Phase zugesetzt wird,
desto schneller wird die Substanz von der Saule eluiert (kiirzere Retentionszeit). Bei
der Gradientenelution wird dieser Effekt automatisch ausgenutzt, da sich die Pola-

ritdt der mobilen Phase wahrend der Analyse dndert.

Des Weiteren spielen strukturelle Eigenschaften des zu analysierenden Molekiils ei-
ne wichtige Rolle bei der Retention. Im Allgemeinen besitzt ein Analyt mit grofler
hydrophober Oberfldache (z.B. C — H oder S — S) eine lingere Retentionszeit, da die
unpolare Oberfldche nicht mit dem Wasser interagieren kann. Auf der anderen Sei-
te reduzieren polare Gruppen, wie OH, NH,, COO™~ oder NH die Retentionszeit,
da sie eine sehr gute Wechselwirkung mit Wasser aufzeigen. Auch der pH-Wert der
mobilen Phase hat einen Einfluss auf die Retentionszeit, da dieser die Hydrophobi-
zitat des Analyten beeintrdachtigen kann. Daher verwenden die meisten Methoden

eine Pufferlosung um den pH-Wert zu kontrollieren.

Durchfiihrung;:

Um einen HPLC-Lauf zu starten, muss als erstes ein Eluent an die Anlage ange-
schlossen werden. Es wurde ein Gradientenlauf gewihlt, daher wurden zwei Lo6-
sungsmittel benotigt. Diese wurden wihrend des Trennvorgangs variabel zusam-
mengesetzt, wobei die Menge des Losungsmittel B anstieg. Der Eluent bestand aus

den folgenden beiden Komponenten:

¢ Losungsmittel A: 0,1 % Trifluoressigsdure in Wasser (pH 3,5)

¢ Losungsmittel B: 0,1 % Trifluoressigsdaure, 80 % Acetonitril in Wasser (pH 3,5).

Das Wasser, mit dem die mobile Phase hergestellt wird, sollte reinst und fiir die
HPLC geeignet sein, ebenso wie die anderen Losungsmittel, Salze und Puffer. Al-
le Losungen sollten entgast und gefiltert (0,22 um) sein. Die Anlage vermischt die
beiden Losungsmittel und bringt sie mit einer konstanten Flussrate auf die Saule

auf.

Bevor ein neuer Lauf gestartet werden konnte, mussten eventuell vorhandene Ver-

unreinigungen von der Sdule gespiilt werden. Dazu wurde die Anlage so lange
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mit Losungsmittel A gespiilt, bis sie ins Gleichgewicht kam (Equilibrierung). Die-

ses dauerte einige Minuten, bis die UV-Linie gerade verlauft.

Die Proben wurden im Eluenten geldst oder verdiinnt, sodass sich ein Probenvolu-
men von 100 uL ergab. Bei der Probenaufgabe wurde die Probe zunéchst drucklos in
eine Probenschleife injiziert, die sich an einem Vier-Wege-Ventil befand. Durch Um-
schalten wurde der Elutionsmittelstrom durch die Probenschleife gefiihrt, wodurch
die Probe mit dem Eluenten vermischt wurde und in die Sdule gelangte. Nach der
Probeninjektion wurde die mobile Phase tiber die Chromatographiesdule geleitet
und gelangte zum Detektor. Der Fluss tiber die Sdule betrug 100 nL/min, wobei ein
Gradient von 0% Acetonitril auf 80 % Acetonitril {iber 30 Minuten angelegt wur-
de. Das entspricht einer Zunahme von 3 % Acetonitril pro Minute. Zur Detektion
wurde ein UV /VIS-Spektrometer und ein Leitfdhigkeitsdetektor mit einer Durch-
flusszelle eingesetzt. Die Bestimmung der UV-Absorption erfolgte bei Wellenldngen
von 214 nm, 257 nm und 280 nm. Die Darstellung der Ergebnisse der Stofftrennung
erfolgte in Form eines Chromatogrammes, bei dem die Menge der eluierten Sub-
stanz in Abhéngigkeit von der Zeit dargestellt wurde. Verschiedene Stoffe haben
unterschiedliche Retentionszeiten. Die Gesamtretentionszeit setzt sich aus der Net-
toretentionszeit (Aufenthalt in der stationdren Phase) und der Durchflusszeit der

mobilen Phase (ohne Retention) zusammen.

Tabelle 2.7: Materialien fiir die HPLC

Material Herkunft Artikelnr.
Acetonitril Walter CMP, Kiel, D MER 100030
Trifluoressigsdure Fluka tiber Sigma Aldrich 91699

Chemie, Steinheim, D
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2.2.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Fiir die Analyse der Protein-Konjugate wurden die Proteine zundchst mittels der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese aufgetrennt und anschliefiend der angekop-

pelte Wirkstoff mit einem speziellen Antikdrper im Western-Blot nachgewiesen.

Als Elektrophorese wird die gerichtete Bewegung geladener Teilchen (Proteine) im
elektrischen Feld beschrieben. Die Mobilitdt von Proteinen in einem elektrischen
Feld wird von ihrer Eigenladung, die durch die Zusammensetzung der Aminosdu-
ren bestimmt wird, und der Molekiilform (Grofie) beeinflusst. Um die Wanderung
der Proteine im elektrischen Feld dahingehend zu beeinflussen, dass eine Auftren-
nung nach Grofie erreicht wird, wird SDS (sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecyl-
sulfat) in der Probenvorbereitung verwendet. Hierbei handelt es sich um ein anioni-
sches Detergenz, das die Eigenladungen der Proteine iiberlagert und den Proteinen
eine negative Nettoladung verleiht. Gleichzeitig denaturiert das im Proben-Puffer
enthaltene SDS die Proteine in der Probe, indem es Sekundar- und Tertidrstruktu-
ren auflost. Bei der verwendeten diskontinuierlichen Elektrophorese wird die Gel-
matrix in zwei Bereiche eingeteilt: Das groflporige Sammelgel und das engporige
Trenngel. Unterschiede im pH-Wert und der Acrylamidkonzentration beider Gele
fithren dazu, dass die Proteine im Sammelgel durch den Stacking-Effekt in engen
Banden konzentriert werden. Auf diese Weise entstehen schirfere Banden, da die
Proteine langsam in das Trenngel {ibertreten und nicht mehr aggregieren. Die Zu-

sammensetzung von Trenn- und Sammelgel ist in der Tabelle 2.8 zusammengefasst.

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels bei der SDS-Gelelektrophorese

mogliche Trenngele Sammelgel

10 % 12,5 % 15 % 4,5 %
Gelpuffer I 2,6 mL 2,5mL 2,5mL -
Gelpuffer II - - - 2,6 mL
Acrylamid 3,33 mL 4,17 mL 5,0mL 1,67 mL
a. bidest. 4,29 mL 3,29 mL 2,46 mL 5,79 mL
APS (10%ig) 60 uL 60 uL 60 uL 60 uL
TEMED 30uL 30uL 30uL 30uL
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Tabelle 2.9: Zusametzung der Puffer fiir die Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung

Gelpuffer I: 45,43 g Tris/HCL(entsprechen 1,5 M)

1g SDS (entsprechen 0,4 %)
ad 250 mL mit a. dem. pH 8,8

Gelpuffer 1I: 15,14 g Tris/HCL (entsprechen 0,5 M)
1 ¢ SDS (entsprechen 0,4 %)
ad 250 mL mit a. dem. pH 6,8

Probenpuffer: 0,23 g SDS in 3,25mL a. dem. 16sen

1,25 mL Gelpuffer II
5mL Glycerin

0,1 mL Bromphenolblau
ad 10 mL mit a. dem.
10%ige APS-Losung: 0,1 g APSund 0,9 mL H,O frisch
ansetzen
Firbelosung: 400 mL Methanol
100 mL Eisessig
1g Servablue R250
ad 500 mL mit a. dem.
Entfirber: 25 mL Methanol
25 mL Eisessig
ad 200 mL mit a. dem.

Durchfiithrung;:

Ein Trenngel geeigneter Porengrofle wurde angesetzt. Dabei variierte die Acryl-
amidkonzentration der verwendeten Trenngele mit dem Molekulargewicht der zu

analysierenden Proteine.

Alle Komponenten des Trenngels wurden in ein geeignetes Gefafs gegeben und ge-
mischt. Das Trenngel wurde zu % in eine Gelkammer (bestehend aus zwei Glas-
platten) gegossen und mit 100%igem Isopropanol iiberschichtet. Nach etwa 15-
20 Minuten war die Polymerisation des Trenngels abgeschlossen und das Sammel-

gel wurde hergestellt. Das Isopropanol wurde entfernt und das Sammelgel vorsich-
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Tabelle 2.10: Materialien fiir die SDS-Polyarcrylamid-Gelelektrophorese

Material Herkunft Artikelnr.
APS (Ammoniumperoxodisulfat)  Roth, Karlsruhe, D 9592.2
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyl-  Roth, Karlsruhe, D 2367.1
ethylendiamin)

Acrylamid /Bis-Losung 29:1 Serva, Heidelberg, D 10687.01
(30 %, w/v,3,3%)

Elektrophoreseapparatur BioRAD, Miinchen, D

PageRuler Prestained Protein MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D SM0671
Ladder

Electrophoresis Power Supply GE Healthcare, Miinchen, D EPS1001
Bromphenolblau Merck Chemicals, Darmstadt, D 108122
Eisessig Merck Chemicals, Darmstadt, D 632500
Methanol Roth, Karlsruhe, D 8388
SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth, Karlsruhe, D 5136.1
Glycerin Roth, Karlsruhe, D 3783.1

tig auf das Trenngel aufgegossen. Um Auftragstaschen fiir die Proteinlosungen zu
erhalten, wurde ein Probenkamm in das noch fliissige Gel eingesetzt. Nach dem
Aushérten des Sammelgels wurden die Kimme wieder entfernt und die Geltaschen
mit a. bidest gespiilt, um Gelreste zu entfernen. Die mit Polyacrylamid-Gel befiillten

Gelkammern konnten nun in die Elektrophoreseapparatur eingespannt werden.

Die Proben wurden nach der Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Pro-
benpuffer vermischt und fiinf Minuten bei 95°C erhitzt. Pro Tasche wurden je-
weils 20 pL Proteinlosung (etwa 5ng Gesamtprotein) aufgetragen. Um einerseits
das Molekulargewicht des zu charakterisierenden Proteins zu bestimmen und der
elektrophoretischen Auftrennung der Proteine zu folgen, wurde ein Proteinmoleku-
largewichtsstandard (7 pL) mitgefiihrt. Sowohl die Geltaschen, als auch die innere
Kammer der Elektrophoreseapparatur wurden vorsichtig mit Laufpuffer gefiillt. In
das innere Kompartiment (anodischer Teil der Kammer) wurde zuséatzlich noch ein
Tropfen Bromphenolblau gegeben, welches als Lauffrontmarkierung dient. Der Mo-

lekulargewichtsmarker kann ebenfalls als Anzeige fiir das Fortschreiten der Elektro-
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phorese genutzt werden. Die Elektrophorese dauerte etwa 50 Minuten und erfolgte
bei einer konstanten Spannung von 200V, einer Stromstirke von 110 mA und die

Leistung wurde auf maximal 25 W begrenzt.

Die Proteine wurden mit Coomassie-Brillantblau angefdrbt, wenn das Gel nicht fiir
den Western-Blot verwendet wurde. Dazu wurde das Gel 30 Minuten in die Farblo-
sung gelegt und stindig bewegt. Um die iiberschiissige Farbe zu entfernen, wurde
das Gel einmal fiinf Minuten, zweimal zehn Minuten und anschliefSend tiber Nacht

in die Entfarbelosung gelegt.

2.3 Quantitative Proteinbestimmung

2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Fiir die Proteinbestimmung nach der Methode von Bradford wurde der blaue,
saure Farbstoff Coomassie-Brillantblau G250 mit einem Absorptionsmaximum von
A=465nm verwendet [Bradford, 1976]. Bindet dieser Farbstoff an Aminosduren
der Proteine, verschiebt sich das Absorptionsmaximum zu A =595 nm, was mit ei-
nem Photometer gemessen wurde. Gleiche Mengen verschiedener Proteine kénnen
unterschiedliche Adsorptionskoeffizenten ergeben. Daher war fiir die Standardrei-
he ein geeignetes Protein zu wahlen. Die Proteine in Elektrophoresegelen wurden
ebenfalls mit Coomassie-Brillantblau angefdarbt. Deshalb wurde eine Stammldsung
aus 0,1 % Farbstoff, 40 % Ethanol und 10 % Sdure in a. dest. angesetzt.

Durchfiihrung:

Fiir die Proteinbestimmung wurden die Proben nach der folgenden Tabelle 2.11 an-

gesetzt und gut gemischt:

Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei Raumtemperatur wurde die Extink-
tion der Ansédtze im Photometer bei einer Wellenldnge von A =595nm gemessen.
Die Extinktion des Leerwertes wurde subtrahiert und dieser Wert mit dem Standard
verglichen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde nach folgender Formel be-
rechnet:

ODs595(Probe) — ODsg5(Leerwert)

2
ODsg5(Standard) — ODsg5(Leerwert) %

Proteingehalt (ng/uL) =
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Tabelle 2.11: Herstellung der Proben fiir die Proteinbestimmung nach Bradford

Probe Standard Leerwert
Fibrinogenkonjugat 5uL - -
Fibrinogen-Losung 1 mg/mL - 10pL -
Biorad-Reagenz 200 uL 200 uL 200 uL
H;O bidest. 795ul 790 uL 800 uL

2.3.2 Der ELISA

(enzym-linked immunosorbent assay)

Beim ELISA handelt es sich um ein immunologisches Nachweisverfahren fiir Bio-
molekiile und kleine chemische Molekiile, bei dem die Bindung eines spezifischen
Antikorpers durch eine enzymgebundene Farbreaktion gemessen wird. Zum sen-
sitiven Nachweis von antimikrobiellen Peptiden und kleinen chemischen Mole-
kiilen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Sandwich-ELISA verwendet. Beim
Sandwich-ELISA binden zwei Antikorper an unterschiedliche Stellen des nachzu-
weisenden Antigens. Der erste Antikoérper wird als Fangantikorper oder capture An-
tibody bezeichnet. Er ist an eine feste Phase (Mikrotiterplatte) gebunden, der andere
Detektionsantikorper vermittelt eine enzymgebundene Farbreaktion. Hierbei ent-
steht ein farbiges Produkt, dessen Menge proportional zur gebundenen Antigen-
menge ist und mit Hilfe parallel durchgefiihrter Standardreihen ermittelt werden
kann. Die in dieser Arbeit verwendeten Enzymimmunoassays wurden z.T. neu eta-
bliert. Allerdings wurden im Laufe der Arbeit auch markierte hBD-3- und LL-37-
Antikorper kommerziell erhiltlich, sodass das urspriinglich entwickelte Protokoll
angepasst wurde. Zur Messung von Vancomycin wird beim ELISA das Antigen an
die feste Phase adsorbiert. Ein spezifischer Antikdrper wird im Uberschuss zugege-
ben. An diesen Antikorper bindet ein markierter zweiter Antikorper, der gegen den
spezifischen Erstantikorper gerichtet ist. Uber die Markierung und eine Farbreakti-

on wird wie beim Sandwich-ELISA eine Quantifizierung des Antigens moglich.

43



2 Material und Methoden

\

A f }

c ‘gleiche Protein-
_konzentration

—~ —~

1. Antikorper (gleiche Konzentration)

Abbildung 2.2: Schema zur Etablierung eines ELISA. Farbig dargestellt sind jeweils gleiche Kon-
zentrationen: violett - des ersten Antikorpers, blau - des Proteins, - des zweiten Antikorpers

Entwicklung eines ELISA

Bei den zu etablierenden Assays zur Detektion von Vancomycin bzw. LL-37 wurde
fiir jeden Antikorper in Vorversuchen die optimale Konzentration ermittelt. Dazu
wurden die Mikrotiterplatten in verschiedene Bereiche unterteilt. Der erste Anti-
korper wurde in verschiedenen Konzentrationen in jeweils zwei Spalten gegeben
und eine absteigende Proteinkonzentration in verschiedene Reihen zugegeben. Vier
unterschiedliche Konzentrationen des zweiten Antikorpers wurden jeweils auf ei-
nem Viertel der Platte verteilt. So konnten von jeder Konstellation Doppelwerte
gemessen werden (siehe Abbildung 2.2). Die Inkubationszeiten und die Detektion
mit 3,3’,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) wurde analog bereits etablierter Protokolle
durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte die optimale Antikorperkonzentration festge-
legt und der Detektionsbereich eingegrenzt werden. Die letztlich optimale und ein-
gesetzte Verdiinnung kann der Tabelle 2.12 entnommen werden. Zur Bestimmung
der Nachweisgrenze wurden zehn Ansédtze mit dem Nullwert der Standardkurve
gemessen. Von diesen Werten wurde der Mittelwert gebildet und die dreifache Stan-

dardabweichung hinzuaddiert.

Bei der Durchfithrung des ELISA wurde immer 100 uL Fliissigkeit pro Vertiefung

eingesetzt.
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Tabelle 2.12: Antikorper und rekombinante Proteine fiir den ELISA.
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Sandwich-Assay:

Die Methode startete mit der Adsorption eines spezifischen Antikorpers an die
Oberflache einer Mikrotiterplatte (iiber Nacht bei 4 °C). Dieser capture-Antibody
hatte mit hoher Affinitit an ein Epitop des zu untersuchenden Antigens gebun-
den und konzentrierte so das Antigen auf der Trdgeroberfliche. Anschliefsend
wurden die Vertiefungen geleert und unspezifische Bindungsstellen der Platte mit
Blockpuffer 30 Minuten bei Raumtemperatur belegt. Die Testplatte wurde gewa-
schen und die Proben zusammen mit Standardwerten (Kontrollen mit bekannter
Antigenmenge) zugegeben. Das Antigen wurde in PBS-Puffer +0,1 % BSA oder
Zellkulturmedium (abhidngig von den Proben) so angesetzt, dass die Standardreihe
den optimalen Messbereich abdeckt. Nach einer Stunde Inkubation bei Raum-
temperatur ist das Antigen aus den Proben an die Antikdrper gebunden. Durch
drei weitere Waschschritte wurden ungebundene Substanzen entfernt und ein
mit Biotin konjugierter zweiter Antikorper (detection-Antibody) zugegeben. Dieser
bindet an das immobilisierte Antigen und blieb somit selbst in der Vertiefung der
Platte hdangen. Nach erneuter Inkubation und wiederholten Waschschritten wurde
ein Streptavidin-Peroxidase-Konjugat durch Ausnutzung der Biotin-Streptavidin
Wechselwirkung angebunden (20 Minuten bei Raumtemperatur). Die Tragerplatte
wurde erneut gewaschen, um ungebundenes Peroxidase-Konjugat zu entfernen
und das farblose Substrat TMB zugegeben. Durch enzymatischen Umsatz der
gebundenen Peroxidase entstand aus dem TMB ein blaues Produkt. Die Farbin-
tensitdt gab die Menge des umgesetzten Substrats wieder, welche proportional
zum gebundenen Molekiil war. Die Farbreaktion wurde mit Zugabe von gleichem
Volumen H,S0, abgebrochen. Die Farbe der Losung @ndert sich dabei von blau zu
gelb. Die Extinktion wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von A =450 nm

und einer Referenzwellenldnge von A = 550 nm bestimmt.

Vancomycin-ELISA:

Um das Vancomycin an die Mikrotiterplatte zu binden, wurden die Proben zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Jede Versuchsreihe enthielt aufserdem eine
Negativkontrolle sowie Standardwerte in ansteigender Konzentration zur Anferti-
gung einer Standardreihe. Die Standardreihe wurde im optimalen Messbereich in
PBS-Puffer + 0,1 % BSA angesetzt. Anschlieffend wurde die Vertiefung geleert und
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Tabelle 2.13: Zusammensetzung der Puffer fiir den ELISA

Puffer Zusammensetzung

Carbonatpuffer: 0,318 g NapxCOs
0,84 g NaHCO3
ad 800 mL a. dem. pH 9,6
10xPBS-Puffer: 2 g KCl
2g KHyPOy
21,6 g NapHPO4 x 2H,O
80 g NaCl
ad1La.dem., pH7/4
Waschpuffer: PBS-Puffer +0.1 % Tween20®
Blockpuffer: 1% BSA in PBS-Puffer
Stopplosung: 1M HSOy4

Tabelle 2.14: Materialien fiir den ELISA; n. v. = nicht vorhanden

Material Herkunft Artikelnr.
BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D A6003
H,SO, Merck Chemicals, Darmstadt, D 101833
KCl1 Merck Chemicals, Darmstadt, D 104936
KH,POy4 Merck Chemicals, Darmstadt, D 104873
Na,CO3 Merck Chemicals, Darmstadt, D 106395
NaHCO; Merck Chemicals, Darmstadt, D 137013
NaCl Merck Chemicals, Darmstadt, D 106404
Na,HPO4 x 2H,O Merck Chemicals, Darmstadt, D 106580
TMB Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D T0440
Tween20® Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D P2287
Streptavidin-POD Roche Diagnostics, Mannheim, D 345345346
96-well Flachboden Corning 3590
Mikrotiterplatten

ELISA Reader SLT, Crailsheim, D n. v.
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unspezifische Bindungsstellen auf der Platte, mit 1 % BSA in PBS-Puffer fiir 30 Mi-
nuten bei Raumtemperatur, blockiert. Die Platte wurde kurz mit Waschpuffer ge-
spiilt und ein spezifischer Antikdrper zugegeben. Nach einer Stunde Inkubation
bei Raumtemperatur hat der Antikdrper an das Antigen aus den Proben gebunden.
Durch drei weitere Waschschritte wurden ungebundene Antikorper entfernt und
ein mit Biotin konjugierter zweiter Antikorper zugegeben. Nach erneuter Inkubati-
on und wiederholten Waschschritten wurde eine Peroxidase an das Biotin gebunden
(20 Minuten bei Raumtemperatur). Nach griindlichem Abspiilen der {iberschiissi-
gen Peroxidase wurde das farblose Substrat TMB zugegeben. Durch enzymatischen
Umsatz der gebundenen Peroxidase entstand ein blaues Produkt. Die Farbinten-
sitdt gab die Menge des umgesetzten Substrats wieder, welche proportional zum
gebundenen AMP war. Die Farbreaktion wurde mit Zugabe von gleichem Volumen
H,SO,4 abgebrochen, wobei sich die Farbe der Losung von blau zu gelb dndert. Die
Extinktion wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von A =450nm und einer

Referenzwellenldnge von A =550 nm bestimmt.

2.3.3 Western-Blot

Die Western-Blot Methode dient zur Identifizierung spezifischer Proteine. Dabei
werden die Proteine mit Hilfe eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine Po-
lymermembran tibertragen und einzelne Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper
nachgewiesen.

Fiir den elektrophoretischen Transfer ist das Semidry-Blot System verwendet wor-
den. Diese Apparatur besteht aus zwei horizontal angeordneten Plattenelektroden
zwischen denen sich das Gel und die Blot-Membran befinden. Durch hydropho-
be Wechselwirkungen wurden die Proteine auf der PVDF (Polyvinylidenfluorid)-
Membran fixiert. Dabei blieb das Muster der elektrophoretischen Auftrennung er-
halten. Das an den Proteinen angelagerte SDS wurde hierbei ausgewaschen. Die
Proteine renaturierten und nahmen zum Teil ihre Sekundér- und Tertidrstruktur
wieder ein, sodass sie spdter von Antikdrpern erkannt wurden. Nach dem Trans-
fer auf die PVDF-Membran mussten die freien Bindungsstellen auf der Membran

blockiert werden, da die Antikdrper sonst an diesen haften und kein spezifischer
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Tabelle 2.15: Zusammensetzung der Puffer fiir den Western-Blot

Puffer Zusammensetzung

Transferpuffer: 30,2 g Tris (entsprechen 50 mM)

142,6 g Glycin (entsprechen 380 mM)

1L Methanol (20 % v/v)

auf 5L mit a.dem. auffiillen. Den

pH-Wert (ca. pH 8,7) nicht einstellen.
TBST (Tris-buffered Saline Tween): 12,1g Tris (entsprechen 20 mM)

10mL 0,5M EDTA-Losung

(entsprechen 1 mM)

40,9 g NaCl (entsprechen 140 mM)

1ml Tween (0,1 % v/v)

auf 5L mit a.dem. auffiillen. Den

pH-Wert auf 7,5 einstellen.

Nachweis moglich ware. Zum Blocken der Membran eignen sich z.B. BSA oder
Milchpulver. Der Nachweis der spezifischen Bindung der Antikérper erfolgte tiber
einen mit HRP (horseradish peroxidase) gekoppelten Sekundérantikdrper durch Che-

milumineszenz.

Durchfiihrung:

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir fiinf Minuten in eiskaltem Transfer-
puffer (die Zusammensetzung ist in Tabelle 2.15 in angegeben) dquilibriert, was ein
Schrumpfen beim Protein-Transfer verhindert. Anschliefend wurden die in einer
SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennten Proteingemische aus der Polyacrylamidma-
trix tiber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld eluiert und auf ei-
ne PVDF-Membran transferiert. Dazu wurden vier Lagen dickes Blottingpapier in
Transferpuffer getrankt und die Elektroden des Blot-Apparates mit Transferpuffer
benetzt. Die hydrophobe PVDF-Membran wurde auf Grofie des Gels zugeschnit-
ten, kurz in 100%igem Methanol gelegt und anschlieflend zehn Minuten in Trans-
terpuffer dquilibriert. Nacheinander wurden zwei Lagen Blottingpapier, die PVDF-
Membran, das von den Glasplatten geloste Gel und zwei weitere Lagen Blotting-

papier auf die Anodenseite der Blottapparatur gelegt. Moglicherweise entstande-
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Tabelle 2.16: Materialien fiir den Western-Blot

Material Herkunft Artikelnr.
Eisessig Merck Chemicals, Darmstadt, D 632500
Methanol Roth, Karlsruhe, D 8388
Blottingpapier, extra dick Bio-Rad 1703969
Protean®

Hyperfilm ECL, 18 x24 cm GE Healthcare, Miinchen, D RPN3103K
PVDE-Membran Hybond-P GE Healthcare, Miinchen, D RPN1416F
Tris Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D T1378
Glycin Roth, Karlsruhe, D 3908.2
EDTA (Ethylendiamintetra- Fluka tiber Sigma-Aldrich 03680
essigsdure) Chemie, Steinheim, D

NaCl Merck Chemicals, Darmstadt, D 106404
Tween20® Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D P2287
Semi-Dry-Blotter Trans Blot BioRAD, Miinchen, D

ne Luftblasen, die den Transfer storen konnten, wurden entfernt und der Kontakt
zur Kathodenseite geschlossen. Bei einer konstanten Stromstirke von ca. 1,5 mA
pro cm? Gel wurde iiber 45 Minuten ,,geblottet”. Die Spannung wurde auf maxi-
mal 25V begrenzt. Fiir die Detektion des Proteins wurde die Membran in Blockin-
greagenz iiberfiihrt, um unspezifische Bindungsstellen zu besetzen. Dazu wurde
die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C in 5%iger
BSA-Losung gelegt. AnschliefSfend wurde ein in einem Milliliter 5%ige BSA-Losung
verdiinnter spezifischer Antikorper auf die Membran gegeben und in einer Folie
eingeschweifit {iber Nacht bei 4 °C liegen gelassen. Die Membran wurde dreimal je
zehn Minuten in reichlich TBST-Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.15) ge-
waschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Der zweite mit Merrettich-
Peroxydase versehene Antikdrper wurde in einer geeigneten Verdiinnung in TBST-
Puffer auf die Membran gebracht. Nach einer Inkubation von einer Stunde bei
Raumtemperatur und stiandiger Bewegung wurde die PVDF-Membran erneut in
TBST-Puffer gewaschen. Die Detektion der am Protein haftenden Antikorper erfolg-
te mit dem ECL Western Blot Detection Kit. Dazu wurden zwei Milliliter Losung A
(enthélt eine Peroxidldsung und Phenole) mit 50 pL Losung B (enthélt Luminol) ge-
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mischt, auf eine Membran gegeben und inkubiert. Dabei wurde Luminol, das als
Substrat fiir die Peroxydase fungiert, in einen angeregten Zustand versetzt. Beim
Ubergang in den Grundzustand wurden Lichtquanten emittiert. Nach fiinf Minu-
ten wurde iiberschiissiges Reagenz abgekippt, der Blot zum Schutz in eine Folie
eingeschlagen und in eine Filmkassette gelegt. In einer Dunkelkammer wurde zur
Detektion der Lumineszenz ein spezieller Film aufgelegt. Nach einigen Sekunden
Belichtungszeit wurde der Film einige Minuten entwickelt, kurz in Wasser gespiilt
und fixiert. An den Stellen, an denen emittiertes Licht auf den Film traf, sind schwar-

ze Banden entstanden.

2.3.4 Bestimmung der Enzymaktivitat

Thrombin ist eine Serinprotease, die Peptidbindungen zwischen Arginin-X!, be-
vorzugt Arginin-l-Prolin spaltet. Plasmin ist ebenfalls eine Serinprotease und spal-
tet Peptidbindungen zwischen Lysin—+=X und Arg—-X. Um die Aktivitat dieser bei-
den Enzyme zu tiberpriifen, wurde das Substrat N-(p-Tosyl)-Glycin-Prolin-Lysin-
4-Nitroanilid verwendet. Fiir die Messung wurden 100 mM Substrat in DMSO ge-
16st und ein 0,2 M Tris/NaHCOgz-Puffer (pH 7) angesetzt. Vor der Messung wurden
100 uL der Substratlosung und 9,9 mL Puffer frisch gemischt (entsprechend einer
Endkonzentration von 0,01mM Substrat). Von dieser Substrat-Pufferlosung wurden
500 pL und 498 nL a. dem. in einer Halbmikrokiivette auf 37 °C temperiert. Die Um-
setzung des Substrats wurde durch Zugabe von 2 uL Enzym gestartet und die Ex-
tinktion 1-5 Minuten bei 390 nm registriert. Die Extinktionsdnderung pro Minute

wurde ermittelt. Der Umsatz von 1 pumol Substrat pro Minute entspricht 1 U.

lwobei X fiir eine beliebige Aminosaure steht
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Tabelle 2.17: Materialien zur Bestimmung der Enzymaktivitat

Material Herkunft Artikelnr.
Thrombin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D T42650
Plasmin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D P1867

N-(p-Tosyl)-Glycin-Prolin-Lysin- ~ Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D T6140
4-Nitroanilid

Tris Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D T1378
NaHCO; Merck Chemicals, Darmstadt, D 137013

2.4 Mikrobiologische Untersuchungen

Die mikrobiologischen Arbeiten wurden im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein durchgefiihrt. Der Radial-Diffusions-
Hemmtest ist eine einfache und schnelle Methode zum Nachweis der antimikrobi-
ellen Wirkung. Dazu wurden Bakterien (St. aureus ATCC 6538) in 8 mL TSB (Tryptic
Soy Broth)-Boullion eingeimpft und tiber Nacht bei 37 °C im Schiittler bei 120 rpm
inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur wurden 100 uL in 8 mL TSB-Boullion gege-
ben und drei Stunden bei 37 °C als Standkultur inkubiert. Wahrend dieser Inkubati-
on wurde der Miiller Hinton-Agar (MH-Agar) verfliissigt und auf 46 °C abgekiihlt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 10 mL MH-Agar in 30 mL Zentrifugen-
rohrchen gegeben, mit 70 uL der Bakteriensuspension gut gemischt und in Petri-
schalen gegossen. Nachdem sich der Agar abgekiihlt hatte, wurde der Metalldraht
auf die Platte gelegt und mit 100 nL Bakteriensuspension in 15 mL MH-Agar mit
tibergossen. So ist der Draht von Agar umschlossen. Die Bebriitung erfolgte tiber
Nacht bei 37 °C. Die entstandenen triibungsfreien Hemmhofe dienen als Indikator

fiir die antimikrobielle Wirkung der aufgebrachten Substanzen.
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2.5 Beschichtung mit dem Poly-D,L-Laktid (PDLLA)

2.5.1 Arzneistofftrager/Polymer

Als Tragermaterial dient das in Pulverform vorliegende Poly-D,L-Laktid Resomer®

R203 (Firma Boehringer, Ingelheim) mit einem Molekulargewicht von 29.5 kDa und
der chemischen Summenformel (C¢HgO4)n. Um einem hydrolytischen Abbau und
einer Zerstorung des Polymergertists vorzubeugen, hat die Lagerung absolut kiihl
und trocken zu erfolgen.

In die Beschichtung wurden die antimikrobiellen Peptide hBD-2, -3 und LL-37, so-
wie Vancomycin als Kontrolle eingearbeitet. Als organisches Losungsmittel wur-
de Ethylacetat verwendet. Als Ersatz fiir orthopddische Implantate werden run-
de Deckglaschen, sowie eine 0,5 mm dicke Folie bzw. Kirschnerdraht aus rostfrei-
en Stahl (Legierungstyps CrNi 878) verwendet. Ausgangsstoffe der resorbierbaren
Osteosynthesematerialien sind Milch- und Glykolsduren (Polylaktid bzw. Polygly-
kolid) und deren Kopolymere. Aufgrund eines chiralen Kohlenstoffatoms existie-
ren zwei optisch aktive Konfigurationen der Milchsdure, L-Laktat und D-Laktat.
L-Laktat ist mechanisch sehr stabil, wird aber nur langsam resorbiert, D-Laktat ist
dagegen weniger stabil, wird jedoch schneller resorbiert. Aus der Kombination bei-
der Formen kann eine Vielzahl unterschiedlicher Polymere und Polymermischun-
gen hergestellt werden. Zur Herstellung von Osteosynthesematerialien wurde zu-
ndchst Poly-L-Laktid (PLLA) verwendet, das zu einem hohen Grad kristallin ist.
Kristalline Stoffe neigen nach anfanglichem Abbau zu einer Rekristallisation, wel-
che zu Fremdkorperreaktionen fithren kann. Im Gegensatz hierzu soll bei intrinsisch
amorphen Polymeren wie Poly-D,L-Laktid (PDLLA) keine Rekristallisation vorlie-
gen. Einen Kompromiss bilden Mischformen kristalliner und amorpher Polymere,
die teilkristallinen Kopolymere von Poly-L-Laktid und Poly-D,L-Laktid (PLDLLA)
[4-6].

2.5.2 Beschichtungstechnologie

Die Beschichtung wurde in einem Kaltbeschichtungsverfahren, wie von Gollwitzer
et al. [2003] beschrieben, durchgefiihrt. Das in Pulverform vorliegende Polylaktid
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Resomer R203 wurde tiber Nacht in Ethylacetat gelost (133 mg/mL). Die Beschich-
tung der Implantate erfolgt unter ,lamina-air-flow”-Bedingungen in einer Steril-
werkbank. In ein Gefafs mit lyophilisiertem Vancomycin wurde, iiber einen 16sungs-
mittelresistenten Sterilfilter, das vollstandig aufgeloste Polymer eingebracht. Durch
gutes Mischen wurde eine homogene Suspension hergestellt, die dann in ein steri-
les Reagenzglas mit Schliffstopfen tiberfiihrt wurde. Das zu beschichtende Deckglas
bzw. der Kirschnerdraht wurde in die Suspension eingetaucht und anschlieffend an
der Luft getrocknet. Um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen, wurden fiir die Elu-
tionsversuche eine definierte Menge der Beschichtungslosung und damit auch des
Wirkstoffs auf ein Deckglas gegeben. Die Lagerung erfolgte eingeschweifst im Kiihl-

schrank.

Das Vancomycin kann in einer bis zu 10%igen Konzentration im PDLLA vorlie-
gen, wodurch die Tragersubstanz maximal beladen ist. Fiir die Defensine hBD-2
und LL-37 konnten diese hohen Mengen an eingesetzter Substanz nicht realisiert
werden. Fiir hBD-2 konnten maximal 75 pg pro Milliliter gelostem PDLLA einge-
setzt werden, was einer Beladung von 0,06 % entspricht. Das synthetisch hergestell-
te LL-32 konnte maximal mit 150 pg pro Milliliter gelostem PDLLA bzw. einer Bela-
dung von 0,12 % hergestellt werden.

Tabelle 2.18: Materialien ftir die PDLLA-Beschichtung

Material Herkunft Artikelnr.
Stainless Steel foil Type 304 Alfa Aesar GmbH, Karlsruhe, D 041585
hBD-2 Biochemisches Insitut, Kiel, D —

LL-32 Forschungsentrum Borstel, D —
Poly-D,L-Laktid

Resomer® R203 Boehringer, Ingelheim, D 59732
Ethylacetat Merck Chemicals, Darmstadt, D 9623
Spitzenvorsitze Steril Sartorius, Hannover, D 17575-ACK

54



2 Material und Methoden

2.6 Konjugation antimikrobieller Wirkstoffe an

Fibrinogen

Die im Folgenden erstmals vorgestellte Verbindung beschreibt ein Konjugat aus
Fibrinogen und einem antimikrobiellen Wirkstoff. Das Fibrinogen ist dabei {iber
einen Linker kovalent an den Wirkstoff gebunden. Sowohl Fibrinogen als auch AMP
wurden dafiir mit einer aktiven Gruppe versehen, welche nachfolgend kovalent an
die kopplungsfahige Gruppe des Reaktionspartners gebunden wird. Als cross-linker
wurde Sulfo-SMCC (sulfosuccinimidyl 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexan-1-carboxylat)
eingesetzt. Es enthilt N-Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester) und Maleimidgrup-
pen, die eine Konjugation sowohl mit Amino-, als auch mit Sulfhydryl-Gruppen er-
lauben. Die Kopplung wurde in drei Schritten durchgefiihrt, das Reaktionsschema
ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

antimikrobieller

S NH,CI

o

Traut’s Reagenz

) Q)
( ~ Y
Fibri S" o=(j .,
~ Ibrinogen =nx N NH.* —
BB d ° HS\/\)L,\T am}“

(!,3; H

Abbildung 2.3: Kopplung von Wirkstoffen an Fibrinogen. Auf der linken Seite ist die Kopplung
des Fibrinogens an den Linker Sulfo-SMCC gezeigt. Auf der rechten Seite ist dargestellt, wie die pri-
médren Aminogruppen des antibiotischen Wirkstoffes mit Traut’s Reagenz (2-Iminothiolan) zu einer
freien SH-Gruppe reagieren. Die Maleimide reagieren mit den Sulfhydrylgruppen und bilden stabile
Thioether-Bindungen.
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1. Kopplung des Fibrinogens an den Linker

(Umsetzen einer primédren Aminogruppe mit einer Estergruppe)

Fibrinogen stellt durch die Aminosdure Lysin mehrere N-terminale Amino-
gruppen fiir die Bindung zur Verfiigung. Diese wurden mit der N-Hydroxy-
succinimid-Estergruppe umgesetzt. Die bei leicht alkalischem pH-Wert un-
geladenen primédren Amine greifen das Kohlenstoffatom der Estergruppe an.
Durch diesen nucleophilen Angriff entsteht eine stabile Amidbindung. Die Re-
aktion verlduft schnell unter milden Bedingungen ab. Die Hydrolyse des NHS-
Esters ist dabei die konkurrierende Reaktion. Durch das Einstellen des passen-
den pH-Wertes ist eine Beeinflussung in eine Richtung moglich. Es wurde ein
PBS- bzw. NaHCO3-Puffer verwendet, da der Puffer keine primadren Amine
besitzen darf, die ebenfalls reagieren konnten. In der Reaktionslosung waren
4 mg Fibrinogenlésung in 0,9 % NaCl und ein 10-facher molarer Uberschuss
an SMCC in 0,1 M NaCl, 20 mM Hepes; pH-Wert 7 enthalten. Die Inkubation
erfolgte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Uberschiissiges Reagenz wurde

mit den Spin-Columns (siehe Abschnitt auf Seite 58) abgetrennt.

2. Einfithrung von SH-Gruppen
Um eine Bindung an die Maleimidgruppe des Linkers zu erreichen, wurden
SH-Gruppen in die Wirkstoffe eingefiihrt. Dazu wurden die primédren Ami-
nogruppen mit Traut’s Reagenz (2-Iminothiolan) modifiziert. Die primédren
Aminogruppen des Vancomycin sind der Strukturformel in Abbildung 2.4
zu entnehmen. Die Aminosdurestruktur der AMP ist in Abbildung 1.6 auf
Seite 16 gezeigt. Je nachdem in welchem Verhiltnis die Wirkstoffe enthalten
sein sollten, wurden 17 g oder 170 ug hBD-2 bzw. Vancomycin mit einem
20fachen molaren Uberschuss an Traut’s Reagenz in 0,1M NaCl und 20 mM
Hepes-Puffer mit einem pH-Wert von 8 bei Raumtemperatur tiber 15 Minu-
ten inkubiert. Durch den Angriff des Stickstoffatoms der Aminogruppe auf
das C-Atom des 2-Iminothiolan wird das Ringsystem aufgebrochen, wodurch
eine Verbindung mit einer Sulfhydrylgruppe entsteht. Bei Verwendung des
im Forschungszentrum Borstel synthetisierten C-LL-32 entfiel dieser Schritt,
da das zusétzliche Cystein bereits eine SH-Gruppe enthilt. Zur Abtrennung
der tiberschiissigen Kopplungsreagenzien wurden Spin Columns verwendet.

Aufgrund der Porengrofie des eingesetzten Sephadexgels wurde iiberschiissi-
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ges Traut’s Reagenz mit 137g/mol bzw. Sulfo-SMCC mit 436g/mol zurtickge-

halten, wahrend sich das Konjugat im Durchlauf befand.

3. Konjugation der beiden Reaktionspartner
Die Maleimide reagieren mit den Thiolgruppen bei einem pH-Wert von 6.5-
7.5 und bilden stabile Thioether-Bindungen. Die Maleimidgruppe des Kon-
jugats reagiert mit der durch Traut’s Reagenz eingefiihrten Thiolgruppe zum
gewiinschten Produkt. Konjugationen mit diesem Crosslinker sollten laut Her-
stellerangaben bei pH-Wert von 7.2 bis 7.5 stattfinden. Die beiden Konjuga-
te wurden bei Raumtemperatur im gewtiinschten Verhaltnis (1+1, 10+1 oder
30+1) vereinigt und anschlieffend mittels der Ultrafiltration (s.u.) konzentriert,

wobei das anfiangliche Volumen auf ein Zehntel verringert werden konnte.

Die Zentrifuge wurde auf 4 °C gekiihlt, um einen Abbau durch Proteasen
zu vermeiden. Die Lagerung des Kopplungsreagenzes erfolgte bei -20 °C. Die
Proteinkonzentration der hergestellten Konjugate wurde mit der Methode
nach Bradford bestimmt (siehe Abschnitt 2.3.1).

Fiir die Analyse der Konjugate wurde die Western-Blot-Methode verwendet.
Dazu wurden die Proteine mit der SDS-Polyarcrylamid-Gelelektrophorese
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.2.2) und an-
schlieSend der gekoppelte Wirkstoff mit einem spezifischen Antikdrper nach-

gewiesen.

wNHCH;

Abbildung 2.4: Strukturformel Vancomycin
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Spin Columns

Zur Abtrennung der {iiberschiissigen Kopplungsreagenzien wurden Spin Columns
als kleine Sephadex Sdulen verwendet. Sie bestehen aus kleinen Plastiksdulen mit
einem Polyethylenfilter am Boden, die in ein zwei Milliliter Reagiergefafs passen.
Diese Spin Columns wurden mit 250 pL Sephadex G25 Losung (s.u.) gefiillt, eine
Minute bei 1000 *g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Zwischen 25 uL und
125 pL Konjugat wurde auf die Mitte des Gelbettes gegeben und erneut zentrifugiert
(1000 *g, 2 Minuten). Nur das Eluat wurde fiir die weitere Kopplungsreaktion ein-
gesetzt (Trennbereich 1.000 - 5.000Da). Molekiile, die grofer sind als die grofiten Po-
ren der Sephadexmatrix werden aus dieser ausgeschlossen und verlassen die Saule
als erstes. Molekiile, die kleiner sind dringen in die Poren ein. So haben sie einen
grofieren Zugang zum Sdulenvolumen und verlassen die Sdule nach den grofien
Molekiilen.

Herstellung der Sephadex G-25 Losung:

10 g Sephadex G-25 wurden in 160 mL a. dem. 30 Minuten bei Raumtemperatur ste-
hen gelassen und anschlieflend vier Minuten bei 400 g zentrifugiert. Das Sephadex
wurde zweimal mit aqua dem. gewaschen und erneut zentrifugiert. Aufbewahrt
wurde das Sephadex im Verhiltnis Sephadex-Phase : HyO = 3:1.

Ultrafiltration

Zur Aufkonzentrierung und Reinigung der Proben wurden die Proteinlosungen je

nach Menge mit Microcon oder Amicon Filtereinheiten mit einer 10 kDa-Membran
konzentriert. Dabei wurden alle Molekiile, die grofser als 10 kDa waren, durch die
Membran zuriickgehalten.

Zundchst wurde die Membran mit Hepes-Puffer gespiilt. Anschlieffend wurde die
Proteinlosung auf die Filtereinheit gegeben. Durch 10-20 Minuten Zentrifugation
bei 4000 *g wurde tiiberschiissiges Vancomycin oder AMP durch die Membran ge-
driickt. Das in der Filtereinheit zuriickgebliebene konjugierte Fibrinogen wurde fiir

die Versuche eingesetzt.
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Tabelle 2.19: Materialien fiir die Kopplung an Fibrinogen

Material Herkunft Artikelnr.
Stainless Steel foil Type 304 Alfa Aesar GmbH, Karlsruhe, D 041585
hBD-2 Biochemisches Insitut, Kiel, D —

LL-32 Forschungsentrum Borstel, D —
Vancomycin

Fibrinogen, Human Plasma Merck Chemicals, Darmstadt, DD 1341576
hBD-3 Biochemisches Insitut, Kiel, D —

Traut’s Reagenz Pierce, Rockford, USA

Microcon centrifugal Filters Millipore, Bedford, USA 42413
ultracel YM Membran

Zeba™,Desalt Spin Columns  Pierce, Rockford, USA 98980
Sephadex G-25 Superfine

Sulpho-SMCC Pierce, Rockford, USA 22322
(sulosuccinimidyl

4-(N-maleimidomethyl)

cyclohexane-1-carboxylate)

Amicon Ultrafiltration Cell Millipore, Bedford, USA UFC 801024

2.7 Kovalente Bindung antimikrobieller Peptide an

Titan bzw. Edelstahl

Durchfiihrung:

Die verwendeten Metalldrdhte wurden zur Reinigung zunéchst {iber Nacht in

70%igen Ethanol gelegt und anschliefiend autoklaviert. Zur Aktivierung der Ober-

flache wurde eine , Piranha-Losung” (Peroxomonoschwefelsdure) hergestellt. Dazu

wurden 30%iges Wasserstoffperoxid und konzentrierte Schwefelsdure zu gleichen

Teilen auf Eis gemischt. Die Driahte wurden eine Stunde in diese Losung gelegt,

wobei die Oberfliche oxidiert wurde. An diese aktivierte Oberfliche wurden ver-

schiedene Silane gekoppelt.

a) (3-Aminopropyl)triethoxysilan (APTS)

Das Reaktionsschema hierzu ist in Abbildung 2.5 dargestellt. Fiir diese Kopp-

59



2 Material und Methoden

Tabelle 2.20: Zusammensetzung der Losungen fiir die kovalente Bindung

Puffer Zusammensetzung
0,1 M Carbonatpuffer: 8,4g NaHCOj3
ad 1000 mL a.dem. pH 8,0-8,2
Proteinlosung:

Vancomycin (Positivkontrolle)

Glycin (Negativkontrolle)

LL-32

aktivierte Proteinldosung:

0,25 mg/mL in 0,1 M Carbonatpuffer
0,25mg/mL in 0,1 M Carbonatpuffer
20ng/mL in 0,1 M Carbonatpuffer

0,02 g Ammoniumperoxodisulfat (APS)
0,02mL N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

5 mg Wirkstoff

ad 10mL 0,1 M Carbonatpuffer

Tabelle 2.21: Materialien fiir die kovalente Bindung an Metall

Material Herkunft Artikelnr.
Spickdraht Darco, Raisting, D NO 2228-318
hBD-2 Biochemisches Insitut, Kiel, D —
LL-37 Forschungsentrum Borstel, D —
APTS Fluka tiber Sigma Aldrich 09324
Chemie, Steinheim, D
EGS Fluka tiber Sigma Aldrich 73912-250mg-F
Chemie, Steinheim, D
Aceton Roth, Karlsruhe, D 5025.5
Methanol Roth, Karlsruhe, D 8388
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D D2650
Triethylamin Merck Chemicals, Darmstadt, 808352
D
MEMO Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D 440159
APS Roth, Karlsruhe, D 9592.2
TEMED Roth, Karlsruhe, D 2367.1
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Abbildung 2.5: Kopplung von Wirkstoffen iiber APTS
APTS = (3-AminopropyDtriethoxysilane; EGS = Ethyleneglycolbis(succinimidyl succinate)

Metallimplantate wurden zundchst fiir zwei Stunden in eine 2%ige APTS-Losung gelegt. Anschlie-
Bend wurden die Stdbe in Aceton und Methanol griindlich gespiilt und eine Stunde bei 80 °C ge-
trocknet. Die Implantate wurden in eine Losung aus 1 mg/mL EGS in DMSO und 0,5 % (v/v) Trie-
thylamin gegeben und drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Stdbe mit DMSO
gewaschen wurden, inkubierten sie zwei Stunden mit einer Wirkstofflosung, wurden gut mit Carbo-

natpuffer gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und verschlossen gelagert.

lung wurden die Drdhte nach der oben beschriebenen Vorbehandlung kurz
in Aceton gespiilt und in einer Losung aus 2%igen APTS in Aceton 3 Stun-
den inkubiert. Nach erneutem Waschen der Drihte mit Aceton und Methanol
wurden sie eine Stunde bei 80 °C getrocknet. An das Silan wurde der Lin-
ker Ethyleneglycolbis(succinimidyl succinate) (EGS) gebunden. Dazu wurden
1mg EGS in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost und 0.5 % (v/v) Triethylamin
hinzugegeben. Nach drei Stunden Inkubation in dieser Losung bei Raumtem-
peratur wurden die Drahte mit DMSO gewaschen und fiir 2 Stunden in ei-
ne Proteinlosung (siehe Tabelle 2.20) gelegt. Zum Schlufs wurden die Drahte
griindlich im Carbonatpuffer (siehe Tabelle 2.20) gewaschen, bei Raumtempe-

ratur getrocknet und verschlossen gelagert.
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Abbildung 2.6: Kopplung von Wirkstoffen iiber MEMO

MEMO = 3-(Trimethoxysilyl)propyl methacrylat; APS = Ammonium peroxodisulfat; TEMED =
N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin

Zunidchst wurden Metallimplantate fiir 45 Minuten in eine Losung aus 0,1%igem MEMO in Metha-
nol gelegt. Anschlielend wurden die Stdbe mit Methanol und a. dest. griindlich gespiilt und eine
Stunde mit einer aktivierten Proteinldsung (siehe Tabelle 2.20) inkubiert. Die Stabe wurden mit Car-

bonatpuffer gewaschen und verschlossen bei 4 °C gelagert.

b) 3-(Trimethoxysilyl)propyl methacrylat (MEMO)
Das Reaktionsschema hierzu ist in Abbildung 2.6 dargestellt. Fiir diese Kopp-
lung wurden die Dridhte nach der oben beschriebenen Vorbehandlung kurz
in Aceton gespiilt und in einer Losung aus 0,1%igem MEMO in Methanol 45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen der Drédhte mit Me-
thanol und a. dest. wurden sie eine Stunde in eine aktivierte Proteinlosung
(siehe Tabelle 2.20) gelegt. Zum Schlufl wurden die Dréhte griindlich im Car-

bonatpuffer gewaschen und verschlossen bei 4 °C gelagert.

2.7.1 Untersuchungen zur mikrobiologischen Aktivitat kovalent
gebundener AMP

Um die Uberlebensfihigkeit der Bakterien auf den Implantaten zu {iberpriifen wur-
de das Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Leiden, NL;L-
7012) nach Anleitung des Herstellers verwendet. Die DNA der Bakterien wird
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dabei mit dem griin-fluoreszierenden Farbstoff SYTO 9 markiert. Der zweite rot-
fluoreszierende Farbstoff Propidiumjodid kann nur durch eine zerstorte Zellwand
eindringen. Daher erscheinen unter dem Fluoreszenzmikroskop lebende Bakterien
griin und tote rot.

In einem anderen Test wurden die Implantate mit kovalent gebundenen AMP zur
Bestimmung der mikrobiologischen Aktivitdt {iber verschiedene Zeiten mit einer
Bakterienlosung inkubiert. Nachdem lose assoziierte Bakterien kurz in a. dest. ab-
gespiilt wurden, wurde der Stab und {iber einen MH-Agar (Herstellung siehe Ab-
schnitt 2.4) gerollt. Nach 24 Stunden Bebriitung wurden die gewachsenen Bakteri-

enkolonien gezdhlt.

2.8 Statistik

Fiir die grafische Zusammenfassung der Werte wurde der arithmetische Mittelwert
und die Standardabweichung berechnet. Der Standardfehler (SEM) liefert eine Aus-
sage iiber die Giite des Mittelwertes. Mit dem ANOVA-Test wurde ermittelt, ob
sich zwei Messgruppen signifikant unterscheiden. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit
p<0,001 wurde mit ,,***”, p<0,005 mit ,,** und p<0,01 mit ,*”gekennzeichnet.
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3

Ergebnisse

3.1 Stabilitat und Wiederfindung der antimikrobiellen

Peptide in vitro

Die in eine Beschichtung eingebrachten antimikrobiellen Peptide sollen das Implan-
tat wiahrend und in den ersten kritischen Stunden nach der Operation vor Bakteri-
enwachstum schiitzen. Daher ist es bedeutsam zu wissen, ob die AMP ausreichend
stabil sind. Die Stabilitit wurde, da ein Teil der in vitro-Experimente in Zellkultur
stattfanden, sowohl in Zellkulturmedium (DMEM), als auch in Serum analysiert.
Fiir diesen Versuch wurden jeweils 25ng hBD-2, hBD-3 und LL-37 in DMEM pur, in
DMEM mit Zusatz von 1% BSA bzw. 10 % FBS (Hitzeinaktiviert, 30min, 56 °C), und
in humanes Serum gegeben. Innerhalb der folgenden 24 Stunden wurden zu un-
terschiedlichen Zeiten Proben entnommen und der Gehalt an AMP mittels ELISA
bestimmt. Die Ergebnisse der Stabilitdtsmessungen sind in Abbildung 3.1 zusam-

menfassend dargestellt.

Im Zellkulturmedium ohne AMP-Zusatz (Negativkontrolle) konnten keine AMP
gemessen werden.

Die zugefiigten 25ng hBD-2, und hBD-3 konnten im Medium nicht detektiert wer-
den (Abbildung 3.1 (A) und (B)). Die Wiederfindung dieser beiden Defensine stei-
gerte sich zum Teil deutlich durch den Zusatz von Serumalbumin (BSA) bzw. feta-
lem Rinderserum (FBS). Wurden dem Medium 1% BSA bzw. 10 % FBS zugesetzt,
konnten 20 % des eingesetzten hBD-2 detektiert werden (A). Nach Zugabe von 10 %
FBS zum Medium blieb das hBD-3 iiber Die Menge an hBD-3 blieb nach Zugabe von
FBS zum Medium tiber 24 Stunden anndhernd konstant (B). Vom eingesetzten LL-37
konnten im Medium zu 50 % gemessen werden (Abbildung 3.1 (C)). Auch hier fiihr-
te der Zusatz von BSA bzw. FBS zu einer besseren Wiederfindung, nach den ersten
Stunden konnten 80 % und nach 10 und 24 Stunden 60 % des eingesetzten LL-37

detektiert werden.
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Abbildung 3.1: Stabilitit der Defensine hBD-2, -3 und von LL-37 iiber 24 Stunden. 25ng der anti-
mikrobiellen Peptide wurden in Zellkulturmedium, in Medium mit Zusatz von 1% BSA bzw. 10 %
FBS und in humanem Serum angesetzt. Nach 1, 2,4, 7, 10 und 24 Stunden Inkubation bei 37 °C wurde
der Peptidgehalt mit dem ELISA bestimmt. Nachweis im Medium: (A) hBD-2, (B) hBD-3, (C) LL-37;
Nachweis im Serum: (D) hBD-2, (E) hBD-3, (F) LL-37. Die gestrichelte Linie gibt die Nachweisgrenze
des Immunoassays an. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert &= SEM fiir n=4
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Im Serum ohne Zusatz von AMP konnten keine Defensine nachgewiesen werden,
wiahrend fiir LL-37 90 ng/mL gemessen wurden. Wurden 25 ng hBD-2 ins Serum
gegeben, so konnten iiber den gesamten Zeitraum zwischen 10 % und 15 % der ein-
gesetzten AMP nachgewiesen werden (D). Die Konzentration von hBD-3 sank nach
24 Stunden auf anndhernd 50 % (E). Nach 24 Stunden konnten fiir LL-37 17 ng/mL
und damit noch anndhernd 70 % des zugesetzten Peptids detektiert werden. Die
Messwerte von LL-37 im Serum sind unter der Beriicksichtigung der Serumnormal-
werte stabil. Allerdings war der Ausgangsmesswert deutlich hoher, als die Menge

an zugesetztem Peptid (F).

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass den in Zellkultur stattfindenden Versuchen 10 %
FBS zugesetzt werden sollte, um die Wiederfindung zu verbessern. Alle antimikro-
biellen Peptide waren iiber den gemessenen Zeitraum von 24 Stunden in Medium
nahezu stabil und konnten daher fiir die Beschichtungen und die folgenden in-vitro-

Versuche verwendet werden.

3.2 Untersuchung der Poly-D,L,-Laktid Beschichtung
als Tragersystem fiir AMP hinsichtlich seiner

Wirksamkeit und Gewebevertraglichkeit in vitro

Eine Beschichtung mit einem resorbierbaren Arzneistofftrager auf der Basis von Po-
lymilchsdure (Resomer R203®), die mit verschiedenen Wirkstoffen versetzt wurde,
soll hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zur Verhinderung bakterieller Knocheninfektio-

nen untersucht werden.

Das fiir die Beschichtung verwendete Poly-D,L,-Laktid (PDLLA) ist in verschie-
denen Losungsmitteln 16slich. Um herauszufinden, welches dieser Losungsmittel
tir die eingesetzten Wirkstoffe am geeignetsten ist, wurde die Loslichkeit {iber-
priift. Im Weiteren wurden verschiedene antimikrobielle Peptide sowie Vancomy-
cin (als Positivkontrolle) in die PDLLA-Beschichtungslésung eingebracht. Mit die-
ser Losung wurden Metallstdbchen aus medizinischem Stahl und Deckgldschen un-
ter sterilen Bedingungen beschichtet und die Elution der Wirkstoffe aus dem Tra-

germaterial mittels ELISA untersucht. Eine mogliche toxische Wirkung auf huma-
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ne SAOS-Zellen und Synovialfibroblasten wurde mit Hilfe von Proliferationstesten
(CyQuant®-Assay und manuelle Zzhlung) bestimmt. Zum Nachweis der bakterizi-

den Eigenschaften wurden Radial-Diffusions-Hemmteste durchgefiihrt.

3.2.1 Loslichkeit von AMP in verschiedenen Losungsmitteln

Zur Herstellung der resorbierbaren Beschichtung wird PDLLA als Tragermaterial
verwendet. Das geeignete Losungsmittel, sowohl fiir die eingearbeiteten Wirkstoffe,
insbesondere die kationischen Defensine, als auch das Polylaktid musste zunéchst
gefunden werden. Daher wurde die Loslichkeit der eingesetzten Stoffe in dem fol-
genden Versuch iiberpriift. Als Losungsmittel wurden H,O, H,O mit 50 % in Ethyl-
acetat gelostem PDLLA, 0,1%ige Essigsdure (in dem die Defensine standardmaéfig
gelost sind), 0,1%ige Essigsdure mit 50 % in Ethylacetat gelostem PDLLA, Ethyl-
acetat, Chloroform und Aceton verwendet. Jeweils 1 pg hBD-2 und LL-32 und 0,1 ng
hBD-3 wurden in 100 pl Losungsmittel gegeben und durch Mischen gut geldst. An-
schlieffend wurden die Losungen in neue Geféfse iiberfiihrt, bei Raumtemperatur
eingetrocknet, mit 120 ul 0,1%iger Essigsdure aufgenommen und die Konzentration
des AMP mittels ELISA bestimmt.

Bei der Annahme, dass sich 100 % der eingesetzten Peptide 16sen, sollten fiir hBD-2
und LL-37 maximal 8,3 pg/mL und fiir hBD-3 maximal 830 mg/mL gemessen wer-

den.

Zugabe von

Ethylacetat, in ein neues
Chloroform GefoB UberfUhren
odet AceTon tfrocknen bei aufldésen in
Raum- 0.1%iger
Tempero’rur Essigsaure
_>
1ug hBD-2, LL-32
oder
0,Tug hBD-3
" Messung der
Konzentration
mittels ELISA

Abbildung 3.2: Versuchsdurchfithrung des Loslichkeitsversuchs
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Abbildung 3.3: Loslichkeit von AMP in verschiedenen Lésungsmitteln. Jeweils 1 ug der AMP wur-
de in je 100 ul HO, H,O mit 50 % PDLLA in Ethylacetat gelost, 0,1 % Essigsdure, 0,1 % Essigsau-
re mit 50 % PDLLA in Ethylacetat gelost, Ethylacetat, Chloroform oder Aceton gelost, in ein neues
Gefdf3 tiberfiihrt, eingetrocknet und mit 120 ul 0,05 % Essigsdure aufgenommen. Die Konzentration
im Uberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Eingesetzte Konzentrationen: fiir hBD-2 und LL-37:
8,3 ng/mL (100%), fiur hBD-3 830 mg/mL (100%). Dargestellt ist der Mittelwert + SEM
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Die Abbildung 3.3 auf der vorherigen Seite zeigt, wie viel ng/mL bzw. Prozent der
anfanglich vorhandenen Peptide sich in den Losungsmitteln gelost haben.

Das hBD-2 16ste sich in allen Losungsmitteln nahezu gleich, allerdings konnten we-
niger als 5% des eingesetzten Peptides nachgewiesen werden. Auch hBD-3 l6ste
sich in allen getesteten Losungsmitteln schlecht. Ebenso konnte fiir LL-32 beobach-
tet werden, dass die Loslichkeit in nicht-wéssrigen Losungsmitteln besser war. Die
Menge des iiberfiihrten Peptids war mit bis zu 80 % am grofsten in Aceton. Zusam-
menfassend ldsst sich sagen, dass fiir die Defensine hBD-2 und -3 weniger als 5 %
bzw. 10 % der eingesetzten Menge nachgewiesen werden konnte, wiahrend bei LL-37
bis zu 80 % des Peptids in den Losungsmitteln gelost hatte.

Da sich die Loslichkeit der getesteten AMP in den verschiedenen Losungsmitteln
nicht wesentlich unterscheidet, wird Ethylacetat in den folgenden Versuchen als Lo-

sungsmittel verwendet.

Bei makroskopischer Betrachtung war zu erkennen, dass sich hBD-2 nicht in Ethyl-
acetat 16st, da ein Bodensatz zurtickbleibt. In der Abbildung 3.3 zu erkennen, dass
sich die eingesetzten Defensine in HO und 0,1 %iger Essigsdure genauso gut losen,
wie in Ethylacetat. Allerdings ist die Gesamtmenge von 3 % nicht grof3. Dies konn-
te an der Versuchsdurchfiithrung liegen. Fiir die Beschichtungstechnik ist es nicht
notwendig, dass die Wirkstoffe gelost vorliegen, ebenso ldsst sich eine Suspension
auftragen. Hierbei werden beim Trocknen grofsere Zwischenrdume im Polylaktid-
geriist entstehen. Mit einsetzender Hydrolyse wiirde schneller eine grofsere Menge
Defensin freigesetzt werden, was ein Vorteil beim Einsatz als Implantatbeschich-
tung ware. Es wurde bei der Herstellung der Beschichtungslosung fiir weitere Un-
tersuchungen darauf geachtet, dass das hBD-2 in einer gut durchmischten Disper-
sion in der Beschichtungslosung vorlag. Als ndchstes wurde tiberpriift, wie die in

eine PDLLA-Beschichtung eingebrachten AMP freigesetzt werden.

Die Beschichtung sollte bereits nach 24 Stunden gentigend AMP abgegeben haben,
um eine antibakterielle Wirkung zu erzielen. In die Beschichtungslosung lassen sich
unterschiedliche Konzentrationen von Wirkstoffen einarbeiten, dabei betrdgt die
maximale Wirkstoffmenge 10 % (w/w) Wirkstoff/PDLLA.
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3.2.2 Bestimmung der Freisetzungskinetik und der maximalen

Abgabemenge aus der PDLLA-Beschichtung

Um die Freisetzungsmenge von AMP aus der PDLLA-Beschichtung zu bestim-
men, wurde ein Elutionsversuch durchgefiihrt. Zundchst wurde eine PDLLA-
Gebrauchslosung hergestellt, in der 1330 mg des Polylaktids in 10 mL Ethylacetat
gelost wurden. AnschliefSfend wurden die verschiedenen Wirkstoffe zu einem Ge-
wichtsprozent in die Beschichtung eingearbeitet, indem jeweils 1,34 mg des getrock-
neten Wirkstoffs in der PDLLA-Gebrauchslosung aufgenommen wurden. Eine glei-
che Menge der Beschichtungslosung wurde auf die Deckgldschen pipettiert. Die
Deckgldaschen wurden in ein mit Normalmedium geftilltes Falcon-Rohrchen hinein
gegeben und bei 37 °C inkubiert. Nach %4, 1, 6, 12, 48 Stunden, 4 und 6 Tagen wurden
Proben a 200 pl entnommen und der AMP-Gehalt in der Probe mittels ELISA be-
stimmt. Eingesetzt wurden 1 % (w/w) hBD-2 bzw. LL-32/PDLLA und 10 % (w/w)
LL-37/PDLLA.
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Abbildung 3.4: Freisetzung von AMP aus der PDLLA-Beschichtung. In die PDLLA-Beschichtung
wurden 1% (w/w) hBD-2 bzw. LL-32/PDLLA und 10 % (w/w) LL-37/PDLLA integriert. Mit diesen
Losungen wurde Deckgldschen beschichtet und bei 37 °C in Normalmedium inkubiert. Die Konzen-
trationsbestimmung der AMP erfolgte mittels ELISA nach %, 1, 6, 12, 48 Stunden, 4 und 6 Tagen
Elutionszeit. Die gestrichelte Linie gibt die Nachweisgrenze an. Es ist zu erkennen, dass innerhalb
der ersten 12 Stunden eine relativ grofie Menge an hBD-2 freigesetzt wird, danach verlangsamt sich
die Abgabe des hBD-2. Die maximale Abgabemenge nach 6 Tagen betrug 8,4 ng/mL Medium. Eine
Freisetzung von LL-32 und LL-37 aus der PDLLA-Beschichtung konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Abbildung 3.4 zeigt die Freisetzung von AMP {iber die Zeit. Die Daten des
Elutionsversuches zeigen eine anfanglich starke Zunahme von hBD-2 im Medium

bis zu einem Zeitpunkt von 12 Stunden. Danach vermindert sich die Abgabe von
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hBD-2 aus der Beschichtung iiber die Zeit. Die Abgabemenge nach 6 Tagen be-
trug 8,4ng/mL Medium. Eine Freisetzung von LL-32 und LL-37 aus der PDLLA-

Beschichtung konnte nicht nachgewiesen werden.

3.2.3 Auswirkung der PDLLA-Beschichtung auf SAOS-Zellen
Proliferationsstudien mit CyQuant®-Assay

Im Rahmen der Versuche sollte eine mogliche toxische Eigenschaft der in dem Be-
schichtungsverfahren verwendeten Reagenzien ausgeschlossen werden. Zur Unter-
suchung eines Einflusses auf die Proliferationsrate von Synovialfibroblasten und
SAOS-Zellen in Anwesenheit der Beschichtungen wurde der CyQuant®-Assay ver-
wendet. Zundchst wurden in jedes Well einer 48-Well Platte 40.000 SAOS-Zellen aus-
gesdt und einen Tag kultiviert. Die Zellen wurden den verschiedenen Komponenten
fiir die Beschichtungsmethode tiber einen Zeitraum von 24 Stunden ausgesetzt. Das
Medium wurde abgenommen, die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und die Plat-
ten bei -20 °C eingefroren. Fiir die Messung der Zellzahl wurde das CyQuant Cell

Proliferation Assay Kit wie in Abschnitt 2.1.3 beschrieben, verwendet.

Nach Messung der DNA-Menge der unterschiedlich behandelten Zellen ist in Ab-
bildung 3.5 zu erkennen, dass nach 24 Stunden Stimulation mit 24 pg hBD-2 und
mit 20 pg LL-32 keine signifikante Beeinflussung des Zellwachstums stattfindet.

Die Zugabe von AMPs hatte keine wesentlichen Auswirkungen auf die Proliferati-
on der SAOS-Zellen. Fiir die Priifung der fiir die Beschichtung relevanten Substan-
zen wurde in jeweils ein Well ein unbeschichtetes Deckglas zur Kontrolle, ein mit
Ethylacetat, 20 ul PDLLA-L6sung, 20 pl PDLLA+hBD-2 und 20 pl PDLLA+LL-37 be-
schichtetes Deckglas gegeben. Auch die Zugabe der fiir die Beschichtung verwen-
deten Substanzen hatte keinen relevanten Einfluss auf das Zellwachstum. Die Er-
gebnisse zeigen, wie in der Abbildung 3.5 dargestellt, dass alle verwendeten Sub-
stanzen keine negativen Effekte auf die Zellproliferation ausiiben und somit nicht

zytotoxisch sind.

Um den Einfluss der Beschichtung auch iiber einen ldngeren Zeitraum zu bestim-

men, wurden neben den humanen SAOS-Zellen humane Synovialfibroblasten der
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Abbildung 3.5: Einfluss der PDLLA-Beschichtung auf das Zellwachstum von SAOS-Zellen.

Die SAOS-Zellen wurden mit den einzelnen Komponenten und der fertigen Beschichtung 24 Stun-
den inkubiert. Dazu wurden 24 pg hBD-2, 20 ug LL-32 und jeweils ein Deckglas unbeschichtet, mit
Ethylacetat, mit PDLLA und mit PDLLA + hBD-2 beschichtet zu den ausgesaten Zellen gegeben. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte tiber die Messung der DNA-Menge mittels CyQuant Assay. Dar-
gestellt ist jeweils der Mittelwert dieser Werte & SEM fiir n=3. Aus der Abbildung ist zu erkennen,
dass sich die Zellzahlen nicht signifikant voneinander unterscheiden.

Zelllinie HSE verwendet. Die Zellen wurden ausgesét und nach 24 Stunden wurden

folgende Substanzen zugegeben:
* Deckglas
* Deckglas beschichtet mit PDLLA-Losung (Herstellung siehe Abschnitt 2.5.2)
* Deckglas beschichtet mit 13 pg hBD-2 in der PDLLA-Lsung
* Deckglas beschichtet mit 29 pg LL-32 in der PDLLA-L6sung

Die Auswertung erfolgte nach einem Tag bzw. nach drei Tagen durch Auszdhlung
der Zellen im Haematozytometer (siehe Abschnitt 2.1.3). Auch nach drei Tagen
ist bei den behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle kein unterschiedliches
Wachstum zu erkennen. Daher ist eine Beeinflussung des Zellwachstums durch das

Losungsmittel und das Polylaktid auszuschliefSen.
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Abbildung 3.6: Proliferation von SAOS- und HSE-Zellen nach Zugabe von Reagenzien der PDLLA-
Beschichtung. In die Vertiefungen von 24-Well Zellkulturplatten wurden humane SAOS-Zellen
oder humane Synovialfibroblasten (HSE) ausgesét und mit unbeschichteten Deckgldschen oder mit
PDLLA-Losung allein, mit einer 13 ug hBD-2 bzw. 29 ug LL-32 enthaltenen PDLLA-Beschichtung
inkubiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte im Haematocytometer. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert dieser Werte 4+ SEM fiir n=4. Die Zellzahlen unterscheiden sich nicht signifikant vonein-
ander, damit zeigt sich kein Einfluss auf die Proliferation

3.2.4 Mikrobiologische Untersuchung der mit verschiedenen
Wirkstoffen beladenen PDLLA-Beschichtung

Fiir die mikrobiologische Austestung wurden zundchst Kirschnerdrahte mit PDLLA
und mit 10,7 % bzw. 3,6 % Vancomycin in PDLLA beschichtet. Zum Nachweis der
antimikrobiellen Wirkung wurde der Radial-Diffusions-Hemmtest im Institut fiir
Medizinische Mikrobiologie des Universitdtsklinikums Schleswig-Holstein durch-
gefiihrt. Die {iber Nacht bei 37 °C entstandenen triibungsfreien Hemmhofe dienen
als Indikator fiir die antimikrobielle Wirkung der aufgebrachten Substanzen. Ein
Bild der Dréhte nach der Bebriitung ist in Abbildung 3.7 zu sehen.

Die PDLLA-Beschichtung zeigt keine hemmende Wirkung auf das Bakterienwachs-
tum (Abbildung 3.7 Bild (A) und (B)), werden aber 10 mg/mL Vancomycin in die Be-
schichtung eingearbeitet, so bilden sich ein deutlicher Hemmhof um das beschich-
tete Stabchen. In Bild (C) ist zu erkennen, dass die Hemmhofe eine unregelmaéfiige
Begrenzung besitzen. Dies kommt durch ein ungleichmafliges Auftragen der Be-
schichtungslosung auf den Draht zustande. Um dieses Problem zu umgehen und
um eine Bestimmung des Hemmhofdurchmessers vornehmen zu kénnen, wurde
der Versuch mit beschichteten Deckgldaschen wiederholt (siehe Abbildung 3.7 (B)
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hBD-2 75ug/ml / LL-37 150ug/ml

\‘;

Abbildung 3.7: Bildung von Hemmhofen durch abgegebene Wirkstoffe aus der PDLLA-
Beschichtung. (A) Kirschnerdraht und (B) Deckglas mit PDLLA-Beschichtung als Negativkontrol-
len; (C) Kirschnerdraht und (D) Deckglas mit 10,7 % Vancomycin in PDLLA; (E) Kirschnerdraht mit
0,06 % hBD-2 und (F) Kirschnerdraht mit 0,12 % LL-32 in PDLLA. Der Draht wurde in einen mit St.
aureus (ATCC 6538) infizierten Miiller Hinton-Agar (MH-Agar) eingegossen oder die Deckgldschen
aufgelegt und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

und (D)). Bei beschichteten Stabchen, bei denen bis zu 75 pg hBD-2 integriert wurde
(entspricht einer Beladung von 0,6 % (w/w)), konnten keine Hemmhofe nachgewie-
sen werden (siehe Abbildung 3.7 (E)). Auch bei einer Beschichtung mit bis zu 150 ng
(entsprechen 0,12 %) LL-32 konnte weder bei beschichteten Stibchen (F), noch bei
beschichteten Deckgldschen (nicht gezeigt) eine Ausbildung von Hemmhofen be-

obachtet werden.

Fiir eine antimikrobielle Aktivitdt sollte eine Konzentration von 2,51ug AMP/ml
ausreichend sein. Von der in die Beschichtung eingebrachten Menge an AMP wurde
(wie in Abbildung 3.4 zu sehen) ein 30stel freigesetzt, was fiir eine antimikrobiel-
le Aktivitdt nicht ausreichend ist. Daher soll herausgefunden werden, warum kei-

ne antimikrobielle Aktivitat des LL-32 nachweisbar ist, obwohl eine ausreichende
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Abbildung 3.8: Hemmung der antimikrobiellen Aktivitit von LL-32 durch die PDLLA-L6sung.
2mg/mL LL-32 wurden in 0,01% Essigsdure, Ethylacetat sowie PDLLA-Losung gelost und in ei-
ne Vertiefung einer Agarplatte gegeben. Dargestellt ist der Hemmhofdurchmesser nach 24 Stunden
Inkubation. n.v. = nicht vorhanden

Menge LL-32 in einer PDLLA-Losung gelost wurde. Dazu wurden jeweils 2 mg/mL
LL-32 in 0,01% Essigsdure, Ethylacetat und PDLLA-Ldsung gelost. Diese Ansitze
wurden in die Vertiefungen einer Agarplatte gegeben. Nach 24 Stunden Bebriitung
wurden die Hemmhofe ausgemessen. Die Ergebnisse sind in der Grafik 3.8 darge-
stellt. Der Radial-Diffusions-Hemmtest zeigt, dass die antimikrobielle Aktivitdt von
LL-32 in Anwesenheit von Ethylacetat und insbesondere von Polylaktid-Losungen
gehemmt wird, und bestitigt das Ausbleiben einer antimikrobiellen Aktivitdt und
damit das Fehlen eines Hemmhofes in Abbildung 3.7 (F).
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3.3 Untersuchung eines Fibrinclots mit Fibrinogen als

Carrier fiir kovalent gebundenes AMP

Nach dem Vorbild der natiirlichen Blutgerinnung und in Anlehnung an den bereits
in der Klinik eingesetzten Fibrinkleber sollte ein Fibrinclot als Tréger fiir AMP ein-
gesetzt werden. Bei dieser Methode wurde der antimikrobielle Wirkstoff an Fibri-
nogen gekoppelt. Mit Hilfe des Enzyms Thrombin entsteht aus diesem Fibrinogen
ein Fibrinclot. Mit der physiologischen Auflosung des Fibrinclots durch das Enzym

Plasmin werden ggf. auch die Wirkstoffe freigesetzt.

Um herauszufinden, ob die Kopplung verschiedener antimikrobieller Wirkstoffe an
Fibrinogen erfolgreich war, wurden die gekoppelten Wirkstoffe mit speziellen An-
tikdrpern nachgewiesen. Clots mit gekoppelten AMP wurden hergestellt und die
Freisetzung der Wirkstoffe aus dem Clot mittels ELISA untersucht. Eine mogliche
toxische Wirkung auf humane SAOS-Zellen wurde mit Hilfe von Proliferations-
testen (CyQuant®-Assay)bestimmt. Zum Nachweis der bakteriziden Eigenschaften

wurden Radial-Diffusions-Hemmteste durchgefiihrt.

3.3.1 Aktivitatsbestimmung von Thrombin und Plasmin

Die Aktivitdt der eingesetzten Enzyme Thrombin und Plasmin ist von Bedeutung
fir die Herstellung und die spatere Auflosung des Gerinnsels. Zur Bestimmung
der Aktivitat wurde das Substrat N-(p-Tosyl)-Glycin-Prolin-Lysin-4-Nitroanilid ver-
wendet. Bei der Spaltung dieses Substrats durch Thrombin oder Plasmin entsteht
4-Nitroanilin welches im Photometer bei einer Wellenldnge von 390nm detektiert
werden kann. Die Bildung des 4-Nitroanilin wurde iiber eine Minute aufgezeichnet
(siehe Abbildung 3.9). Uber die Zunahme des chromogenen Produktes innerhalb
einer bestimmten Zeit kann die Aktivitdt des Enzyms bestimmt werden. Dabei ent-
spricht der Umsatz von 1 pmol Substrat pro Minute 1 U. Die Berechnung ergab fiir
ein Milligramm Thrombin eine Enzymaktivitdt von 1,5U und fiir ein Milligramm

Plasmin eine Enzymaktivitdat von 13 U.
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Abbildung 3.9: Bestimmung der Enzymaktivitit von Plasmin und Thrombin. Bei der Spaltung
des Substrates N-(p-Tosyl)-Glycin-Prolin-Lysin-4-Nitroanilid durch die Enzyme (a) Thrombin und
(b) Plasmin entsteht eine chromogene Substanz (4-Nitroanilin), die im Photometer bei einer Wellen-
lange von 390 nm detektiert werden kann. Die Absorption des Nitroanilins bei 390 nm wurde tiber
die Zeit aufgetragen. Zu erkennen ist eine lineare Zunahme des Spaltproduktes.

3.3.2 Nachweis der Kopplung

Um diese neue Methode zu etablieren, wurde zunédchst Vancomycin verwendet,
welches fiir spdtere Versuche eine Positivkontrolle darstellt. AnschlieSend wurden
auch die AMP wie im Abschnitt 2.6 beschrieben an Fibrinogen gekoppelt. Nach
Auftrennung des Fibrinogenkonjugats in einem SDS-Gel sind drei Proteinbanden
entsprechend den Fibrinogenuntereinheiten zu erkennen. Mit Hilfe der Western-
Blot Methode konnten die an Fibrinogen gekoppelten Wirkstoffe mit spezifischen
Antikorpern dargestellt werden. Die Antikorper waren gegen den Wirkstoff gerich-
tet, das unkonjugierte Fibrinogen wurde von den Antikérpern nicht erkannt. Die
Ergebnisse in Abbildung 3.10 zeigen, dass sich der gekoppelte Wirkstoff in den Fi-
brinogenbanden nachweisen ldsst. Daraus ldsst sich schlieflen, dass die Kopplung

von Vancomycin, hBD-2 und LL-32 an Fibrinogen erfolgreich war.
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Abbildung 3.10: Nachweis der Wirkstoffkonjugation an Fibrinogen mit der Western-Blot Technik.
Auf ein SDS Gel wurden neben einem Proteinstandard je 5pg des Fibrinogens (Fibri) und des mit
Wirkstoff gekoppelten Fibrinogens (Vanco-Fibri, hBD-2-Fibri) aufgetragen. Nach Farbung mit Coo-
massie Blue sind die Fibrinogenuntereinheiten als Banden sichtbar (linke Seite). Die Proteine wur-
den auf eine PVDF Membran geblottet und anschliefsend tiber einen spezifischen Antikorper (anti-
Vancomycin oder anti-hBD-2) mittels Lumineszenz nachgewiesen (rechte Seite).

3.3.3 Herstellung von Fibrinclots

Zur Herstellung eines Clots werden zundchst alle Reagenzien auf 37 °C erwédrmt.
Durch Zugabe von Thrombin und Ca?* zu 1 mg Fibrinogen entstand nach wenigen
Sekunden eine triibe, gelartige Masse, die mit einer Nadel zu einem Clot aufgedreht
werden konnte (siehe Abbildung 3.11 Reihe A). Wurde der Ansatz stattdessen auf
einen Riittler gestellt, so bildete sich eine triibe, feste Schicht aus (Reihe B). Test-
weise wurde zundchst mit unterschiedlichen Mengen Vancomycin gekoppeltes Fi-
brinogen zur Herstellung der Clots verwendet. Wie in der Abbildung zu erkennen
ist, unterscheiden sich die mit Vancomycin (1+1) gekoppelten Clots nicht von den
ungekoppelten Fibrinclots (Kontrolle). Allerdings nehmen die Grofie der Clots und
die Festigkeit des Fibrinnetzes ab, je mehr Wirkstoff an das Fibrinogen gekoppelt
wurde (10+1, 30+1, 60+1). Weiterhin wurde mit AMP gekoppeltes Fibrinogen zur
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Kontrolle 1 + 1 10 + 1

30+1 60+ 1

Abbildung 3.11: Darstellung von Clots. Vancomycin wurde in unterschiedlichen Verhéltnissen an
Fibrinogen gekoppelt und Clots aus 1 mg Fibrinogen (Kontrolle) sowie 1 mg mit Vancomycin ge-
koppelten Fibrinogen hergestellt. Die Gerinnsel wurden entweder mit einer Nadel zu einem Clot
aufgedreht (Reihe A) oder auf einem Riittler stehen gelassen (Reihe B). Die Kopplung von Vancomy-
cin an Fibrinogen dient in diesem Test als Beispiel fiir gekoppelte Clots. Die Clots aus Fibrinogen mit
gekoppelten AMP unterscheiden sich nicht von den mit Vancomycin gekoppelten Clots. Allerdings
wurden die mit LL-32 gekoppelten Clots nicht so fest.

Herstellung von Clots verwendet, die sich dufSerlich nicht von den mit Vancomycin
gekoppelten Clots unterschieden. Die mit LL-32 gekoppelten Clots wurden nicht so
fest, wie die tibrigen und zerfielen schneller in kleinere Partikel. Mit 60-90 sec. war
die Gerinnungszeit (Thrombinzeit) fiir das gekoppelte Fibrinogen ein wenig verlan-

gert.

Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass sich aus dem mit antimikrobiel-
len Wirkstoffen gekoppeltem Fibrinogen Clots herstellen lassen, die mit Clots aus
ungekoppeltem Fibrinogen vergleichbar sind. Fiir die weiteren Versuche wurden
Kopplungen maximal im Verhéltnis 30+1 eingesetzt und aufgedrehte Clots verwen-

det, da diese sich besser in andere Gefafse tiberfiihren lassen als das Fibrinnetz.

3.3.4 Freisetzung von Vancomycin und AMP aus Fibrinclots

Dieser Abgabeversuch wurde durchgefiihrt, um die freigesetzte Menge von AMP
aus den Clots zu bestimmen. Die antimikrobiellen Peptide wurden in zwei unter-
schiedlichen Konzentrationen (jeweils in einem Verhéltnis von 1+1 und 10+1) an
das Fibrinogen gekoppelt. Aus diesem gekoppelten Fibrinogen wurden zunéchst
wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben Clots hergestellt. Diese Clots wurden iiber meh-
rere Stunden bei 37 °C mit Plasmin inkubiert. Anschlieffend wurde die abgegebene

Peptidmenge mit dem ELISA bestimmt.
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Abbildung 3.12: Freisetzung von immunreaktivem Vancomycin und AMP aus einem Fibrinclot.
Aus konjugiertem Fibrinogen (hBD-2 oder LL-32 jeweils in einem Verhiltnis von 1+1 und 10+1)
wurden Clots hergestellt. Zur Freisetzung der Peptide wurden die Clots mit Plasmin bei 37 °C iiber
mehrere Stunden inkubiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach 6, 24, 48, 72 Stunden, 4
und 6 Tagen mittels ELISA. Es ist zu erkennen, dass die Peptidfreisetzung von hBD-2 innerhalb der
ersten 24 Stunden am grofiten ist und nach 6 Tagen 35 pg/ml betrug. Die Abgabemenge von LL-32
nimmt nach 4 Tagen zu und betrug nach 6 Tagen 800 ng/ml.

Die Freisetzung von AMP iiber die Zeit ist in der Abbildung 3.12 gezeigt. Die Daten
des Freisetzungsversuches fiir hBD-2 zeigen bis zu 24 Stunden eine starke Zunah-
me des Peptids im Medium. Danach vermindert sich die Freisetzung von hBD-2 aus
dem Clot tiber die Zeit. Bei einem Kopplungsverhiltnis von 10+1 betrdgt die Abga-
bemenge nach 6 Tagen 35 pug/ml. Die Abgabekurve von Vancomycin sieht dhnlich
aus, auch hier ist die freigesetzte Menge innerhalb der ersten 24 Stunden am grof3-
ten. Fiir LL-32 zeigt sich nur eine schwache Zunahme des Peptids. Erst nach 72-96
Stunden nimmt die Abgabemenge iiber die Zeit zu. Fiir beide Peptide ist aus der
Abgabekurve zu erkennen, dass iiber einen Zeitraum von sechs Tagen die Abgabe-

menge grofler ist, je mehr AMP an Fibrinogen gekoppelt wurde.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Plasmin in der Lage ist die AMP aus den Clots
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wieder freizusetzen.

3.3.5 Auswirkung eines AMP-Fibrinclots auf SAOS-Zellen

Proliferationsstudien mit CyQuant®-Assay

In diesem Versuch sollte eine mogliche toxische Eigenschaft der zur Herstellung
eines Clots verwendeten Reagenzien ausgeschlossen werden. Zur Untersuchung ei-
nes Einflusses auf die Proliferationsrate von SAOS-Zellen in Anwesenheit von Fi-
brinclots wurde der CyQuant®-Assay verwendet. Zunéchst wurden in jedes Well
einer 48-Well Platte 40.000 SAOS-Zellen ausgesit und einen Tag kultiviert. Anschlie-
lend wurden die Zellen den verschiedenen Bestandteilen zur Herstellung eines Ge-
rinnsels tiber einen Zeitraum von 24 Stunden ausgesetzt. Zusétzlich blieben Zellen
als Negativkontrolle unbehandelt. Das Medium wurde abgenommen, die Zellen mit
PBS-Puffer gewaschen und die Platten bei -20 °C eingefroren. Fiir die Bestimmung
der Zellzahl wurde das CyQuant Cell Proliferation Assay Kit wie in Abschnitt 2.1.3

beschrieben, verwendet.

In Abbildung 3.13 ist nach Messung der DNA-Menge zu erkennen, dass nach 24
Stunden Stimulation mit 24 ng hBD-2 und mit 20 ng LL-32 keine signifikante Beein-
flussung des Zellwachstums stattfindet.

Die Zugabe von AMPs hatte keine wesentlichen Auswirkungen auf die Proliferati-
on der SAOS-Zellen. Die Ergebnisse zeigen, dass alle verwendeten Substanzen kei-
ne negativen Effekte auf die Zellproliferation ausiiben und somit nicht zytotoxisch

sind.

Die Ergebnisse zeigen, dass alle Zellen gleich stark proliferierten. Somit hat die Zu-
gabe von hBD-2, LL-32 oder des Clots keine wesentliche Auswirkungen auf die Pro-
liferation der SAOS-Zellen. Auch die Zugabe der fiir die Herstellung eines Clots
verwendeten Substanzen Fibrinogen, Thrombin und Plasmin hat keinen relevanten

Einfluss auf das Zellwachstum.
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Abbildung 3.13: Einfluss eines Clots auf das Zellwachstum von SAOS-Zellen. Die zur Herstel-
lung eines Clots benétigten Substanzen und ein fertiger Clot wurden 24 Stunden mit SAOS-Zellen
inkubiert. Dazu wurden 24 pg hBD-2, 20 pg LL-32, Thrombin, Fibrinogen, Plasmin und ein unge-
koppelter Clot zu den Zellen gegeben. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte tiber die Messung der
DNA-Menge mittels CyQuant Assay. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert dieser Werte + SEM fiir
n=3. Die Zellzahlen unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

3.3.6 Mikrobiologische Untersuchungen der mit antimikrobiellen

Wirkstoffen gekoppelten Clots

Fiir die mikrobiologische Austestung wurden zunéchst Clots aus mit verschiede-
nen Wirkstoffen gekoppeltem Fibrinogen hergestellt. Die Durchfiihrung der Radial-
Diffusions-Hemmteste erfolgte im Institut fiir Medizinische Mikrobiologie des Uni-
versitdtsklinikums Schleswig-Holstein. In die dort vorbereiteten Agarplatten wur-
den Vertiefungen eingestanzt, in die Substanzen zur Herstellung eines Fibringerinn-
sels sowohl einzeln und auch als Clot gegeben wurden. Die {iber Nacht bei 37 °C
entstandenen triibungsfreien Hemmhofe dienen als Indikator fiir die antimikrobiel-

le Wirkung der aufgebrachten Substanzen.

Die Abbildung 3.14 zeigt ein Beispiel einer Agarplatte nach 24-stiindiger Inkubati-
on. In der Mitte der quadratischen Unterteilung ist das Stanzloch mit einem Durch-
messer von 4mm zu erkennen. Uberschreiten die Hemmhofdurchmesser eine Grofle
von ca. 16 mm sind sie von einem eventuell benachbarten Hemmbhof nicht mehr klar
zu unterscheiden, weshalb hier eine Obergrenze liegt. Die Auswertung der Hemm-
hofdurchmesser (siehe Abbildung 3.15, A) zeigt, dass sich beim Vorhandensein von
0,01% Essigsdaure (Negativkontrolle), Thrombin und bis zu 130 pg Fibrinogen keine
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Abbildung 3.14: Radial-Diffusions-Hemmtest. Die Clots mit integriertem AMP wurden fiir 24
Stunden auf eine Vertiefung einer infizierten Agarplatte gelegt und bei 37 °C inkubiert. Ein qua-
dratisch markiertes Feld enthélt ein Stanzloch mit einer Testsubstanz oder einem Clot. @) Wasser;
+) 500 ng/mL Lysozym; Clots mit gekoppelten Wirkstoffen und Verhaltnisangaben: A) Vancomycin
1+1, B) Vancomycin 10+1, C) hBD-2 1+1, D) hBD-2 10+1, E) LL-32 1+1

Hemmbhofe gebildet haben. Fiir 50 ng Vancomycin (Positivkontrolle) ist ein Hemm-
hof von 13mm zu erkennen. Bei einer Kopplung von Vancomycin an Fibrinogen
(im Verhéltnis 1+1 und 10+1) sind 10 und 15 mm Durchmesser grofie Hemmbhofe
entstanden. Die Versuche wurden 2-mal wiederholt. Die Abbildung zeigt ein typi-
sches Ergebnis. Da die Hemmhofe aufgrund der unterschiedlichen Clotgrofie unter-
schiedlich ausfallen, ist die Berechnung einer Standardabweichung nicht sinnvoll.
Die Hemmbhofdurchmesser der mit AMP gekoppelten Clots sind in Abbildung 3.15,
B dargestellt. Zum Vergleich wurde der Hemmbhof von 12,4 ug hBD-2 mit 17 mm
herangezogen (Positivkontrolle). Bei Clots, denen kein Plasmin zugegeben wurde,
konnten keine Hemmhofe nachgewiesen werden. Es bildeten sich lediglich kleine
Beulen aus, die nicht eindeutig als Hemmbhof identifiziert wurden. Bei Zugabe von
Plasmin bilden die Clots mit gekoppelten hBD-2 (im Verhéltnis 1+1, 10+1 und 30+1)
einen genauso grofien Hemmhof aus wie 12,4 pg hBD-2. Beim Clot mit gekoppelten
LL-32 (im Verhiltnis 10+1) konnte ein Hemmhofdurchmesser von 7 mm gemessen

werden.

Mit Hilfe des Radial-Diffusions-Hemmtests konnten bei Thrombin und Plasmin kei-
ne Hemmhofe nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen daher, dass der aus den
Clots freigesetzte Wirkstoff eine antimikrobielle Aktivitat besitzt. Dabei erzeugten

grofiere Mengen des antimikrobiellen Wirkstoffs auch grofsere Hemmbhofe.
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Abbildung 3.15: Grafische Darstellung der Hemmhofe nach 24-stiindiger Inkubation. P=Zugabe
von Plasmin; Vanco.=Vancomycin; die Clots sind mit dem gekoppelten Wirkstoff benannt, dahinter
steht jeweils das Kopplungsverhdltnis. A) Die Negativkontrollen 0.01% Essigsdure, Thrombin und
Fibrinogen zeigen keine Hemmhofe. Die Hemmhofdurchmesser von 50ng Vancomycin und von
Clots mit gekoppelten Vancomycin sind vergleichbar. B) Wird den Clots kein Plasmin zugegeben,
bilden sich keine Hemmbhofe aus. Clots mit im Verhélinis 1+1, 10+1 und 30+1 gekoppelten hBD-2
bilden bei Zugabe von Plasmin einen genauso grofSen Hemmhof aus wie 12,4 ng hBD-2. Typisches
Ergebnis aus 2 Versuchen.
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3.4 Untersuchung einer kovalenten Bindung
antimikrobieller Peptide an Titan bzw. Edelstahl

hinsichtlich seiner Wirksamkeit

Als weitere Methode sollten AMP kovalent und unter Beibehaltung antibiotischer
Aktivitdt an Implantatoberflichen immobilisiert werden. Von der Aktivierung der
Metalloberfliche hiangt es ab, wieviel Linker und damit wieviel Wirkstoff gebun-
den wird. Zur Aktivierung der Metalloberfliche kam eine Behandlung der Stibe
mit einer Losung aus H,O; und H»SOy4 (1:1) oder mit 30 % HNOj in betracht. Die
durch das APTS entstandenen freien Aminogruppen wurden mit dem Reagenz Nin-
hydrin nachgewiesen. Dazu wurden die Stdbe in 2mL einer vorbereiteten Ninhy-
drinlosung gelegt. Die Extinktion bei 570 nm wurde gemessen und anhand einer
APTS-Strandardlosung die freien Aminogruppen ermittelt. Es stellte sich heraus,
dass eine Vorbehandlung mit H>O,/H3SOy (1:1) mehr NH;-Gruppen produzierte.
Ebenso wurde fiir den APTS-Linker die optimalen Bedingungen von 2 % APTS in
Aceton und eine Einwirkzeit von 3 h bei 80 °C ermittelt. Bei dieser Technik wurden
keine Wirkstoffe abgegeben und daher auch keine Abgabekinetik gemessen. Die
Detektion antimikrobieller Aktivitdt erfolgte mit Hilfe eines Live/Dead Kits. Da-
zu wurden die Implantate mit gebundenem Wirkstoff 24 Stunden mit E. coli DH5«x
inkubiert. AnschliefSend wurden die Stiabe mit 0,85 % NaCl gewaschen und mit der
Farbelosung des Live/Dead Kits behandelt. Die Stdbe wurden erneut in 0,85 % NaCl
gewaschen und die auf dem Implantat haftenden Bakterien unter dem Fluoreszenz-

mikroskop betrachtet und detektiert.

In der Abbildung Abbildung 3.16 ist jeweils ein typisches Bild des Nachweises von
Bakterien mit dem Live/Dead Kit dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Bakteri-
enlosung grofiere rote Farbpartikel enthélt (A), wahrend auf einem unbeschichteten
Stab (B) iiberwiegend griin gefdrbte (lebende) Bakterien zu erkennen sind. Wurde
MEMO als Linker ohne Bakterienbehandlung unter dem Mikroskop betrachtet, so
zeigt sich eine Autofluoreszenz (C). Der Einfluss der kovalent gebundenen Wirk-
stoffe auf das Bakterienwachstum fiir Kopplungen mit APTS als Linker zeigen die
Bilder E+G, fiir Kopplungen mit MEMO als Linker ist in den Bildern F+H darge-
stellt.
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A) BOkTenenlosung e : B) unbeschichfeter Stab

G] LL-32 (APTS)

Abbildung 3.16: Nachweis von Bakterien mit dem Live/Dead Kit. Lebende Bakterien sind griin
dargestellt, tote Bakterien rot. Die Bakterienlosung selbst (A) enthélt grofiere rote Farbpartikel. Auf
einem unbeschichteten Stab (B) sind nur wenige tote Bakterien zu erkennen. Der APTS-Linker (C)
zeigt keine, der MEMO-Linker (D) eine starke Autofluoreszenz. Bei einer Kopplung von Vancomycin
sind sowohl mit dem APTS- (E), als auch mit dem MEMO-Linker (F) vermehrt rot gefarbte Bakterien
zu erkennen. Wird LL-32 tiber APTS (G) oder MEMO (H) angekoppelt, sind ebenfalls tote Bakterien

zu erkennen.
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Tabelle 3.1: Auswertung der Farbung mit dem LIVE/DEAD Kit. Aufgelistet ist die Ratio (das Ver-
héltnis) der lebenden zu toten Bakterien auf Stdben mit kovalent gekoppelten Wirkstoffen.

Wirkstoff Linker Ratio
unbeschichteter Stab — 13
Vanco APTS %
Vanco MEMO 1
LL-32 APTS 5
LL-32 MEMO 1

Um die Wirkung des gekoppelten Wirkstoffs zu quantifizieren, wurde das Verhalt-
nis von griinen zu roten Bakterien gebildet. Eine Auswertung erfolgte, indem in
mehreren Gesichtsfeldern rote und griine Bakterien gezdhlt wurden. AnschliefSend
wurde das Verhiltnis von griinen zu roten Bakterien ermittelt (Ratio). Dabei be-
deutet eine Ratio grofier eins, dass die griinen Bakterien, eine Ratio kleiner eins,
dass die toten, rot gefarbten Bakterien tiberwiegen. In der Tabelle Tabelle 3.1 sind
die zu den verschiedenen Wirkstoffen und Linkern gehorenden Ratio angegeben.
Der unbehandelte Stab mit einer Ratio von R, ;,penanderr=13 wurde als Bezug festge-
legt. Aus der Tabelle ist zu erkennen, dass eine kovalente Bindung von Wirkstoff an
einen Metallstab die Anzahl toter Bakterien erhoht. Im Vergleich zum unbehandel-
ten Stab sind bei den mit Wirkstoff gekoppelten Stiaben die Anzahl der toten Bakte-
rien um mind. 150% gestiegen. Die Etablierung dieser Beschichtungstechnik wurde
zundchst mit Vancomycin durchgefiihrt. Bei einer Kopplung von Vancomycin mit
dem APTS-Linker tiberwog die Anzahl der toten Bakterien (Ry;;,c0,4pT5=0,5; Abbil-
dung 3.16 E). Bei Verwendung des MEMO-Linkers sind geich viele rote und griine
Bakterien vorhanden (Ry;;,c0/mEMo=1; Abbildung 3.16 F). Wurde LL-32 angekop-
pelt, betrug die Ratio mit dem APTS-Linker R;; 35/ 4prs=5 (Abbildung 3.16 G). Bei
Verwendung des MEMO-Linkers entsprach die Ratio von gekoppelten LL-32 mit
Ri1-32/MEMO=1 der von gekoppelten Vancomycin (Abbildung 3.16 H).

Zusammenfassend ladsst sich sagen, dass die kovalente Kopplung von Wirkstoffen
die Anzahl toter Bakterien im Vergleich zu einem unbehandelten Stab deutlich er-
hoht.
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Die in Verbindung mit implantierten Materialien auftretenden Infektionen des Kno-
chens stellen nicht nur ein medizinisches, sondern auch ein weitreichendes 6kono-
misches Problem dar. Die im Falle einer infizierten Hiiftprothese auftretenden Kom-
plikationen und die darauf folgenden Therapiemafinahmen koénnen die Behand-
lungskosten auf 400-600% der vorgesehenen Ausgaben ansteigen lassen [Jansen and
Peters, 1993; Sugarman and Young, 1989]. Daher ist eine effektive Infektprophyla-
xe ein notwendiges Ziel zur Verhinderung bakterieller Knocheninfektionen. Bisher
konnte trotz des routineméfligen Einsatzes einer systemischen Antibiotikatherapie
das Risiko einer Infektion beim kiinstlichen Hiiftgelenkersatz nicht vollstandig re-
duziert werden [Heck et al., 1995; Jackson and Schmalzried, 2000]. Die Verbindung
von Osteosynthesematerialien mit einer antiinfektiven Beschichtung kann als inno-
vative Mafsnahme zur Vorbeugung von Infektionen angesehen werden. Die in die-
ser Arbeit entwickelten Verfahren sind als Praventivmethode gedacht, mit der die
Infektionshaufigkeit drastisch reduziert werden soll. Nach der Adhésion folgt die
Ausbreitung der Mikroorganismen auf der Implantatoberflache [Habash and Reid,
1999]. Werden die eingeschleppten Bakterien erst spater durch eine systemische An-
tibiotikabehandlung getotet, konnen sich die toten Zellen und ihre Abbauprodukte
ansammeln. Aufgrund dieser Mechanismen ist es wichtig friihzeitig zu handeln und
die Implantate vor, wahrend und in der ersten Zeit nach der Operation keimfrei zu
halten.

Daher war es Ziel dieser Arbeit eine Biosubstanz zu entwickeln, die eine solche
Adhiésion verhindert. Dabei wurden verschiedene Strategien gewihlt (siehe Abbil-
dung 4.1). Die AMP konnen zum einen kovalent an eine Metalloberfldche gebunden
werden (a). Sie {iberziehen das gesamte Tragermaterial gleichméfiig und verhin-
dern eine Bakterienbesiedelung. Hierbei sollten die Wirkstoffe langfristig an eine
Oberfldache gebunden bleiben. Im Gegensatz zum ersten Verfahren gibt es auch die
Moglichkeit Wirkstoffe in eine Beschichtung einzuarbeiten. Die Beschichtung dient

hierbei als Depot fiir die AMP, aus der sie nach und nach herausgelost werden.
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Abbildung 4.1: Wirkstoffe konnen auf verschiedene Weise an ein Tragermaterial gebunden werden.
a) In einem Fibrinnetz eingeschlossener Wirkstoff durch Bindung an Fibrinogen, b) kovalente Bin-

dung an das Tragermaterial iiber ein Linkermolekiil, c) Einlagerung in ein Polypeptid

Bis heute wird an einer Verbesserung von drug delivery Systemen gearbeitet, wobei
auch die Bekdmpfung multiresistenter Keime eine Rolle spielt [Effenberger et al.,
2008]. Daher wurde als zweites ein Verfahren gewihlt, bei dem die AMP in eine
biodegradierbare Beschichtung eingebracht werden (b). Im dritten Ansatz wurden
die AMP zunichst kovalent an Fibrinogen gebunden. Dieses modifizierte Fibrino-
gen kann durch das Enzym Thrombin zur Gerinnung gebracht werden (c). Beim
physiologischen Abbau des Fibrins durch Plasmin wurden die Wirkstoffe heraus-

geschnitten.

Beim Einsatz neuer Antibiotika im Knochen sind immer die schddlichen Effekte und
die mechanischen Eigenschaften des Knochens zu beriicksichtigen. [Baleani et al.,
2008] daher wurden neben den Elutionsversuchen und mikrobiologischen Tests zu-

sdtzlich Zytotoxizitdtsteste durchgefiihrt.
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4.1 Stabilitat und Wiederfindung der antimikrobiellen

Peptide in vitro

In den letzten Jahren wurden zunehmend biologisch aktive Peptide und Proteine
entdeckt, die ein interessantes therapeutisches Potential besitzen. Bisher haben es
jedoch nur wenige geschafft in medizinische Anwendung zu kommen. Der Grund
liegt in den Anforderungen an die Applikation. Die Wirkstoffe miissen wahrend der
Lagerung eine maximale Stabilitit (shelf life) aufweisen und eine gute Freisetzung
im Korper (delivery) gewéahrleisten. Ein grofses Problem spielt hierbei die begrenzte
chemische und physikalische Stabilitit der Peptide. Viele therapeutisch interessante
Substanzen besitzen in vivo extrem kurze Halbwertzeiten von wenigen Minuten.
Die neu zu entwickelnde Applikationsform soll die chemische und physikalische
Stabilitdt der Peptide und die biologische Aktivitit nach der Applikation erhalten.
Daher wurden zunéchst die Stabilitdt und Wiederfindung verschiedener AMP in
Medium mit verschiedenen Zusétzen gepriift. Dabei war zu beobachten, dass die
Wiederfindung der Peptide sich verbesserte, wenn weitere Proteine (wie Albumin)

vorhanden waren.

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigen, dass
die antimikrobiellen Peptide iiber einen Zeitraum von 24 Stunden im Medium na-
hezu stabil waren. Im Serum nahm die Konzentration der antimikrobiellen Peptide
tiber einen Zeitraum von 24 Stunden um anndhernd 50% ab. Die schlechte Wie-
derfindung der Defensine ldsst sich moglicherweise darauf zuriickfiihren, dass die
antimikrobiellen Peptide mit ihrer kationischen Ladung am Material der Untersu-
chungsgefdfie hdngen bleiben. Durch den Zusatz von BSA bzw. FKS wurden einige
dieser Bindungen blockiert, so dass eine grofiere Menge der Defensine im Medium
gemessen wurde. Die Wiederfindung konnte nochmals gesteigert werden, wenn das
Medium vor der Probennahme mit 0,01% Essigsédure versetzt wurde, da sich durch

den leicht sauren pH-Wert die Peptide besser 16sen.

Im Serum war die Wiederfindung von hBD-2 gering und die Stabilitdt von hBD-3
nur méfiig. Auch die Konzentration von LL-37 im Serum nimmt ab, allerdings bleibt
die zugegebene Menge (entspricht abziiglich Serumnormalwert) innerhalb von 24

Stunden stabil. Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass das zugegebene LL-37
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eine weniger kationische Struktur besitzt. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass
die gemessene Stabilitdt der Defensine im Serum ausreicht, um das Implantat die
ersten 24 Stunden nach OP zu schiitzen. Allerdings ist die mafsige Freisetzung bei
der Einarbeitung dieser Wirkstoffe in die Beschichtung zu berticksichtigen. Einer-
seits muss, um eine Abgabe im Wirkbereich zu erhalten, eine entsprechende hohere
Konzentration in die Beschichtung eingearbeitet werden. Andererseits konnen die
in die Beschichtung integrierten AMP eine verldngerte Lebensdauer aufweisen, da
sie durch die Beschichtung vor Abbau geschiitzt werden. Das Verhalten der Defen-

sine am Wirkort in vivo bleibt zu untersuchen.

4.2 Kovalente Beschichtung auf Titan

Die Immobilisierung von Wirkstoffen ist ein neuer Ansatz, um Materialoberflachen
mit antimikrobiellen Eigenschaften auszustatten. Das Ziel dieser Arbeit war es Bio-
substanzen mit entsprechenden Eigenschaften zu entwickeln. Eine bakterizide Akti-
vitdt von kovalent an Biosubstanzoberflachen gebundenen Ammoniaksalzen wurde
bereits beschrieben [Tiller et al., 2001]. Des Weiteren eignen sich solche Molekiile zur
Immobilisierung, die mit der Bakterienmembran interagieren. Diese Peptid-Lipid
Interaktionen konnen iiber die voriibergehende Bildung von Membran assoziier-
ten Poren zu einer Membranpermeabilisierung und damit zu einer antimikrobiel-
len Aktivitat fithren. Die antimikrobiellen Peptide wirken auf diese Weise und sind
daher ideale Kandidaten fiir eine kovalente Bindung an ein Metallimplantat. Dazu
miissen die AMP unter Beibehaltung der antimikrobiellen Aktivitdt mittels kovalen-
ter Bindung immobilisiert werden. Titan (Ti) wurde als Implantatmaterial gewdhlt,
weil Methoden biologisch-aktive Molekiile mittels silanization an eine Titanober-
flache zu binden leicht verfiigbar sind [Xiao et al., 1997; Rezania et al., 1999; Nanci
et al., 1998].

Ein Vorteil dieser Methode liegt darin, dass keine lokalen Wirkspiegel erzielt wer-
den miissen. Daher kommt diese Methode mit einer sehr niedrigen Konzentration

an Wirkstoff aus.

Um eine effektive antimikrobiellen Aktivitdt zu ermoglichen, muss der immobili-

sierte Wirkstoff zundchst an ein Spacermolekiil konjugiert werden, um ein Eindrin-
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gen der Peptidmolekiile in die Lipiddoppelschicht der Mikrobenmembran zu er-
moglichen. Daher miissen die Spacer eine gewisse Mobilitdt und Lange aufweisen.
Um ein Vermehren der Bakterien zu verhindern miissen die aufgebrachten Pep-
tidmolekiile in die richtige Richtung orientiert sein. Die antimikrobiellen Peptide
benoétigen eine parallele Anordnung, um die Interaktionen der Peptidmolekiile un-
tereinander sicherzustellen und die Bildung von Membranporen zu ermdglichen.
Diese Annahmen wurden indirekt durch das Fehlen bakterizider Tatigkeit der im-

mobilisierten LL-37 bestétigt.

Weitere Untersuchungen sind noétig, um diese Annahmen zu priifen und zu er-
weitern. Gegebenenfalls ist die biomedizinische Anwendung dieser antibakteriellen
Oberflaichendnderung an einem breiteren Spektrum der pathogenen Mikroorganis-

men zu priifen.

Neueste Untersuchungen [Sass et al., 2008] zeigen, dass die Membranintegritit bei
hBD-3 Behandlung erhalten bleibt und das Membranpotential kaum beeintrachtigt
wird. Allerdings wird die Nukleotid-, Protein- und Zellwandsynthese in wachsen-
den St. aureus komplett durch hBD-3 blockiert.

Daher ist anzunehmen, dass diese Art der Beschichtung nur eine Vermehrung der
Bakterien verhindert, aber nicht die Besiedelung auf einem Implantat [Gabriel et al.,
2006].
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4.3 PDLLA

Das in dieser Studie verwendete Material besteht aus reinem Poly-D,L-Laktid. Be-
schichtungen aus diesem Polymer zeigen eine gute Resorbierbarkeit und eine ho-
he mechanische Stabilitdt auf metallischen Implantaten [Schmidmaier et al., 2001b;
Gollwitzer et al., 2003]. Aus der Literatur ist nicht ersichtlich, ob das Degradati-
onsverhalten von biodegradierbaren Implantaten ausschliefslich auf hydrolytischen
Mechanismen basiert, oder ob auch enzymatische Vorgdnge bei diesem Prozess ei-
ne Rolle spielen. Es hat sich in einer in-vitro-Studie gezeigt, dass bei bakterieller In-
okulation von PLA-Implantaten keine Riickschliisse auf einen beschleunigten, bak-
teriell bedingten, enzymatischen Abbau gezogen werden konnten [Hofmann et al.,
1990]. Des Weiteren konnten auch knochenheilungsférdernde Effekte der Poly-D,L-
Laktid-Beschichtung nachgewiesen werden [Schmidmaier et al., 2001a; Gollwitzer
et al., 2003]. Das Ziel der Untersuchungen sollte die Beurteilung des Elutionsvermo-
gens antimikrobieller Peptide und die zytotoxische Wirkung dieses Beschichtungs-

systems sein.

Neben den chemischen Eigenschaften von Polymer und Wirkstoff bestimmen Wirk-
stoffkonzentration und Partikelgrofie die Freisetzungskinetik [Langer, 1995]. Die
Struktur der Beschichtung und somit auch die Art der Wirkstoffabgabe werden
bestimmt vom Verhiltnis des Losungsmittels zu PDLLA aber auch von der Men-
ge an zugesetztem Wirkstoff. Weiterhin hat auch die Loslichkeit einen Einfluss auf
die Wirkstoffabgabe, denn der Wirkstoff kann als Suspension vorliegen oder sich
in dem Ethylacetat 16sen. Liegt er als Suspension vor, sind in dem Polymergertist
grofsere Poren enthalten, so dass der Wirkstoff schneller herausdiffundieren kann.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche zur Loslichkeit von AMP in verschie-
denen Losungsmitteln (Abschnitt 3.2.1) und das triibe Erscheinungsbild der Be-
schichtungslésung deuten darauf hin, dass die Defensine als Suspension im Ethyl-
acetat vorliegen. Der Verlust der AMP konnte schon im ersten Schritt, bei dem die
AMP in den verschiedenen Losungsmitteln gelost wurden, erfolgt sein. aufgrund
ihrer Ladung konnten die AMP an der Glasoberfliche hdngen bleiben und damit
beim Transfer in das neue Gefdfs verloren gehen. Auch in dem zweiten Gefafs konn-
te sich erneut ein gewisser Anteil an die Glasfldche anlagern und so die letztendlich

gemessene Konzentration mindern.
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Bei der Freisetzung von Peptiden spielt zundchst die Wirkstoff- und Wasserdiffusion
eine Rolle. Bei dem initial burst-Effekt werden die auf oder in der Néhe der Ober-
flache lokalisierten Wirkstoffmolekiile freigesetzt. In der darauf folgenden Zeitperi-
ode wird aufgrund der schlechten Diffusionsmoglichkeit des Wirkstoffs durch die
PDLLA Matrix nur sehr wenig Wirkstoff abgegeben. Erst mit einsetzender Polyme-
rerosion wird die Freisetzung durch die sich ausbildenden Porenvolumina wieder
beschleunigt. Dabei spielt die Beschichtungsdicke bei der Pharmakokinetik eine un-
tergeordnete Rolle.

Dieses spiegelt sich auch in der gemessenen Freisetzungskinetik der antimikrobiel-
len Peptide wieder. Die Daten des Elutionsversuches in Abbildung 3.4 zeigen eine
anfanglich starke Zunahme von PDLLA im Medium bis zu einem Zeitpunkt von
12 Stunden, die dem initial burst entsprechen. Danach vermindert sich die Abga-
be von hBD-2 aus der Beschichtung tiber die Zeit. Durch den anfianglichen Peak
innerhalb der ersten Stunde entsteht bereits kurze Zeit nach der Implantation ein
lokal wirksamer Antibiotikaspiegel, der der Bakterienbesiedelung entgegenwirkt.
Das nach der Operation geschwichte Immunsystem kann so unterstiitzt werden.
Die Vermehrung mit dem Implantat eingeschleppter Erreger wird verhindert. Eine
weitere Freisetzung in den darauf folgenden Tagen erfolgt durch Diffusion der Par-
tikel aus tieferen Schichten.

Allerdings dauert ein Abbau in vivo ldnger als in vitro. Dies ldsst sich durch eine
hohere Verfligbarkeit von Wasser in vitro und der Bildung einer Pseudokapsel in

vivo erkldren.

Einen Einfluss oder toxische Wirkung auf das Wachstum von humanen SAOS-
Zellen konnte durch den Einsatz von Proliferationstesten nicht nachgewiesen wer-
den. In der Literatur sind Untersuchungen von Biokompatibilitdt und Gewebereak-
tionen beschichteter Implantate bei verschiedenen Spezies mehrfach beschrieben.
Abgesehen von leichten, reversiblen Entziindungen sind als direkte Reaktion auf
Polylaktide, eine ungestdrte Knochenheilung sowie reduzierte Kallusformationen
nach elf Wochen zu beobachten [Leenslag et al., 1987b,a]. Die akute Toxizitdt der
durch den Abbau der Implantatbeschichtung entstehenden Monomere im Korper
ist als gering einzuschétzen. Langzeiteffekte oder chronischen Gewebeveranderun-
gen treten nicht auf. Auch iiber einen ldngeren Zeitraum von einem Jahr konnte

bestdtigt werden, dass der Einsatz von Polylaktiden als resorbierbare Implantate
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keine Knochenresorption in der Implantat-Umgebung hervorgerufen hat. Es wurde

lediglich neuer Knochen um die Implantate gebildet.

Als resorbierbare Beschichtung von implantierten Schrauben scheinen die Polyme-
re vermutlich keinen bakteriostatischen oder bakteriziden Einfluss auf eine schon
bestehende Infektion zu haben [Mainil-Varlet et al., 2001]. Dies stimmt mit den in
(Abschnitt 3.2.4) gefundenen Ergebnissen tiberein. Weiterhin konnte mit Hilfe des
Radial-Diffusions-Hemmtests (Abschnitt 3.2.4) gezeigt werden, dass schon Ethyl-
acetat die Defensinwirkung hemmt und dass mit dem Polylaktid keinerlei Wir-
kung mehr feststellbar ist. Daraus ldsst sich schliefSen, dass von dem im PDLLA
eingelagerten LL-32 keine Diffusion in den Agar stattfindet. Oder dass, wie in Ab-
schnitt 1.4.1 beschrieben, durch hydrolytische Abspaltung von Polymerseitenketten,
geladene Gruppen entstehen, die das ebenfalls geladene LL-32 binden und dadurch
vollstandig inhibieren.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen zur Integration von AMP in
eine PDLLA-Beschichtung lassen darauf schliefien, dass die Stabilitidt der Peptide in
der PDLLA-Beschichtung nicht gegeben ist. Ein Problem hierbei konnte die Dena-
turierung sein, in deren Folge die Tertidrstruktur verloren geht und die Molekiile
aggregieren. Abschliefiend lasst sich sagen, dass das Verfahren zur Einbettung der
Wirkstoffe sich als problematisch erwies, da die Aktivitdt der kationischen Peptide

durch die Beschichtungslosung (PDLLA) inaktiviert wurde.

Die Suche nach einer geeigneten Form fiir lokale Applikation von antimikro-
biellen Peptiden gestaltet sich schwierig. Die besprochene Technik der PDLLA-
Beschichtung scheint aufgrund der Verwendung von organischem Losungsmittel
und der damit verbundenen Denaturierung der Peptide keine geeignete Grundlage
zu sein. Auflerdem werden beim Abbau des Polymers saure Oligo- und Monomere
freigesetzt, so dass die Wirkstoffe mit zunehmendem Polymerabbau andere Bedin-
gungen vorfinden und dadurch deren Wirksamkeit beeintrachtigt wird. Es wurde
beschrieben, dass eine partielle Hydratation eines delivery Systems auf Basis eines
hydrophoben Polymers zu einer irreversiblen Aggregation der darin enthaltenen
Wirkstoffe fiihren kann [Costantino et al., 1994]. Zusétzlich wird das PDLLA offen-
bar fiir eine antimikrobielle Wirkung zu langsam abgebaut. Daher wurde im néachs-
ten Ansatz ein delivery System verwendet, dass den Eigenschaften des Peptids bes-

ser gewachsen ist. Dazu wurde das natiirliche Polymer Fibrin als Tragermaterial
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gewdhlt, das enzymatisch schneller abgebaut wird.

4.4 An Fibrinogen gebundene AMP

Fibrin, ist ein natiirliches Biomaterial, das innerhalb von 2 bis 4 Wochen vollstandig
resorbiert wird. Dieses Polymer weist grofie wéssrige Poren auf, die eine schnelle
diffusionskontrollierte Freisetzung von Peptiden ermdglicht. In der Literatur sind
Studien beschrieben, in denen Cafotaxime zum Fibrinkleber gemischt wurden und
bei Patienten mit Osteitis in eine infizierte Knochenhohle gegeben wurden. Die Mes-
sung der Antibiotika-Konzentration in Blut und Wunddrainage ergab geringe Ser-
umlevel nach 12 Stunden, aber hohe Konzentrationen in der Drainagefliissigkeit
tiber die ndchsten 3 Tage [Zilch and Lambiris, 1986]. Noch ist keine Standardme-
thode entwickelt worden, wie das Antibiotikum dem Fibrinkleber zugegeben wird.
Daher wurden die Peptide in diesem Ansatz kovalent an das Fibrinogen gebunden.
Die erfolgreiche Kopplung von Wirkstoffen an Fibrinogen konnte mit der Western-

Blot-Technik nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.10).

Die verschiedenen Wege der Fibrinkleber-Herstellung haben einen Einfluss auf die
Festigkeit des Clots und damit auch auf die Abgabe der Antibiotika. Nach Zuga-
be der Antibiotika Cefotoxamin und Mezlocillin [Greco et al., 1991] konnte keine
Clotbildung beobachtet werden, die Zugabe von Gentamicin und Neomycin ver-
zogerte die Clotbildung. Normalerweise betrdgt die Zeit bis zur Ausbildung von
Fibrinfaden (Thrombinzeit) 10-15 Sekunden und ist abhdngig von der verwendeten
Thrombinkonzentration. Fiir das gekoppelte Fibrinogen war die Zeit bis zur Clotbil-
dung mit 30-45 Sekunden leicht verldangert, dennoch war eine Herstellung von Clots
moglich. Die aus den Clots herausgeldsten Wirkstoffe zeigten keine antimikrobielle
Aktivitat. Moglicherweise wurde durch die Kopplung an Fibrinogen die Bindung
der AMP an die Bakterienmembran verhindert. So wurde beispielsweise der Ver-
lust der Bindungsaktivitdt von Antikdrpern und deren Fragmenten nach Kopplung
an PEG beschrieben [Kitamura et al., 1991; Pedley et al., 1994].

Fibrin besitzt nicht nur eine Bindungsstelle fiir Plasmin, sondern auch fiir weitere
Proteine. Dazu gehoren Proteine, die an der Regulation der Fibrinolyse beteiligt sind

wie
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* Leukozyten Integrine (Mac-1), die Monozyten und Leukozyten stimulieren

und daher wichtig sind fiir die Inmunantwort,

* Fibronectin, das wichtig ist fiir die Anbindung von Fibrinogen und Fibrinmo-

lekiilen in die extrazellulare Matrix,

o Fibroblast growth factor-2" (FGF-2, bFGF) und ,vascular endothelial growth fac-

tor” (VEGF), die eine Proliferation von Endothelzellen fordern.

Dadurch, dass Fibrinogen und Fibrin auch eine Rolle bei der Immunantwort besit-
zen unterstiitzten die antimikrobiellen Clots zusitzlich eine Heilung des umliegen-
den Gewebes. Auch die Aktivierung der extrazelluldren Matrix und die Stimulation
der Kapillarneubildung wird zusatzlich einen positiven Effekt auf die Proliferati-
on von Knorpel und Knochenzellen haben und damit auf das Anwachsen auf dem

Implantat.
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Ausblick

In Zukunft werden Biomaterialien weiter entwickelt, wobei die Resorbierbarkeit
und Bioaktivitdt im Vordergrund steht. Das Ziel ist, Materialien zu entwickeln, die
dem Korper helfen, sich selbst zu heilen (Hench u. Polak, 2002; Claes u. Ignatius,
2002). Dies konnen beispielsweise Beschichtungen auf einem Implantat sein, wel-
ches antimikrobielle oder osteointegrative Eigenschaften besitzt Auch die Beschich-
tung selbst kann aus korpereigenen Substanzen oder deren Imitate (z.B. Polylacti-
de, Fibrinogen) bestehen (Koskikare et al., 1998; Nordstrom et al., 1998; Paivarinta
et al.,, 1993; Schmidmaier et al., 2001; Lind et al., 1999; Anderson et al., 1997; Igna-
tius et al., 2001; Moroni et al., 1998) und so die allgemein Fremdkorperreaktionen

reduzieren.

Fibrinkleber werden in Deutschland zum Verschluss von Wundrindern und ver-
letztem Gewebe, anstelle einer klassischen chirurgischen Naht, und zur Blutstillung
eingesetzt. Zur Verbesserung des Behandlungserfolges der herkoémmlichen Metho-
den, wird die Anwendung von Fibrinklebern auf immer wieder neuen Gebieten

erprobt.

Eine weitere Herausforderung ist es den Einsatz von Antibiotika zu verringern.
Beim Einsatz von AMP ist darauf zu achten, dass die verschiedenen Bakterien un-
terschiedlich auf AMP ansprechen. Bei einem profilaktischen Einsatz konnte dies
dadurch umgangen werden, indem verschiedenartige Wirksubstanzen zusammen-
gebracht gebracht werden. Fine weitere Moglichkeit ist die Beschichtung mit In-
duktoren der antimikrobiellen Peptide, um die Komplikationen, die sich aus der
Struktur ergeben (Ladung) zu umgehen. Als Induktoren kommen Cytokine, wie In-
terleukin (I1)-1«, I11-13, 11-6, Tumornekrosefaktor (TNF)-«, Interferon-y in betracht
[Harder et al., 2000].

Es gibt bereits Studien, die eine therapeutische Nutzbarkeit antimikrobieller
Peptide untersuchen (Informationen auf den Internetseiten: www.mbiotech.com,

www.intrabiotics.com, www.xoma.com, www.magain.com/home.htm.) So zeigt
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das ein kiinstlich generierte antimikrobielle Peptid MBI-226, eine effektive Redu-
zierung der kutanen Besiedlung durch Candida albicans und verschiedene Erreger
katheter-assozierter Infektionen (Hancock und Patrzykat, 2002; Sader et al., 2004).
Weitere Studien untersuchen die Anwendung bei Pneumonien (Steinberg, 1997),
septischen Schock (Kirikae et al., 1998) und oraler Mukositis (Loury et al., 1999). Ne-
ben der synthetischen Herstellung antimikrobieller Peptide werden auch die Mog-
lichkeiten gentherapeutischen Vorgehens diskutiert und experimentell erprobt. So
gelang in einem Mausmodell mit hBD-2 transfizierten Tumorzellen die Induktion
einer bakteriozid wirksamen Konzentration dieses antimikrobiell wirksamen De-
fensins (Huang et al., 2002). Auch bei der Herstellung kiinstlicher Hauttransplanta-
te zur Versorgung von Brandwunden werden iiberexpremierende Zellen als Schutz
vor Infektionen und resultierenden Transplantatversagen erprobt (Carretero et al.,
2004).

Gegen AMP sind bisher wenige Resistenzen beschrieben worden. Dabei handelt es
sich um Bakterien, die AMP proteolytisch spalten konnen, (wie St.aureus), AMP-
bindende Molekiile besitzen, (wie E.coli) oder die elektrostatischen Eigenschaften
der bakteriellen Zelloberflache verandert haben [Kraus and Peschel, 2006].

Eine antibiotische Prophylaxe soll eine ausreichend hohe lokale Gewebekonzentra-
tion eines Antibiotikums erreichen. Die Abgabe des Antibiotikums sollte schnell
erfolgen und die Nebenwirkungen moglichst vermieden werden. Dabei ist insbe-
sondere der Bereich um das Implantat betroffen, da hier durch das Trauma und
die Anwesenheit eines Fremdmaterials das Immunsystem geschwéacht wird, in-
dem die Funktion und Proliferation von Abwehrzellen gehemmt wird [Wang et al.,
1996b,a].
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Zusammenfassung

Pro Jahr werden in Deutschland 350.000 Hiift- und Knieimplantate eingesetzt. Eine
Komplikation, die im Zusammenhang mit diesen implantierten Materialien auftritt,
ist die Knocheninfektion (Osteitis). Eine solche Infektion ist mit systemischer Anti-
biotikatherapie schlecht zu behandeln, da Bakterien in der Lage sind einen Biofilm
auszubilden, der vor dem Antibiotikaangriff schiitzt. 1,9% der eingesetzten Implan-
tate miissen sogar reoperiert werden. Bei ca. 25.000 € pro Implantat entstehen so
erhebliche Kosten. Oberstes Ziel zur Verhinderung bakterieller Knocheninfektionen
ist eine effektive Infektprophylaxe, die die Anheftung der Bakterien schon im frithen
und entscheidenden Stadium des Infektionsprozesses blockiert. Eine wirkungsvolle
Moglichkeit ist die Implantatoberfldche antiinfektiv zu gestalten. Die besorgniserre-
gende Zunahme der antibiotikaresistenten Bakterien macht die Suche nach neuen
Moglichkeiten, Infektion zu verhindern nétig. Die Aufgabe dieser Arbeit war es eine
Beschichtung oder Biosubstanz zu entwickeln, die eine Kolonisation des Implantats

verhindert.

In der vorliegenden Studie sollen verschiedene Beschichtungen hinsichtlich ihrer
Wirksamkeit zur Verhinderung bakterieller Knocheninfektionen untersucht wer-
den. Es stehen Implantate aus medizinischem Stahl zur Verfiigung. Als antimikro-
bielle Wirkstoffe (AMP) wurden zwei verschiedene Defensine und das Cathelizidin
LL-37 verwendet. Hierbei handelt es ich um korpereigene Antibiotika, die antimi-
krobiellen Peptide. Der Vorteil solcher Peptide liegt darin, dass sie als kdrpereigene
Substanzen keine Nebenwirkungen verursachen und bisher sind kaum Resistenzen
bekannt. Zum Aufbringen dieser Peptide auf das Implantat kommen verschiedene
Methoden in Frage. Bei einer Beschichtung mit einem resorbierbaren Arzneistofftra-
ger auf der Basis von Polymilchsdure (Resomer R203®) wurden die AMP und Van-
comycin in dieses Polylaktid (PDLLA)-Gertist eingelagert und auf Metallstdbchen
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aufgebracht. Versuche zur Elution zeigten, dass innerhalb der ersten 12 Stunden
am meisten Defensin freigesetzt wurde und sich danach die Abgabemenge verrin-
gert. Beim Nachweis der bakteriziden Eigenschaften der Beschichtung bildete sich
in der mikrobiologischen Untersuchung ein Bakterienhemmbhof bei einer Beschich-

tung mit integriertem Vancomycin.

Eine weitere Moglichkeit AMP aufzubringen basiert auf der Grundlage des mensch-
lichen Gerinnungssystems. Nach der erfolgreichen Kopplung von AMP an Fibrino-
gen wurde dies mit Hilfe des Enzyms Thrombin zur Gerinnung gebracht. Zur Frei-
setzung der Wirkstoffe wurden die Gerinnsel mit dem Enzym Plasmin inkubiert.
Dadurch 16ste sich das Gerinnsel auf und es konnte eine stetig wachsende Abgabe
von Vancomycin, hBD-2 und LL-37 mit bakterizider Wirkung nachgewiesen wer-

den.

Ein grundlegend verschiedener Ansatz Wirkstoffe auf eine Metalloberfliche zu
bringen, wurde mit der kovalenten Beschichtung verfolgt. Hierbei werden die Wirk-
stoffe tiber Spacermolekiile auf der Metalloberflaiche immobilisiert. Bei dieser Tech-
nik erfolgt keine Abgabe der Wirkstoffe. Der bakterizide Einfluss der an der Ober-

flache gebundenen Wirkstoffe wurde mikrobiologisch untersucht.

Zusammenfassend ladsst sich sagen, dass alle drei Beschichtungstechniken in der
Lage waren ein Bakterienwachstum zu hemmen. Im Zusammenhang mit AMP ist
sowohl die Beschichtung mit Fibrinogen, als auch die kovalente Beschichtung am
besten geeignet. Da durch die Alterung der Gesellschaft der Einsatz von Prothesen
zunehmen wird, ist es sinnvoll den Ansatz der Implantatbeschichtung weiter zu

verfolgen.
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