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1 Einleitung

Besonders in Zeiten steigender Antibiotikaresistenz wird antimikrobiellen Peptiden
(AMPs) als endogener Wirkstoff eine wichtige Bedeutung zugeschrieben. Sie treten im
Korper in geringen physiologischen Konzentrationen auf, beispielsweise in der
Schleimhaut, und stellen ein Bindeglied zwischen der angeborenen und der
erworbenen Immunabwehr dar (Lai und Gallo, 2009). Zahlreiche Faktoren
beeinflussen die Wirkungsweise von AMPs auf die Uberlebensrate von
Mikroorganismen. Hierzu zahlen Umweltbedingungen, wie der pH-Wert oder die
ionische Starke (Walkenhorst, 2016). Bakterien entwickeln hingegen vielzahlige
Schutzmechanismen, um ihr Uberleben zu sichern, beispielsweise die Expression
bestimmter Virulenzfaktoren oder die Formation eines Biofilmes (Joo et al., 2016).
Denn Bakterien, die sich in einem festen Verbund organisieren, zeigen sich im
Gegensatz zu frei beweglichen planktonischen Zellen weniger empfindlich gegenlber

antimikrobiell wirksamen Substanzen (Costerton et al., 1987).
1.1 Entstehung des dentalen Biofilmes

Initial bildet sich auf der gereinigten Zahnhartsubstanz ein sekundares
Schmelzoberhautchen, die Pellikel, die sich trotz guter Mundhygiene nicht vollstandig
beseitigen lasst (Kolenbrander et al., 2002). Sie besteht aus prolinreichen und
phosphathaltigen Proteinen, Glykoproteinen und Enzymen, die als Rezeptoren flr
spater ansiedelnde Bakterien dienen (Hellwig et al., 2013, Kolenbrander et al., 2002).
Zunachst lagern sich Streptokokken der Spezies Streptococcus sanguinis Uber
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen reversibel an und haften
anschlieBend an die Oberflache (Cowan et al., 1987). Obgleich Streptokokken
ungefahr 20% der bakteriellen Flora in der Mundhohle stellen (Kolenbrander, 2000),
sind Actinomyces naeslundii ebenfalls wichtige Frihbesiedler, indem sie Uber Fimbrien
an die prolinreichen Speichelproteine binden (Rosan und Lamont, 2000).
Streptokokken koaggregieren sowohl untereinander als auch mit anderen
Bakterienspezies (Kolenbrander et al.,, 1990). Die Bildung extrazellularer
Polysaccharide beglnstigt die Etablierung des Biofilmes (Nobbs et al., 2009).
Mikroorganismen kdnnen aufgrund des Zeitpunkts ihrer Anheftung in Frih- und in
Spatbesiedler eingeteilt werden (Kolenbrander et al., 2002). Hierbei wird

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) eine Vermittlerfunktion zugeschrieben, da es



sowohl mit fruh als auch mit spat anlagernden Mikroorganismen koaggregiert und die
Ausbildung des Biofilmes begunstigt (Kolenbrander und London, 1993). Zu den
Spatbesiedlern gehdren neben Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans) die Pathogene Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) und

Prevotella intermedia (P. intermedia) (Kolenbrander und London, 1993).

Ein wichtiger Faktor fur die geringe Sensitivitdt gegenuber Antibiotika ist das
Vorhandensein gramnegativer Pathogene, die durch die Bildung von Virulenzfaktoren
das Fortbestehen des Biofilmes sichern (Meuric et al., 2013). Dieser spielt eine
entscheidende Rolle bei der Etablierung der Parodontitis (Darveau, 2010) und in der

Pathogenese endodontogener Infektionen (Neelakantan et al., 2017, Noiri et al., 2002).
1.2 Bakterienassoziierte Erkrankungen

Die in einem Biofilm auftretenden oralpathogenen Mikroorganismen sind in der Lage
unterschiedliche Erkrankungen in der Mundhdhle hervorzurufen. Eine davon ist die
Parodontitis apicalis. Diese entwickelt sich als Folge einer unbehandelten Karies,
Traumata oder fehlerhafter endodontischer Behandlungen (Nair, 2004). Ursachlich flr
die Pathogenese der periapikalen Entzindung sind bakterielle Abbauprodukte, die
sich im Wurzelkanalsystem ausbreiten (Kakehashi et al., 1965, Torabinejad et al.,
1985). Im Keimspektrum werden vorwiegend Anaerobier der Gattung Streptococcus
spp., Parvimonas spp. und Prevotella spp. nachgewiesen (Kist et al., 2017). Die Studie
von Fujii und Kollegen bestatigte dies, da sich in der Flora des Wurzelkanalsystems
einer Parodontitis apicalis 51,6% fakultativ anaerobe, 38,7% obligat anaerobe und
9,7% aerobe Mikroorganismen befanden (Fuijii et al., 2009). Initial wandern Zellen der
unspezifischen Abwehr mit dem Ziel der bakteriellen Eliminierung in das betroffene
Areal ein (Nair, 2004). Bei bestehender Infektion wehren zusatzlich Plasmazellen und
Lymphozyten als Vertreter des adaptiven Immunsystems die Pathogene ab
(Stashenko et al., 1998). Infolgedessen kommt es zu einem gesteigerten Blutfluss mit
einer Erhdhung der Gefallpermeabilitat (Stashenko et al., 1998, Torneck, 1981). Die
immunologische Abwehrreaktion |6st schlieRlich eine apikale Knochenresorption aus
(Stashenko et al, 1992). Neben F. nucleatum finden sich auch A.
actinomycetemcomitans und P. gingivalis in endodontischen Infektionen (Pereira et al.,
2017).



Zudem werden F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis bei
parodontalen Erkrankungen nachgewiesen (Moore und Moore, 1994, Slots und Ting,
1999, Yong et al., 2015). Eine Gingivitis, die nicht durch gute Mundhygiene ausheilt,
kann in eine chronische Erkrankung, die Parodontitis, Ubergehen (Pihlstrom et al.,
2005). Initial wandern verstarkt polymorphkernige neutrophile Granulozyten und
Makrophagen durch das Saumepithel, um Mikroorganismen zu phagozytieren
(Figueredo et al., 2019, Kinane, 2001). Aufgrund persistierender Plaqueakkumulation
kommt es zum Zelltod von Granulozyten, die dabei toxische Bestandteile freisetzen
(Kinane, 2001). Das Lipopolysaccharid (LPS) in der aulleren Bakterienmembran
gramnegativer Mikroorganismen bewirkt die Freisetzung von TNF-a, IL-13 und IL-6
(Andersson et al., 1992). Lacroix und Rivest zeigten in einem Tierversuch mit Ratten,
dass IL-1B und TNF-a die Synthese von COX-2 mRNA induzierten (Lacroix und Rivest,
1998). Die Cyclooxygenase-2 veranlasst die Bildung von Prostaglandinen (Rivest et
al., 2000). Der Zustand der initialen Entzindung zeichnet sich durch die Vasodilatation
der Blutgefalle aus, ist reversibel und beschrankt sich auf das koronale Saumepithel
(Kinane, 2001). Payne und Kollegen zeigten, dass nach einer Plaqueansammlung von
acht Tagen subepithelial verstarkt Lymphozyten infiltrierten und die Erweiterung der
Blutgefale zunahm (Payne et al., 1975). Nach einer Plagueakkumulation von zwei bis
drei Wochen entwickelt sich aus der frihen Gingivitis eine etablierte Gingivitis. Auf die
etablierte Gingivitis folgt schliel3lich die Parodontitis (Kinane, 2001). Die Parodontitis,
eine entzundliche Erkrankung des Zahnhalteapparates, zeichnet sich durch Gewebe-

und Attachmentverlust aus (Darveau, 2010).
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Abbildung 1: Die Entwicklung der Parodontitis (Kinane, 2001)

Bei der Etablierung einer Parodontitis tragen Matrix-Metalloproteasen (MMP)
entscheidend zur parodontalen Destruktion bei, da sie fur den Abbau der
extrazellularen Matrix sowie Kollagen verantwortlich sind (Gursoy et al., 2010, Sorsa
et al., 2004). Dabei gilt A. actinomycetemcomitans als besonders pathogen, da sein
Virulenzfaktor, Leukotoxin, die Freisetzung von MMP-8 induziert (Claesson et al.,
2002). Nach einer Studie von Rai und Kollegen lagen MMP-8 im Speichel und MMP-9
in der Sulkusflissigkeit bei Patienten mit Parodontitis und Gingivitis in hoherer
Konzentration als bei der gesunden Kontroligruppe vor (Rai et al., 2008). Die
parodontale Infektion bewirkt den bindegewebigen Attachment- sowie den
irreversiblen Gewebeverlust und endet mdglicherweise nach dem Abbau des

Alveolarknochens mit Zahnverlust (Darveau, 2010).
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Abbildung 2: Darstellung unterschiedlicher Entzundungsmediatoren, welche die

Reifung der Osteoklasten und damit die Knochenresorption fordern (Lerner, 2006)

Das RANKL/RANK/OPG System ist wichtig fir die Differenzierung der Osteoklasten
und steuert den Knochenumbau (Lerner, 2006). RANKL wird von Osteoblasten
freigesetzt und initiiert Uber die Bindung an den RANK Rezeptor auf der Oberflache
von Vorlauferzellen der Osteoklasten ihre Reifung, was schlief3lich den Knochenabbau
bewirkt (Lerner, 2006). Osteoprotegerin (OPG) ist der Gegenspieler von RANKL und
blockiert die RANKL Bindung an den Rezeptor RANK (Boyle et al., 2003, Lerner, 2006).
Wahrend inflammatorischer Prozesse sezernieren aktivierte T-Zellen RANKL und
fordern durch die Freisetzung von Zytokinen wie TNF-oo und IL-1p die
Knochenresorption (Bar-Shavit, 2007, Hofbauer et al., 1999, Lerner, 2006).

Verhaltensbedingte, genetische und systemische Risikofaktoren bestimmen den
Verlauf und Schweregrad der entzundlichen Erkrankung (Jepsen et al., 2011). Zu
diesen zahlen Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus (Jepsen et al., 2011),

oder der Nikotinkonsum (Bergstrom, 2004).

Nach aktuellen Erkenntnissen werden die Parodontitis als Manifestation systemischer
Erkrankungen (Albandar et al., 2018, Jepsen et al., 2018) und die nekrotisierende
Parodontitis (Herrera et al., 2018) unterschieden. Die urspringliche Klassifikation in
chronische und aggresive Parodontitis (Armitage, 1999) wurde unter Parodontitis
zusammengefasst und mithilfe eines Staging- und Gradingsystems definiert



(Papapanou et al., 2018, Tonetti et al., 2018). Das Staging beschreibt das Stadium der
Parodontitis abhangig von dem Schweregrad der Erkrankung sowie der Komplexitat
diese zu behandeln und wird in vier Stadien unterteilt (Papapanou et al., 2018, Tonetti
et al., 2018). Unter Berucksichtigung klinischer und rontgenologischer Aspekte wie
dem klinischen Attachmentverlust, dem Knochenabbau und dem parodontalen
Zahnverlust wird der Schweregrad der Parodontitis bestimmt (Tonetti et al., 2018).
Mithilfe des Gradings werden Krankheitsprogression sowie Risikofaktoren
bertcksichtigt (Papapanou et al., 2018, Tonetti et al., 2018). In Tabelle 1 werden die
Stadien der Parodontitis anhand rontgenologischer und klinischer Gesichtspunkte
definiert.

Stage 1: Stage 2: Stage 3: Stage 4:
Rontgenologischer koronales koronales mittleres bis mittleres bis
Knochenverlust: Drittel Drittel apikales apikales
(< 15%) (15%-33%) Drittel der Drittel der
Wurzel Wurzel
Zahnverlust Nein Nein <4 Zahne =5 Zahne
als Folge der
Parodontitis:
Klinischer 1 bis 2 mm 3 bis 4 mm =25 mm = 5mm
Attachment-
verlust:

Tabelle 1: Einteilung der Stadien der Parodontitis modifiziert nach Tonetti und
Mitarbeiter (Tonetti et al., 2018)

Bestimmte Pathogene wie A. actinomycetemcomitans und P. gingivalis werden mit
einer Parodontitis assoziiert (Slots und Ting, 1999). Allerdings fuhrt erst der
synergetische Effekt mit anderen Mikroorganismen zu einem pathogenen

Krankheitsverlauf (Hajishengallis und Lamont, 2012).

Speziell im subgingivalen Biofilm I6sen Pathogene durch ihre Virulenzfaktoren eine
Immunreaktion aus, welche die Destruktion des Gewebes zur Folge hat (Aberg et al.,
2015, Bodet et al., 2006).
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1.3 Einteilung der Bakterienkomplexe

Socransky und Kollegen teilten Bakterien nach ihrem pathogenen Potential in
Komplexe ein (Socransky et al., 1998). Dabei bildeten Bakterien der Gattung
Streptococcus spp. den gelben, Bakterien der Gattung Capnocytophaga spp.,
Eikenella corrodens, Campylobacter concisus und Actinobacillus
actinomycetemcomitans vom Serotyp a den grinen, und Actinomyces odontolyticus
und Veillonella parvula den lila Komplex. Der orange Komplex setzte sich unter
anderem aus F. nucleatum, Prevotella intermedia und Prevotella nigrescens
zusammen. Der rote Komplex, bestehend aus P. gingivalis, T. forsythia und T.
denticola, wurde mit Symptomen wie ausgepragter Taschensondierungstiefe und
Blutung auf Sondierung assoziiert. A. actinomycetemcomitans vom Serotyp b wurde

keinem Komplex zugeordnet (Socransky et al., 1998).

Gruner Komplex

Capnocytophaga
spp.

Oranger Komplex

Gelber Komplex Eikenella

corrodens

Campylobacter
concisus

Roter Komplex

A. actinomycetem-
comitans a

Streptococcus spp.

Lila Komplex

Abbildung 3: Bakterienkomplexe nach Socransky modifiziert nach Socransky und
Kollegen (Socransky et al., 1998)

Es ist von Bedeutung, dass in der subgingivalen Plaque bestimmte Komplexe
miteinander assoziieren (Socransky und Haffajee, 2002). Socransky und Haffajee
zahlten die Mikroorganismen des gelben, grunen und lila Komplexes zu den
Frihbesiedlern der Zahnoberflache, die in der Regel untereinander und ohne
Bakterien des roten Komplexes assoziierten. Die Bakterien des roten Komplexes
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hingegen waren selten ohne Bakterien des orangen Komplexes anzutreffen
(Socransky und Haffajee, 2002).

In dieser Arbeit werden neben F. nucleatum aus dem orangen Komplex und P.

gingivalis als Vertreter des roten Komplexes A. actinomycetemcomitans untersucht.
1.4 Virulenzfaktoren von Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum kommt sowohl bei parodontalen Erkrankungen als auch bei einer Reihe
von extraoralen Infektionen vor (Moore und Moore, 1994). Das Bakterium bahnt sich
seinen Weg durch das Endothel in bestimmte Gewebe und kann haufig in

Mischinfektionen nachgewiesen werden (Fardini et al., 2011).

F. nucleatum besitzt die Fahigkeit sowohl mit Frih- als auch mit Spatbesiedlern zu
koaggregieren (Kolenbrander und London, 1993) und gilt als Wegbereiter fur eine
stabile Anlagerung von Anaerobiern wie P. gingivalis (Kolenbrander et al., 1989).
Zudem steigert es die Expression von IL-8 aus den Epithelzellen (Gursoy et al., 2008).
Eine UbermaRige Chemotaxis neutrophiler Granulozyten an den Ort des
Entzindungsgeschehens kann zu einer Zerstorung des parodontalen Gewebes
beitragen (Okada und Murakami, 1998). Wenngleich im parodontal gesunden Zustand
pro- und antiinflammatorische Faktoren im Gleichgewicht stehen, fordert F. nucleatum
als Pathogen die Exazerbation der Entziindung (Han, 2015). Des Weiteren zeigten
Gursoy und Kollegen, dass F. nucleatum die Sekretion von Matrix-Metalloproteasen
stimulierte (Gursoy et al., 2008). Daruber hinaus wirkt das Bakterium immunsuppressiv,
indem es die Apoptose von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) und
von Granulozyten, als wichtige Vertreter der Immunabwehr, veranlasst (Jewett et al.,
2000).

1.5 Virulenzfaktoren von Porphyromonas gingivalis

P. gingivalis ist ein Leitkeim der Parodontitis (Slots und Ting, 1999), welche die
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen durch die Ausbreitung von oralen
Pathogenen in die Blutbahn begunstigt (Liccardo et al., 2019). Zudem besitzt das
Bakterium eine Vielzahl an Virulenzfaktoren wie Proteasen, Lipopolysaccharide,
Hamagglutinine und Fimbrien, die fir die Progression der Parodontitis verantwortlich
sind (Ishikawa et al., 1997). Endopeptidasen zerstdéren Bestandteile der extrazellularen
Matrix wie Fibronektin und Kollagen vom Typ Ill, IV und V (Potempa et al., 2000). Die
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Cysteinprotease (Gingipain-1) vermittelt die Spaltung des Komplementfaktors C5,
woraufhin das Anaphylatoxin C5a entsteht, welches die Progression der Parodontitis

durch die massive Invasion von Leukozyten fordert (Wingrove et al., 1992).

Zudem verhindert P. gingivalis mithilfe der Proteinphosphatase (SerB) die Sekretion
von IL-8 aus den Epithelzellen und damit die Rekrutierung zahlreicher neutrophiler
Granulozyten (Takeuchi et al., 2013). Daruber hinaus zeigten Darveau und Kollegen,
dass P. gingivalis die stimulierende Wirkung auf die IL-8 Sekretion anderer

Mikroorganismen wie von F. nucleatum inhibierte (Darveau et al., 1998).
1.6 Virulenzfaktoren von Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans gilt nicht nur als Pathogen fur die Progression der
Parodontitis (Aberg et al., 2015, Slots und Ting, 1999), sondern wird auch mit
koronalen Erkrankungen wie der Endokarditis assoziiert (Yew et al., 2014). Aufgrund
der unterschiedlichen Expression an Virulenzfaktoren von A. actinomycetemcomitans
differiert die Pathogenitat der Serotypen (Herbert et al., 2016).

Das Cytolethal distending Toxin (CdT) besteht aus den Untereinheiten cdtA, cdtB und
cdtC (Lara-Tejero und Galan, 2002, Smith und Bayles, 2006). Nachdem die
enzymatisch aktive Untereinheit cdtB in den Nukleus der Zielzelle eingedrungen ist,
verursacht sie als DNase | einen DNA-Doppelstrangbruch (Lara-Tejero und Galan,
2002). Kann dieser nicht behoben werden, kommt es in der G2/M Phase zum Arrest
des Zellzyklus (Lara-Tejero und Galan, 2002).

Das Leukotoxin (LtxA) bindet an Monozyten und Makrophagen und bewirkt deren Lyse
(Kelk et al., 2011, Kelk et al., 2003). Zudem erweist sich der Virulenzfaktor als
immunsuppressiv, da er abhangig von seiner Konzentration T-Zellen abtétet (Mangan
etal., 1991).

1.7 Immunologischer Abwehrmechanismus

Parodontalpathogene Mikroorganismen sichern ihr Uberleben, indem sie durch den
Einsatz ihrer Virulenzfaktoren die Zellen des Immunsystems abwehren (Holt und
Ebersole, 2005). Der menschliche Koérper muss sich taglich vor einer grol3en Anzahl
an Fremdkorpern und Pathogenen schutzen. Hierbei macht er sich das Immunsystem

zu Nutze, welches sich in ein angeborenes und in ein adaptives System unterteilen
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lasst. Die Schleimhaut ubernimmt durch ihren standigen Kontakt zu Mikroorganismen
eine wichtige Schutzfunktion und dient als physikalische Barriere (Krisanaprakornkit et
al., 2000). Dringen dennoch Erreger in das Gewebe ein, ubernehmen ortsstandige
Makrophagen einen unspezifischen Basisschutz (Kelk et al., 2011). Zahlreiche
Leukozyten wandern in das Entzindungsgebiet ein, um die Pathogene abzuwehren
(Kornman et al., 1997). Zudem wird die FlieRrate der Sulkusflissigkeit, die neben
Immunglobuline zellulare Bestandteile enthalt, um das drei- bis vierfache erhdht
(Hellwig et al., 2013).

Der humorale Bestandteil der angeborenen Immunabwehr ist das Komplementsystem,
das sich aus Uber 30 verschiedenen Proteinen zusammensetzt und Pathogene
abwehrt (Clarke und Tenner, 2014). DarUber hinaus verbindet es das angeborene und
das erworbene Immunsystem (Clarke und Tenner, 2014), zu welchem sowohl B- als
auch T-Lymphozyten zahlen, die fir die spezifische Erkennung und Abwehr von

Pathogenen verantwortlich sind (Hellwig et al., 2013).

Dem Speichel wird eine wichtige immunologische Funktion zugesprochen, da er neben
antimikrobiell wirksamen Enzymen (Lysozyme, Lactoferrin, Peroxidasen) Muzine
enthalt, die zum Schutz vor Pathogenen beitragen (Dodds et al., 2005, Schenkels et
al., 1995).

1.8 Zusammensetzung und Funktion des Speichels

Der Speichel wird von den grof3en Speicheldrisen Glandulae parotideae, Glandulae
submandibulares und Glandulae sublinguales sowie zahlreichen kleinen
Speicheldrisen gebildet (Aumdller et al., 2010). Das Sekret besteht zu mehr als 99%
aus Wasser, anorganischen und organischen Substanzen (Humphrey und Williamson,
2001). Die Glandulae parotideae stellen serdése Drusen dar, wohingegen die
Glandulae submandibulares ein seromukéses und die Glandulae sublinguales ein
mukoserdses Sekret produzieren (Aumduller et al., 2010). Die tagliche physiologische
Speichelmenge in der Mundhdhle betragt in etwa 750 ml, wobei der pH-Wert zwischen
6,2 und 7,6 variiert (Baliga et al., 2013). In einer Studie von Forcella und Kollegen
stellte sich heraus, dass der Ruhespeichelfluss von Kindern sowohl mit dem pH-Wert
als auch mit der Pufferkapazitat korrelierte (Forcella et al., 2018). Insgesamt

ubernimmt der Speichel eine Schutzfunktion (Marsh, 1994). Hierfur macht er sich drei
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unterschiedliche Puffersysteme wie das Bikarbonat-, das Phosphat- und das

Proteinpuffersystem zu Nutze (Bardow et al., 2000).

Mithilfe des Bikarbonatpuffersystems werden die Protonen der Saure an das
Hydrogenkarbonat Ubertragen, und es entsteht eine schwache Kohlensaure, die
wiederum in Wasser und Kohlenstoffdioxid dissoziiert (Bardow et al., 2000). Bei
steigender Speichelflieirate nimmt die Bikarbonat-Konzentration zu und fuhrt durch
die saureneutralisierende Wirkung zu einem pH-Wert Anstieg (Bardow et al., 2000).
Die Zusammensetzung des Speichels korreliert mit oralen Erkrankungen wie Karies
und Parodontitis sowie einer Reihe von systemischen Erkrankungen (Zhang et al.,
2016). Dabei Ubernehmen antimikrobielle Peptide im Speichel durch die Abwehr
pathogener Bakterien eine protektive Aufgabe (Dale et al., 2006).

1.9 Antimikrobielle Peptide (AMPs)

Antimikrobielle Peptide werden von Genen kodiert und konnen aufgrund ihrer
Aminosauresequenz, der Grol3e sowie der raumlichen Anordnung in unterschiedliche
Klassen eingeteilt werden (Bals, 2000). Im Folgenden wird die Familie der Defensine

und das Cathelicidin LL-37 naher beschrieben.
1.9.1 Defensine

Defensine sind kationische, argininreiche Peptide, die antimikrobielle Wirkung
gegenuber Bakterien, Pilzen und bestimmten Viren entfalten (Lehrer et al., 1991).
Aufgrund der drei intramolekularen Disulfidbricken bilden sie die Sekundarstruktur
eines B-Faltblattes und zeigen amphipathische Eigenschaften (Agerberth et al., 2000).
Je nach Anordnung der Cystein Aminosauren und der Disulfidbricken lassen sich die
Peptide in a- und B-Defensine unterscheiden (Ganz und Lehrer, 1998). a-Defensine
zeichnen sich durch eine Lange von 29-35 Aminosauren aus (Bals, 2000), wobei
HNP1-4 als Prapropeptid synthetisiert und erst nach proteolytischer Spaltung als reife
Peptide in der azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten gespeichert werden
(Gallo et al., 2002, Valore und Ganz, 1992). In Abbildung 4 wird das antimikrobielle
Peptid HNP-1 dargestellt.
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Abbildung 4: Darstellung von HNP-1 (Hancock und Chapple, 1999)

HBD-1 und HBD-2 bestehen aus 38 bis 47 Aminosauren und werden von Epithelzellen
mehrerer Organe exprimiert, wobei HBD-2 bevorzugt in der Haut, Lunge und Trachea
nachgewiesen wird (Schroder und Harder, 1999). Proinflammatorische Stimuli wie IL-
18 fordern die Expression von HBD-2 und HBD-3 aus den Zellen, wobei die
Freisetzung von HBD-1 konstitutiv erfolgt (Abiko et al., 2007, Mathews et al., 1999,
Ouhara et al., 2006). Dartuber hinaus bewirken Zellwandextrakte von F. nucleatum
sowie die Mikroorganismen P. gingivalis und A. actinomycetemcomitans die
Freisetzung von HBD-2 mRNA aus oralen Epithelzellen (Dale und Krisanaprakornkit,
2001, Ouhara et al., 2006).

1.9.2 Das Cathelicidin LL-37

LL-37 ist ein lineares a-helikales Peptid ohne die Aminosaure Cystein, dessen
Information auf dem Chromosom 3 gespeichert liegt (Bals, 2000). Genetisch betrachtet
codieren die ersten drei Exons flir das Signal-Peptid am N-Terminus und die pro-
Sequenz, wobei das vierte Exon die Information fiir das variable Carboxyl-Segment
enthalt (Bals und Wilson, 2003). Das Cathelicidin wird als Propeptid in den Granula
neutrophiler Granulozyten gespeichert (Bals, 2000). Erst mit der Abspaltung des
Carboxyl-Abschnittes kann das Peptid als LL-37 seine antimikrobielle Wirksamkeit
entfalten (Bals, 2000, Zanetti, 2005). Die Proteinase 3 ist fur die Abspaltung
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verantwortlich und befindet sich in der azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten
(Serensen et al., 2001).

Exon 1 Exon 2, 3 Exon 4
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Abbildung 5: Genetische Darstellung von LL-37 (Bals und Wilson, 2003)

Zudem wird das Peptid von Epithelzellen und Makrophagen exprimiert (Tada et al.,
2017). Bei dem Kostmann-Syndrom handelt es sich um eine kongenitale Neutropenie,
wobei die Patienten eine verminderte Anzahl an Defensinen und kein LL-37 aufweisen,
wodurch die Pathogenese der Parodontitis begtinstigt wird (PUtsep et al., 2002). Eine
weitere Erkrankung stellt das Papillon-Lefévre-Syndrom dar, eine autosomal-rezessiv
vererbte Hyperkeratose mit frihzeitigem Zahnverlust (Dalgic et al., 2011). Infolge einer
Genmutation, welches fur Cathepsin C kodiert (Toomes et al., 1999), wird im Speichel
der Patienten zwar hCAP18, aber kein reifes Peptid LL-37 nachgewiesen, was zu
schweren Verlaufen einer Parodontitis bis hin zu Zahnverlust fuhrt (Eick et al., 2014).
Frohm und Kollegen belegen die protektive Funktion von LL-37 als Bestandteil der
angeborenen Immunabwehr, da Keratinozyten wahrend entzundlicher Dermatosen
LL-37 freisetzen (Frohm et al., 1997).
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Abbildung 6: Der Pfeil markiert die a-helikale Struktur von LL-37 mit Kennzeichnung
der hydrophoben Seitenketten (Wang, 2008).

1.9.3 Wirkungsweise der AMPs

Antimikrobielle Peptide als Bestandteil des angeborenen Immunsystems zeigen
gegenuber Pathogenen einen unspezifischen und unmittelbaren Abwehrmechanismus
(Dale et al., 2006) und spielen besonders fur die Mundhohle, die dauerhaft
Mikroorganismen ausgesetzt ist, eine wichtige Rolle (Dale et al., 2001). Bereits sehr
niedrige LL-37 Konzentrationen, die unter der minimalen Hemmkonzentration (MIC)
liegen, beeintrachtigen die Formation des Biofilmes in vitro (Overhage et al., 2008).
Das Cathelicidin erschwert die initiale Anheftung von Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) an die Oberflache und veranlasst die Reduktion von Quorum sensing
Genen (Overhage et al., 2008). Bakterien entwickeln das Quorum sensing, einen
genetischen Informationsaustausch, um sich vor auf3eren Einflissen zu schitzen
(Marsh, 2004). Die antimikrobielle Wirkung der Peptide richtet sich gegen grampositive
und gramnegative Bakterien, Pilze und bestimmte Viren (Bals, 2000). Die MIC der
AMPs gegenuber den Mikroorganismen kann in vitro hoher ausfallen als ihre
physiologische Konzentration in der Schleimhaut, die sich flr LL-37 und fir die -
Defensine auf unter 2 ug/ml belauft (Lai und Gallo, 2009). Bestimmte Peptide arbeiten
synergetisch und steigern dadurch ihre antimikrobielle Aktivitat (Nagaoka et al., 2000,
Yan und Hancock, 2001). In einer Studie von Scott und Kollegen beeintrachtigten
kationische Peptide die Wechselwirkung zwischen LPS und dem Lipopolysaccharid
bindenden Protein (LBP) und dadurch die TNF-o Freisetzung durch Makrophagen.
Allerdings wurde ihre antiinflammatorische Wirkung durch strukturelle Eigenschaften
gesteigert, da synthetische Peptide (CP29, CEMA) die TNF-a Ausschittung um mehr
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als 75% reduzierten (Scott et al., 2000). Bowdish und Kollegen zeigten, dass
Indolicidin und LL-37 die durch LPS induzierte TNF-a Freisetzung hemmten. Zudem
beobachteten sie einen synergetischen Effekt der beiden Peptide (Bowdish et al.,
2005).

Des Weiteren ubt LL-37 chemotaktische Wirkung auf Immunzellen aus, indem das
Peptid neben Granulozyten, Monozyten und T-Zellen (Agerberth et al., 2000, Yang et
al., 2000) Mastzellen rekrutiert (Niyonsaba et al., 2002). HBD-1 und HBD-2
ubernehmen Uber die Chemotaxis dendritischer Zellen und T-Zellen
immunstimulierende Funktion (Dale und Fredericks, 2005). Zudem induzieren o-
Defensine neben der Rekrutierung unreifer dendritischer Zellen die Migration naiver T-
Zellen (Yang et al., 2000). Antimikrobielle Peptide nehmen als Bindeglied zwischen
dem angeborenem und erworbenem Immunsystem eine wichtige Stellung in der
Abwehr bakterieller Infektionen ein (Lai und Gallo, 2009). Antimikrobielle Peptide
dringen in den Zellkern ein und verursachen Storungen von Stoffwechselprozessen
(Lehrer et al., 1989, Pinheiro da Silva et al., 2013, Subbalakshmi und Sitaram, 1998).
Daruber hinaus stimuliert LL-37 Endothelzellen und induziert die Angiogenese
(Koczulla et al., 2003). In Abbildung 7 werden die Funktionen des Cathelicidins

graphisch zusammengefasst.
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Abbildung 7: Aufgaben des Cathelicidins (Bals und Wilson, 2003)
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Lehrer und Kollegen zeigten, dass humane Defensine (HNP-1 und HNP-2) sowohl die
aulBere als auch die innere Bakterienmembran von Escherichia coli (E. coli)
permeabilisierten. Dabei bewirkte die Lyse der inneren Zellmembran einen
bakteriziden Effekt. Mithilfe der Elektronenmikroskopie konnten Zellwandablésungen
von E. coli im periplasmatischen Raum und an der aufleren Bakterienmembran

nachgewiesen werden (Lehrer et al., 1989).
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Abbildung 8: (A) Der Stern zeigt auf Zellwandablosungen der inneren Zellmembran im
periplasmatischen Raum. Die Pfeile zeigen Ansammlungen an der aulderen Membran.

(B) Zellwandablagerungen an der aulReren Bakterienmembran (Lehrer et al., 1989)
1.9.4 Wechselwirkung zwischen AMP und bakterieller Membran

Bakterielle Membranen bestehen aus Phospholipiden wie Phosphoglycerid (PG),
Cardiolipin (CL) und Phosphatidylserin (PS) und sind negativ geladen, wohingegen
eukaryotische Zellen Phosphatidylcholin (PC) und Cholesterin in ihrer Zellmembran
enthalten (Yeaman und Yount, 2003). Die negative Oberflachenladung der aufieren
Lipidmembran gramnegativer Mikroorganismen und die kationischen antimikrobiellen
Peptide fuhren zu elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen (Matsuzaki,
1999). Die Differenz des Transmembranpotentials ist von Prokaryoten bis zu 50%
hoher als von Eukaryoten, wodurch die Wechselwirkung kationischer AMPs mit
Mikroorganismen begtinstigt wird (Yeaman und Yount, 2003). Solange das Verhaltnis
von Peptid- zu Lipidkonzentration (P/L) unter einem bestimmten Schwellenwert liegt,
ordnen sich helikale Peptide parallel zur Lipidmembran an (Yang et al., 2001).
Ubersteigt P/L den Schwellenwert, richten sich die Peptide auf und permeabilisieren
die Membran (Yang et al., 2001). Die transmembrane Porenbildung kann mithilfe von

drei unterschiedlichen Modellen, dem toroidal-pore, dem barrel-stave und dem carpet
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model, erklart werden (Brogden, 2005, Wiesner und Vilcinskas, 2010). In Abbildung 9
werden die drei Modelle aufgezeigt, welche die Permeabilisierung der Membran

beschreiben.

barrel-stave model toroidal model carpet model

Abbildung 9: Darstellung des barrel-stave, toroidal-pore und carpet models (Wiesner
und Vilcinskas, 2010)

Im barrel-stave model fligen sich die Peptide in die Membran ein, wobei sich die
hydrophobe Oberflache den Membranlipiden zuwenden, wohingegen der hydrophile
Teil des Peptides das Innere der Pore auskleidet (Oren und Shai, 1998, Wiesner und
Vilcinskas, 2010). Im toroidal-pore model assoziieren die Peptide Uber die gesamte
Membran mit den Lipid-Kopfgruppen, und es folgt eine Wurmloch-ahnliche
Porenbildung (Wiesner und Vilcinskas, 2010, Yang et al., 2001). Beim carpet model
binden die Peptide, die sich parallel zur Membran anordnen, an die Lipid-Kopfgruppen
und lagern sich wie ein Teppich an (Oren und Shai, 1998, Wiesner und Vilcinskas,
2010). Ist eine Schwellenkonzentration erreicht, permeabilisieren sie die Membran und
zerstoren diese unter Ausbildung von Mizellen (Oren und Shai, 1998). Henzler
Wildman und Kollegen beobachteten eine transmembrane Porenbildung von LL-37
uber den toroidal-pore Mechanismus (Henzler Wildman et al., 2003). Vogt und
Bechinger zeigten, dass der pH-Wert Einfluss auf die Protonierung der Aminosaure
Histidin des Peptides LAH4 nahm und dadurch seine Ausrichtung zur Membran

bestimmte. Unter aziden pH-Werten (< 6) ordnete sich das Peptid parallel zur
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Membran an, wohingegen es unter alkalischen pH-Werten (> 7) aggregierte und

seinen hydrophoben Anteil in die Membran einbaute (Vogt und Bechinger, 1999).
1.10 Definition und Einfluss des pH-Wertes

Die o-helikale Struktur des Peptides LL-37 korreliert mit seiner antimikrobiellen
Wirksamkeit und ist von dem vorherrschenden pH-Wert und der Peptidkonzentration
abhangig (Johansson et al., 1998). Der pH-Wert als logarithmische Grolie spiegelt die
Konzentration der Hydronium-lonen (H3O") in der Losung wider und kann Werte
zwischen 0 und 14 annehmen (Atkins und de Paula, 2020, Proksch, 2018). Die
Erniedrigung des pH-Wertes um eine Einheit kommt einer Verzehnfachung der
molaren Konzentration von Hydronium-lonen gleich (Atkins und de Paula, 2020,
Mortimer und Muller, 2019). Ein pH-Wert von 7 entspricht einer neutralen Lésung,
wohingegen in sauren Losungen Hydronium-lonen Uberwiegen und der pH-Wert
kleiner als 7 ist (Mortimer und Mduller, 2019). Bei einem pH-Wert Uber 7 liegt eine
basische Losung vor (Mortimer und Mdller, 2019). Bickel und Cimasoni ermittelten mit
zunehmender Entziindung in der Sulkusflissigkeit pH-Wert Steigerungen von 6,90 auf
etwa 8,66 (Bickel und Cimasoni, 1985). P. intermedia und F. nucleatum kdnnen
Sauren neutralisieren und schaffen durch die Alkalisierung des pH-Wertes fur
saureempfindlichere Bakterien wie P. gingivalis geeignete Proliferationsbedingungen
(Takahashi et al., 1997). Darlber hinaus wirken sich pH-Wert Anderungen auf die
Immunantwort aus, da eine steigende Alkalisierung des pH-Wertes die Apoptose von
Granulozyten begunstigt (Leblebicioglu und Walters, 1999). Der pH-Wert beeinflusst
die Protonierung der beteiligten funktionalen Gruppen abhangig von ihren pKa-Werten
und wirkt sich dadurch auf die Nettoladung des Peptides oder der bakteriellen
Membran und ihre Wechselwirkung aus (Walkenhorst, 2016, Walkenhorst et al., 2013).
Bestimmte Aminosauren der AMPs protonieren unter sauren pH-Werten, wodurch sich
die elektrostatische Interaktion zwischen kationischem AMP und bakterieller Membran
erhoht (Malik et al., 2016). Da die Aminosaure Histidin einen pKa-Wert von ungefahr
6,5 hat, haben histidinreiche Peptide, beispielsweise Clavanine, bei einem pH-Wert
von 5,5 eine hohere Nettoladung als bei einem pH-Wert von 7,4 (Lee et al., 1997). In
einer Studie von Walkenhorst und Kollegen wies das Peptid ARVA bei einem pH-Wert
von 4,0 eine Nettoladung von +4 auf, wohingegen es bei einem pH-Wert von 9,0 eine
Nettoladung von +3,1 zeigte. Dabei fanden sie heraus, dass sich die MSC fir
gramnegative Bakterien linear mit der Abnahme des pH-Wertes aufgrund der
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Zunahme der Peptidnettoladung reduzierte. Allerdings fiel die MSC fur grampositive
Bakterien bei sinkenden pH-Werten hoher aus, was auf die Zusammensetzung der
Bakterienmembran zurtckgefuhrt wurde (Walkenhorst et al., 2013). Die Veranderung
des pH-Wertes fiihrt in einer Losung zu einer Anderung der Konzentration an
unterschiedlich geladenen lonen, die in der Gleichung der ionischen Starke
bertcksichtigt wird (Walkenhorst, 2016, Walkenhorst et al., 2013).

1.11 Definition und Einfluss der ionischen Starke

Nach der Debye-Huckel-Theorie wird in einer Losung jedes lon von einem leichten
Uberschuss an lonen entgegengesetzter Ladung umgeben (Atkins und de Paula,
2020). Der Uberschuss entsteht durch die thermische Bewegung der lonen in der
Lésung, wobei die Coulomb-Wechselwirkung, bei der sich gleichnamig geladene lonen
abstolden und entgegengesetzt geladene lonen anziehen, abgeschwacht wird (Atkins
und de Paula, 2020). Allerdings fuhrt die lonenwolke zur Reduktion des chemischen
Potentials des Zentralions (Atkins und de Paula, 2020). Die lonenstarke (I)

bertcksichtigt alle auftretenden lonen in der Losung (Atkins und de Paula, 2020).

1
I = EZzizbi/be
i

Abbildung 10: Definition der lonenstarke (Atkins und de Paula, 2020)

Die antimikrobielle Wirksamkeit der meisten AMPs wird duch das Auftreten von lonen
wie Na*, Mg?* und Ca?* beeinflusst und erweist sich in Medien geringer ionischer
Starke am effektivsten (Bowdish et al., 2006). Im Wasser nimmt LL-37 bei einer
Konzentration von 40 uM eine ungeordnete Struktur an, bildet jedoch nach dem Zusatz
von 15 mM Na2SO4, NaHCO3 oder NaCF3CO2 eine a-Helix aus, welche mit der
antimikrobiellen Wirksamkeit korreliert (Johansson et al., 1998). Des Weiteren zeigen
Defensine in Medien geringer ionischer Starke verbesserte antimikrobielle
Eigenschaften (Lehrer et al., 1993). Allerdings schwacht die Zunahme der ionischen
Starke die elektrostatische Bindung zwischen Peptid und bakterieller Membran (Zasloff,
2002). Es gilt zu Beachten, dass eine Konzentration von 8-60 mM NaCl im Speichel
ausreicht, um die Wirkung der B-Defensine zu beeintrachtigen (Gursoy und Kénénen,
2012). Tomita und Kollegen beobachteten, dass divalente Kationen die antimikrobielle
Wirkung von HBD-2 bereits bei niedrigeren Konzentrationen beeintrachtigten als
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monovalente Kationen (Tomita et al., 2000). HBD-3 entfaltet bis zu Konzentrationen
von 200 mM Na* antimikrobielle Wirkung, was moglicherweise auf seine Nettoladung
zurtckgefuhrt werden kann (11+), wohingegen HBD-1 bis zu Na*-Konzentrationen von
100 mM antimikrobielle Wirkung zeigt und damit empfindlicher auf die Veranderung
der lonenkonzentration reagiert (Gursoy und Kononen, 2012). Bei einem Anstieg von
20 mM auf 150 mM NaCl nimmt die antimikrobielle Fahigkeit von HBD-2 gegentiber E.
coli um das achtfache ab (Bals et al., 1998). Eine Studie von Nagaoka und Kollegen
demonstrierte, dass die antimikrobielle Wirkung von HNP-1 gegenulber E. coli und S.
aureus bereits bei 150 mM NaCl aufgehoben wurde, wobei diese fur LL-37 um das 10-
fache reduziert war. Nichtsdestotrotz erzielte das a-Defensin mit dem Cathelicidin
einen synergetischen Effekt in der Porenbildung von bakteriellen Membranen
(Nagaoka et al., 2000). NaCl-Konzentrationen ab 100 mM hemmen die antimikrobielle
Wirkung von LL-37 gegenuber A. actinomycetemcomitans, wobei ab einer
Konzentration von 600 mM kein antimikrobieller Effekt beobachtet werden kann
(Tanaka et al., 2000). Park und Kollegen machen den Verlust der a-helikalen Struktur
des Peptides unter dem Zusatz von NaCl fur die eingeschrankte antimikrobielle
Aktivitat verantwortlich (Park et al., 2004).
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2 Fragestellung und Studienziel

Da antimikrobielle Peptide als Bestandteil des angeborenen Immunsystems eine
bedeutende Rolle in der Abwehr von Pathogenen spielen (Dale et al., 2006, Hancock
und Scott, 2000), ist es von grol3er Wichtigkeit, verschiedene Umgebungsbedingungen

auf ihren Wirkmechanismus zu berUcksichtigen.

In dieser Arbeit wurden AMPs (HNP-1, HBD-2, LL-37) in unterschiedlichen
Peptidkonzentrationen (5 ug/ml, 50 ug/ml, 200 ug/ml) hinsichtlich ihrer antimikrobiellen
Wirksamkeit gegentber oralpathogenen Mikroorganismen (P. gingivalis, F. nucleatum,
A. actinomycetemcomitans) beurteilt. Es wird die erste Arbeitshypothese aufgestellt,

dass AMPs unterschiedliche Wirkung auf Monospezieskulturen zeigen.

Um mdglichst realistische Bedingungen zu erhalten, wurden der Einfluss der pH-Werte
(pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0) sowie die ionische Starke auf die antimikrobielle Wirkung
gegenuber den Bakterien untersucht. Dabei kamen Pufferlosungen (0,1 M, 0,2 M) zum
Einsatz. Die zweite Arbeitshypothese nimmt an, dass sowohl die pH-Werte als auch

die ionische Starke die antimikrobielle Wirkung beeinflussen.

Es ist anzunehmen, dass sich AMPs in Abhangigkeit von Umweltbedingungen

unterschiedlich auf die bakterielle Uberlebensrate auswirken.
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3 Material und Methode

3.1 Anzucht der Mikroorganismen

In dieser Arbeit wurden gefriergetrocknete Stammkulturen der Bakterien (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, F. nucleatum) verwendet und nach ihrer
Anzucht unterschiedlichen Wachstumsbedingungen ausgesetzt. Die Stammkulturen
der Mikroorganismen gefroren bei -196°C in der Gasphase eines Stickstofftanks
(Therma, Schwerte, Deutschland). Die Bakterienkulturen wurden vor ihrer Anzucht
aufgetaut. Die Anzucht von P. gingivalis und von F. nucleatum erfolgte auf
vorreduzierten festen Nahrmedien in der Anaerobierbank. Mit der Impfése wurden
Bakterien aufgenommen und mithilfe des Dreiosenausstriches auf einer Schadler
Agarplatte (Schaedler Agar mit Vitamin K1 und 5% Schafsblut, BD, Heidelberg,
Deutschland) ausgestrichen. Nach frihestens 48 Stunden war auf den Agarplatten
bakterielles Wachstum sichtbar. Anschliefend wurden die Bakterien mithilfe des
Dreidsenausstriches auf neue Agarplatten Uberimpft und bebritet. In Abbildung 11 bis

Abbildung 13 wird das Wachstum der Bakterien dargestellt.

Abbildung 11: Wachstum von Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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Abbildung 12: Wachstum von Porphyromonas gingivalis

Abbildung 13: Wachstum von Fusobacterium nucleatum
3.2 Kulturbedingung von Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Der fakultative Anaerobier, A. actinomycetemcomitans, bendtigte fur sein Wachstum
kein anaerobes Milieu und wurde in einem COz2-Inkubator (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) bei 60% relativer Luftfeuchtigkeit, 5,8% CO2 und einer Temperatur
von 37°C inkubiert.

3.3 Kulturbedingung anaerober Mikroorganismen

Die Inkubation von P. gingivalis und von F. nucleatum fand unter Sauerstoffausschluss

in einer integrierten Kammer in der Anaerobierbank statt. Das sauerstofffreie Milieu im
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Inneren der Werkbank wurde durch ein Gasgemisch (5% H2, 10% COz2, 85% N2)
aufrechterhalten. Die Bebrutungstemperatur lag bei 37°C. Zusatzlich wurden die
Anaerobier in Tépfen, die mit einem Gaspak (BD, New Jersey, USA) versehen wurden,
in einem CO2-Inkubator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) aul3erhalb der
Werkbank bebrutet. Auf den genauen Aufbau der anaeroben Werkbank sowie ihrer

Funktionsweise wird im Folgenden eingegangen.
3.4 Aufbau und Funktionsweise der anaeroben Sicherheitswerkbank

Das sauerstofffreie Milieu in der Hauptkammer der Werkbank (Bactron I, Sheldon
Manufacturing Inc., Cornelius, OR, USA) wurde mithilfe eines Gasgemisches aus 5%
H2, 10% CO2 und 85% N2 (Linde, Minchen, Deutschland) aufrechterhalten. Ein
Indikatorstreifen (BD, New Jersey, USA) im Arbeitsfeld kontrollierte die anaerobe
Atmosphare. Nach der Befeuchtung mit destilliertem Wasser zeigte der
Indikatorstreifen nach ungefahr 9 Stunden einen Farbumschlag von hellblau auf weif3.
Der Hauptbereich, an den sich zwei Armports anschlossen, war zusatzlich Uber ein
Fenster mit einem zweiten Zugang, der als Schleuse bezeichnet wurde, verbunden.
Unter anaeroben Bedingungen konnten Uber diese Materialien in das Arbeitsfeld
hinein- und heraustransportiert werden. Vor jedem Arbeitsbeginn und wenn in der
Schleuse ein anaerobes Milieu geschaffen werden musste, wurde dreimal Vakuum
aufgebaut und anschlielRend mit Gas geflutet. Erst dann durfte der Zugang zum
Hauptbereich geodffnet werden. Auf diese Weise wurde die Sauerstoffzufuhr in die
Hauptkammer minimiert, um die anaeroben Bedingungen aufrechtzuerhalten. Dartber
hinaus absorbierte ein im Inneren der Werkbank angebrachter Katalysator, der
Palladium enthielt, den verbliebenen Sauerstoff. Der Katalysator wurde taglich in
einem Ofen bei 180°C reaktiviert. Zur zusatzlichen Sauerstoffeliminierung dienten

GasPaks (BD, New Jersey, USA), die taglich erneuert wurden.
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Abbildung 14: Anaerobierbank mit Schleuse und Armports

3.5 Herstellung der Bakteriensuspension

Eine Bakterienkolonie wurde in einem flussigen Medium geldst. Das Medium bestand
aus 49,5 ml Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und 0,5 ml BHI (Walkenhorst et al.,
2013). Fur das BHI Medium wurde die entsprechende Substanz eingewogen, in
destilliertem Wasser gelost und schlieBlich zum Kochen gebracht. Es folgte die
Autoklavierung mithilfe eines Dampfsterilisators (H+P, Munchen, Deutschland) bei
121° C fur 15 Minuten. Im Anhang wird die genaue Zusammensetzung des BHI
Mediums dargestellt. Mit einer Impfése wurde eine Bakterienkolonie von der Agarplatte
aufgenommen und in 1000 pl flissigem Medium gelést und resuspendiert.
AnschlieRend wurden von dieser Suspension 120 ul abpipettiert und mit 1080 pl
flissigem Medium vermischt. Flr die Durchfiihrung des Versuchs wurden 60 ul der
verdunnten Bakteriensuspension bendtigt und in ein Well der 96-Well-Platte pipettiert.

In Abbildung 15 wird die Herstellung der verdiinnten Bakteriensuspension dargestellt.
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Abbildung 15: Herstellung der verdinnten Bakteriensuspension
3.6 Zubereitung der Pufferlosungen

Der Versuch wurde fir die pH-Werte pH 5,0, pH 6,0 und pH 7,0 durchgefihrt.
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) und Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa4)
dienten zur Herstellung des Phosphatpuffers. Die Stoffmengenkonzentration (c) wurde
auf 0,1 M und auf 0,2 M festgelegt. Schliel3lich wurden molare Pufferldsungen
hergestellt. Unter Zuhilfenahme einer Formel wurde die bendtigte Masse (m) an
K2HPO4 und KH2PO4 fur die jeweilige Pufferlosung (V = 100 ml) berechnet. Des
Weiteren war die Kenntnis der molaren Masse (M) von K2HPO4 (M = 174,2 g/mol) und

von KH2PO4 (M = 136,09 g/mol) fir die Berechnung von Bedeutung.
m= Mx*cx*V

Die Zusammensetzung der entsprechenden Pufferlosung kann dem Anhang
entnommen werden. Vor der Verwendung wurden die Pufferldsungen in einem
Dampfsterilisator (H+P, Minchen, Deutschland) bei 121° C fur 15 Minuten autoklaviert.
Im Anhang wird eine Ubersicht der Versuchsgruppen fiir die unterschiedlichen pH-
Werte dargestellt.
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3.7 Herstellung antimikrobieller Peptidilosungen

In der Arbeit wurden HNP-1, HBD-2 und LL-37 als Vertreter der antimikrobiellen
Peptide fur den Sensibilitatstest der Bakterien verwendet. Die Peptide lagen
lyophilisiert vor und wurden von der Firma Peptide Institute (Osaka, Japan) geliefert.

In Tabelle 2 ist die Aminosauresequenz der verwendeten AMPs aufgelistet.

Name des AMPs Aminosauresequenz

Human beta defensin 1 (HNP-1) | Ala-Cys-Tyr-Cys-Arg-lle-Pro-Ala-Cys-lle-Ala
Gly-Glu-Arg-Arg-Tyr-Gly-Thr-Cys-lle-Tyr-Gin
Gly-Arg-Leu-Trp-Ala-Phe-Cys-Cys

Human beta defensin 2 (HBD-2) | Gly-lle-Gly-Asp-Pro-Val-Thr-Cys-Leu-Lys-Ser
Gly-Ala-lle-Cys-His-Pro-Val-Phe-Cys-Pro-Arg
Arg-Tyr-Lys-GIn-lle-Gly-Thr-Cys-Gly-Leu-Pro
Gly-Thr-Lys-Cys-Cys-Lys-Lys-Pro

Cathelicidin (LL-37) Leu-Leu-Gly-Asp-Phe-Phe-Arg-Lys-Ser-Lys
Glu-Lys-lle-Gly-Lys-Glu-Phe-Lys-Arg-lle-Val
GIn-Arg-lle-Lys-Asp-Phe-Leu-Arg-Asn-Leu-Val-
Pro-Arg-Thr-Glu-Ser

Tabelle 2: Darstellung der Aminosauresequenzen der verwendeten antimikrobiellen

Peptide

Das Cathelicidin LL-37 beinhaltete eine Menge von 1000 ug/ml Peptid pro Flasche.
HNP-1 und HBD-2 enthielten 110 ug/ml Peptid pro Flasche. Zunachst mussten die
Peptidldsungen zubereitet werden. Hierflr wurden die gefriergetrockneten Defensine
mit 110 pl und LL-37 mit 1000 ul der 0,025% Essigsaure versetzt. Die Herstellung der
0,025% Essigsaure erfolgte durch das Losen von 25 pl einer 100% Essigsaure in 100
ml destilliertem Wasser. Anschlielend wurden fir alle AMPs Stammlésungen mit den
Konzentrationen 5 ug/ml, 50 pg/ml und 200 pg/ml hergestellt. Im Anhang wird eine

Ubersicht der Stammldsungen in der entsprechenden Konzentration dargestellt.

31



3.8 Beschreibung des Versuchsaufbaus

Ein Well der 96-Well-Platte enthielt insgesamt 170 yl Suspension. Diese setzte sich
aus 60 pl verdunnter Bakteriensuspension, 60 pyl molarer Pufferlosung und 50 pl
Peptidlosung in der entsprechenden Konzentration zusammen. Die Negativkontrolle
beinhaltete 50 pl der 0,025% Essigsaure. Anschlieliend wurde die 96-Well-Platte in
dem eingebauten Brutschrank der anaeroben Werkbank unter standiger Gasflutung
bei 37°C inkubiert. Nach 30 Minuten wurde in jedes Well 120 ul zweifach
konzentriertes BHI Medium hinzu pipettiert. Die Zusammensetzung des zweifach
konzentrierten BHI Mediums kann dem Anhang enthommen werden. Die 96-Well-
Platte wurde in einem Topf zusammen mit einem GasPak (BD, New Jersey, USA) aus
der anaeroben Werkbank geschleust und in einem CO2-Inkubator (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) bei 37°C bebritet. Nach einer Inkubationszeit von circa
12 Stunden wurde mithilfe der Biolumineszenz die Uberlebensrate der
Mikroorganismen bestimmt. Insgesamt wurde der Versuch dreimal fur jedes Bakterium
durchgefuhrt.

3.9 Die Biolumineszenz

Luciferin wird zusammen mit Sauerstoff unter Energieverbrauch Uber die
Enzymaktivitat der Luciferase oxidiert und gibt schlief3lich Licht ab (Arndt, 2013, Finger
et al., 2013, Thorne et al., 2010). In Abbildung 16 wird die Luciferin-Luciferase-
Reaktion dargestellt.

M,g2+

Luciferin,eg + 0, + ATP - Luciferin,, + CO, + H,0 + AMP + PP; + hv
Luciferase

Abbildung 16: Reaktionsgleichung (Arndt, 2013)

Die Lichtemisson wird mithilfe des Luminometers (Promega, Manheim, Deutschland)
erfasst und in der Einheit der Relativen Light Units (RLU) angegeben (Nante et al.,
2017). Die Luciferin-Luciferase-Reaktion dient dem quantitativen Nachweis von
Adenosintriphosphat (ATP) (Arndt, 2013). Dabei spiegelt das zellulare ATP die Anzahl

der Mikroorganismen wider (Nante et al., 2017).

Fir die Durchfihrung der Biolumineszenz wurde ein Reagenz hergestellt, das sich aus
10 ml BacTiter-Glo™ Substrat (Promega, Manheim, Deutschland) und aus 10 ml
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BacTiter-Glo™ Puffer (Promega, Manheim, Deutschland) zusammensetzte. Das
Substrat wurde auf Raumtemperatur gebracht, da Substrat und Puffer urspringlich
lyophilisiert vorlagen und die Temperatur die Anzahl an Luciferase-Reaktionen und

dadurch die Starke der Biolumineszenz beeinflusst.

Die fiir das BacTiter-Glo™ Assay (Promega, Manheim, Deutschland) verwendete 96-
Well-Platte (Glo Max 96 Microplate, Promega, Manheim, Deutschland) war opak mit
einem durchsichtigen Boden. Ein Well enthielt 100 pl der zu untersuchenden
Suspension und 100 pl Reagenz. Zwei Wells dienten zur Positivkontrolle. Sie
beinhalteten 100 pl NaCl und 100 ul Reagenz. Die befillte 96-Well-Platte wurde an die
Raumtemperatur angepasst und anschliel3end fur mindestens 5 Minuten mit einem

Vortexmischer (IKA, Deutschland) mit Schuttelbewegungen durchmischt.

Abbildung 17: Darstellung des Vortexmischers

SchlieBlich erfasste der Luminometer (Promega, Manheim, Deutschland) die

Lichtemission.
3.10 Statistische Auswertung

Die Uberlebensrate der Bakterien wurde in Prozent der Negativkontrolle dargestellt.
Aufgrund der hohen Streuung der Messwerte wurden die Ergebnisse zusatzlich
mithilfe von Box-Whisker-Plots abgebildet. Whisker sind Linien, die sich an die Box
anschlieBen und sowohl den Minimal- als auch den Maximalwert angeben. Der

schwarze Strich innerhalb des Kastens wird als Median bezeichnet.

Des Weiteren wurde die statistische Auswertung mit einer Statistik-Software
durchgefuhrt (SPSS Version 25, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Unter Zuhilfenahme

des nicht parametrischen Kruskal-Wallis-Tests wurde der Unterschied zwischen den
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Gruppen ermittelt (a-Level 0,05). Dabei wurden die Messwerte durch Range ersetzt.
Verdeutlichte der Kruskal-Wallis-Test einen zentralen Unterschied zwischen den
Gruppen (p < 0,05), wurde im Anschluss ein Dunn-Bonferroni-Test als Post-hoc-Test
paarweise zwischen den Gruppen durchgeflhrt. Bei der Betrachtung von zwei
Gruppen fand der Mann-Whitney-U-Test Anwendung (a-Level 0,05). Um die
Aussagekraft der signifikanten Ergebnisse besser beurteilen zu kdnnen, wurde mithilfe

des Korrelationskoeffizienten (r) die Effektstarke berechnet.

=
r=|—=
Vn
Cohen bewertet r = 0,10 als schwachen Effekt, r = 0,30 als mittleren Effekt und r = 0,50

als starken Effekt (Cohen, 1992).

Ferner wurde eine Regressionsanalyse in Form von einer automatischen linearen
Modellierung durchgefuhrt (a-Level 0,05), um einen Zusammenhang zwischen den

untersuchten Gruppen und der bakteriellen Uberlebensrate zu klaren.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden wird die bakterielle Uberlebensrate in Prozent der Negativkontrolle
deskriptiv dargestellt. Anhand eines Streu-Punkt-Diagrammes wurden vorab einzelne

AusreilRer aus dem Datensatz gefiltert.
4.1 Uberlebensrate von Porphyromonas gingivalis

In Abbildung 18 wird die Uberlebensrate von P. gingivalis unabhangig von den pH-
Werten und der Stoffmengenkonzentration aufgezeigt. Der Kruskal-Wallis-Test
ermittelte einen zentralen Unterschied zwischen den antimikrobiellen Peptiden (p <
0,000). Daher wurde der Dunn-Bonferroni-Test als Post-hoc-Test angewandt und
zeigte, dass HNP-1 sowohl dem Cathelicidin LL-37 als auch HBD-2 in der Reduktion
der Uberlebensrate von P. gingivalis tiberlegen war (HNP-1-LL-37 p = 0,001, r = 0,31;
HNP-1-HBD-2 p < 0,000, r = 0,64). HBD-2 (ibte die schwachste antimikrobielle Wirkung
gegenuber P. gingivalis aus (LL-37-HBD-2 p = 0,001, r = 0,34). Die
Regressionsanalyse bestatigte den hemmenden Einfluss aller untersuchten AMPs auf
die bakterielle Uberlebensrate (HNP-1 p < 0,000; LL-37 p < 0,000; HBD-2 p = 0,009).

FUr das Cathelicidin belegte der Kruskal-Wallis-Test einen zentralen Unterschied
zwischen den Konzentrationen (p = 0,002). Der folgende Dunn-Bonferroni-Test zeigte,
dass 200 pg/ml einer Konzentration von 5 pg/ml Gberlegen waren (p < 0,000, r = 0,60).
Bei 5 pyg/ml Giberlebten rund 35% der Anaerobier, wahrend sich die Uberlebensrate bei

200 pg/ml auf circa 10% reduzierte.

Die Steigerung der Konzentration bewirkte fur HNP-1 keinen signifikanten Mehrwert in
der Reduktion der bakteriellen Uberlebensrate. So erzielten 5 pg/ml eine Reduktion
der Uberlebensrate auf etwa 10%, wohingegen eine 10-fache Konzentration benétigt
wurde, um die Uberlebensrate auf ca. 6% zu verringern. Eine Vervierfachung dieser

Konzentration senkte die Uberlebensrate lediglich auf etwa 5%.
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Uberlebensrate von Porphyromonas gingivalis
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Abbildung 18: Uberlebensrate von P. gingivalis

Im Folgenden wird die Wirksamkeit der antimikrobiellen Peptide in Abhangigkeit von
den pH-Werten dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Test stellte sowohl unter HNP-1 als
auch unter LL-37 einen zentralen Unterschied zwischen den pH-Werten fest (HNP-1
(pH-Werte) p < 0,000; LL-37 (pH-Werte) p = 0,015). Infolgedessen fand der Dunn-
Bonferroni-Test Anwendung, der bei einem pH-Wert von 5,0 eine geringere
Uberlebensrate von P. gingivalis als bei einem pH-Wert von 7,0 ermittelte (HNP-1 (pH
5,0-pH 7,0) p < 0,000, r = 0,70; LL-37 (pH 5,0-pH 7,0) p = 0,005, r = 0,47).
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Box-Whisker-Plot fiir die Uberlebensrate von

Porphyromonas gingivalis unter HNP-1
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Abbildung 19: Darstellung der Uberlebensrate von P. gingivalis bei pH 5,0, pH 6,0
und pH-7,0 unter HNP-1

Zudem zeigte der Dunn-Bonferroni-Test fur das Peptid HNP-1, dass sich die
Uberlebensrate von P. gingivalis bei einem pH-Wert von 6,0 starker reduzierte als bei
einem pH-Wert von 7,0 (p = 0,001, r = 0,55).
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Box-Whisker-Plot fiir die Uberlebensrate von
Porphyromonas gingivalis unter LL-37

1,60E+06
1,40E+06
1,20E+06
1,00E+06
8,00E+05
6,00E+05

4,00E+05

2,00E+05

Mittelwerte der Relativen Light Units (RLU)

L

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0

0,00E+00

Abbildung 20: Darstellung der Uberlebensrate von P. gingivalis bei pH 5,0, pH 6,0
und pH 7,0 unter LL-37

Fir LL-37 belegte der Dunn-Bonferroni-Test, dass die bakterielle Uberlebensrate bei
einem pH-Wert von 5,0 geringer als bei einem pH-Wert von 6,0 ausfiel (p = 0,046, r =
0,33).

Die Regressionsanalyse bestatigte fur alle drei Peptide (HNP-1, LL-37, HBD-2) einen
Zusammenhang zwischen dem pH-Wert von 5,0 und einer Reduktion der
Uberlebensrate von P. gingivalis (HNP-1 (pH 5,0) p = 0,018; LL-37 (pH 5,0) p = 0,026;
HBD-2 (pH 5,0) p = 0,027). Allerdings konnte fur HBD-2 kein zentraler Unterschied

zwischen den pH-Werten ermittelt werden.
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Box-Whisker Plot fiir die Uberlebensrate von
Porphyromonas gingivalis unter HBD-2
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Abbildung 21: Darstellung der Uberlebensrate von P. gingivalis bei pH 5,0, pH 6,0
und pH 7,0 unter HBD-2

Des Weiteren zeigte der Mann-Whitney-U-Test einen zentralen Unterschied zwischen
den molaren Pufferlésungen fur HNP-1 (p = 0,003, r = 0,40). Die Regressionsanalyse
bestatigte sowohl fir HNP-1 als auch fur LL-37 den Zusammenhang zwischen einem
0,1 M Phosphatpuffer und einer héheren Uberlebensrate von P. gingivalis (HNP-1 (0,1
M) p = 0,002; LL-37 (0,1 M) p = 0,047). In der folgenden Abbildung 22 wird die
Uberlebensrate von P. gingivalis in Abhangigkeit von einem 0,1 M und einem 0,2 M

Phosphatpuffer unter der Wirkung von HNP-1 dargestellt.
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Box-Whisker-Plot fiir die Uberlebensrate von
Porphyromonas gingivalis unter HNP-1
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Abbildung 22: Darstellung der Uberlebensrate von P. gingivalis bei 0,1 M und 0,2 M
unter der Wirkung von HNP-1

Zusammenfassend lasst sich eine klare Empfehlung zur Bekédmpfung von P. gingivalis
aussprechen. Die starkste Reduktion der bakteriellen Uberlebensrate wurde durch
eine Behandlung mit HNP-1 bei einem pH-Wert von 5,0 (0,2 M) erzielt.
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4.2 Uberlebensrate von Fusobacterium nucleatum

In Abbildung 23 wird die Uberlebensrate von F. nucleatum unabhangig von den pH-
Werten und der Stoffmengenkonzentration dargestellt, um signifikante Beziehungen
zwischen den Peptiden zu demonstrieren. Der Kruskal-Wallis-Test belegte einen
zentralen Unterschied zwischen den antimikrobiellen Peptiden (p < 0,000). Der im
Anschluss durchgefuhrte Dunn-Bonferroni-Test zeigte, dass LL-37 die bakterielle
Uberlebensrate signifikant reduzierte und den Defensinen (iberlegen war (LL-37—HNP-
1 p <0,000, r=0,50; LL-37-HBD-2 p < 0,000, r = 0,59). Dabei zeigte das B-Defensin

die schwachste antimikrobielle Wirkung.
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Abbildung 23: Uberlebensrate von Fusobacterium nucleatum
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Die Regressionsanalyse bestatigte den hemmenden Einfluss der Peptide auf die
Uberlebensrate von F. nucleatum (LL-37 p < 0,000; HNP-1 p = 0,003; HBD-2 p = 0,007).
Die Steigerung der Peptidkonzentration zeigte flir keines der AMPs einen zentralen

Unterschied in der Reduktion der bakteriellen Uberlebensrate.

In Abbildung 24 und in Abbildung 25 wird die Uberlebensrate von F. nucleatum in
Abhangigkeit von den pH-Werten nach der Behandlung von HNP-1 und HBD-2

dargestellt.

Box-Whisker-Plot fiir die Uberlebensrate von
Fusobacterium nucelatum unter HNP-1
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Abbildung 24: Darstellung der Uberlebensrate von F. nucleatum bei pH 5,0, pH 6,0
und pH 7,0 unter HNP-1
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Box-Whisker Plot fiir die Uberlebensrate von
Fusobacterium nucleatum unter HBD-2
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Abbildung 25: Darstellung der Uberlebensrate von F. nucleatum bei pH 5,0, pH 6,0
und pH 7,0 unter HBD-2

Der Kruskal-Wallis-Test ermittelte sowohl unter der Wirkung von HNP-1 als auch unter
HBD-2 einen zentralen Unterschied fir die bakterielle Uberlebensrate zwischen den
pH-Werten (HNP-1 (pH-Werte) p = 0,012; HBD-2 (pH-Werte) p = 0,004). Der im
Anschluss folgende Dunn-Bonferroni-Test zeigte, dass bei einem pH-Wert von 5,0
eine geringere Uberlebensrate von F. nucleatum als bei einem pH-Wert von 7,0
festzustellen war (HNP-1 (pH 5,0-pH 7,0) p = 0,003, r = 0,50; HBD-2 (pH 5,0-pH 7,0)
p =0,001, r=0,60). Zudem bestatigte die Regressionsanalyse flur die Defensine einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem pH-Wert von 5,0 und der Abnahme der
bakteriellen Uberlebensrate (HNP-1 (pH 5,0) p = 0,002; HBD-2 (pH 5,0) p = 0,004).

Allerdings Ubte das Cathelicidin LL-37 den starksten antimikrobiellen Effekt auf die

Uberlebensrate von F. nucleatum aus.

43



4.3 Uberlebensrate von Aggregatibacter actinomycetemcomitans

In Abbildung 26 wird die Uberlebensrate von A. actinomycetemcomitans dargestellt.

Uberlebensrate von Aggregatibacter
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Abbildung 26: Uberlebensrate von A. actinomycetemcomitans

Die Regressionsanalyse zeigte, dass die antimikrobiellen Peptide eine Reduktion der
Uberlebensrate von A. actinomycetemcomitans bewirkten (LL-37 p < 0,000; HNP-1 p
< 0,000; HBD-2 p < 0,000). Fur HBD-2 war unabhangig von der gewahlten

Konzentration eine Uberlebensrate von ungefahr 35% festzustellen.
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Sowohl fur LL-37 als auch fur HNP-1 stellte der Kruskal-Wallis-Test einen zentralen
Unterschied fir die bakterielle Uberlebensrate zwischen den Konzentrationen fest (LL-
37 (Konzentration) p < 0,000; HNP-1 (Konzentration) p = 0,006). Der folgende Dunn-
Bonferroni-Test belegte, dass eine Konzentration von 200 ug/ml einer Konzentration
von 5 pg/ml Uberlegen war (LL-37 (200 pg/ml-5 pg/ml) p < 0,000, r = 0,93; HNP-1 (200
ug/ml-5 pg/ml) p = 0,002, r = 0,53). HNP-1 verringerte die bakterielle Uberlebensrate
bei 5 yg/ml auf etwa 64%, wohingegen diese bei 200 ug/ml bei circa 29% lag. Unter
LL-37 Uberlebten bei 5 pg/ml etwa 64% der Anaerobier. Bei einer Verwendung der 10-
fachen Konzentration von LL-37 wurde die Uberlebensrate von A.
actinomycetemcomitans auf etwa 33% reduziert (5 ug/mi-50 pg/ml p = 0,005, r = 0,47).
Eine Vervierfachung dieser Konzentration verringerte die bakterielle Uberlebensrate
auf ca. 4% (50 pg/ml-200 yg/ml p = 0,006, r= 0,46). Tabelle 3 stellt den Einfluss der

Konzentration fiir LL-37 in einer Ubersicht dar.

Konzentration Negativkontrolle | 5 ug/ml | 50 ug/ml | 200 pg/mil
Uberlebensrate 100% 64% 33% 4%

Tabelle 3: Vergleich der Konzentrationen und Uberlebensraten von A.

actinomycetemcomitans bei einem Einsatz von LL-37

Die Regressionsanalyse bestatigte, dass HNP-1 und LL-37 sowohl bei einer
Konzentration von 50 ug/ml als auch bei 200 ug/ml einen signifikanten Einfluss auf die
Reduktion der Uberlebensrate von A. actinomycetemcomitans nahmen (HNP-1 (50
pg/ml) p = 0,014; HNP-1 (200 pg/ml) p = 0,003; LL-37 (50 pg/ml) p < 0,000; LL-37 (200
pg/ml) p < 0,000).

Zusammenfassend lasst sich fiir die Reduktion der Uberlebensrate von A.
actinomycetemcomitans eine klare Empfehlung fur LL-37 in der Konzentration von 200

Mg/ml aussprechen.

Die Ubersicht tber die Signifikanzen kann den Tabellen des Anhangs (Tabelle 4 bis

Tabelle 9) enthommen werden.
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5 Diskussion

Die mikrobiologische Arbeit untersucht die Wirkung antimikrobieller Peptide auf die
Uberlebensrate parodontalpathogener Bakterien. Dabei wurde die Steigerung der
Peptidkonzentration berucksichtigt. Da AMPs in der Immunabwehr eine bedeutende
Rolle spielen und in verschiedenen Organen des Korpers auftreten (Dale et al., 2006,
Hancock und Scott, 2000), ist es von grol3er Wichtigkeit, naturlich vorherrschende
Umgebungsbedingungen in ihren Wirkmechanismus einzubeziehen. Deshalb wurde
in dieser Studie die Wirkung der antimikrobiellen Peptide (HBD-2, HNP-1, LL-37) in
Abhangigkeit von verschiedenen pH-Werten (pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0) und der
ionischen Starke auf die bakterielle Uberlebensrate geprift. Hierflir kamen molare

Pufferlésungen (0,1 M, 0,2 M) fUr die entsprechenden pH-Werte zum Einsatz.

Die Ergebnisse der Arbeit verdeutlichten, dass HBD-2 sowohl auf P. gingivalis als auch
auf F. nucleatum die schwachste antimikrobielle Wirkung ausibte. Die Steigerung der
Konzentration von HBD-2 erzielte fur keines der untersuchten Bakterien einen
signifikanten Mehrwert in der Senkung der bakteriellen Uberlebensrate, die sich fiir P.
gingivalis und fur F. nucleatum auf ca. 60% bis 75% und fir A. actinomycetemcomitans

auf etwa 35% reduzierte.

Eine Studie von Joly und Kollegen untersuchte die Sensibilitat von Anaerobiern und
Aerobiern gegenuber HBD-2 und HBD-3. Dabei stellte sich heraus, dass Aerobier im
Vergleich zu Anaerobiern empfindlicher auf p-Defensine waren. Die minimale
Hemmkonzentration von HBD-2 lag fir parodontalpathogene Anaerobier abhangig
von dem Bakterienstamm bei Uber 250 ug/ml (Joly et al., 2004). HBD-2 zeigt
gegenuber gramnegativen Bakterien bessere antimikrobielle Wirkung als gegenuber
grampositiven Bakterien (Harder et al., 1997). Ouhara und Kollegen zeigten, dass
bestimmte Stdmme von A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis und P. intermedia
empfindlicher auf die Wirkung von HBD-3 und LL-37 als auf HBD-1 und HBD-2
reagierten. Daruber hinaus erwies sich F. nucleatum verglichen mit anderen
parodontalpathogenen Bakterien am empfindlichsten gegenuber LL-37 und HBD-3.
Die minimale Hemmkonzentration lag fir die beiden Peptide abhangig von dem
getesteten Bakterienstamm zwischen 12,5 mg/L und 25 mg/L. Die MIC von LL-37 und
von HBD-3 belief sich flr die Bakterienstamme von P. gingivalis, P. intermedia und flr
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die meisten Stamme von A. actinomycetemcomitans auf rund 100 mg/L bis 200 mg/L
(Ouhara et al., 2005).

Unsere Ergebnisse bestatigten, dass LL-37 flr F. nucleatum den anderen Peptiden
uberlegen war (LL-37-HNP-1 p < 0,000, r = 0,50; LL-37-HBD-2 p < 0,000, r = 0,59).
FUr die Sensibilitat von A. actinomycetemcomitans und von P. gingivalis spielte die
Peptidkonzentration des Cathelicidins eine wichtige Rolle. Unsere Ergebnisse zeigten,
dass 5 pg/ml die Uberlebensrate von A. actinomycetemcomitans auf circa 64%
reduzierten, wohingegen die Uberlebensrate bei 200 pug/ml etwa 4% betrug (p < 0,000,
r=0,93). Lag die Uberlebensrate von P. gingivalis bei einer Konzentration von 5 pug/ml
bei etwa 35%, reduzierte sich diese bei 200 ug/ml auf etwa 10% (p < 0,000, r = 0,60).

Altman schilderte eine verminderte Wirksamkeit von LL-37 gegenuber P. gingivalis und
A. actinomycetemcomitans (Altman et al., 2006). Bakterielle Proteasen inaktivieren die
antimikrobielle Wirksamkeit des Cathelicidins (Schmidtchen et al., 2002). Allerdings
fuhrten Bachrach und Kollegen die bakterielle Unempfindlichkeit von P. gingivalis nicht
auf bakterielle Proteasen, sondern auf eine geringe Affinitat zu dem positiv geladenen
Peptid zurlck (Bachrach et al., 2008). Die Modifikation der LPS-Struktur durch
kationische Moleklle reduziert die negative Oberflachenladung der &aufleren
Bakterienmembran und hemmt die Bindungsaffinitat kationischer antimikrobieller
Peptide (Nizet, 2006).

Des Weiteren stellten Raj und Kollegen fest, dass sowohl bestimmte Stamme von A.
actinomycetemcomitans als auch von P. gingivalis bis zu einer Peptidkonzentration
von 200 pM nicht sensibel gegenuber a-Defensinen waren (Raj et al., 2000). Miyasaki
und Mitarbeiter bestatigten, dass o-Defensine keine beachtliche antimikrobielle

Wirksamkeit gegenuber A. actinomycetemcomitans ausubten (Miyasaki et al., 1990).

Unsere Beobachtungen konnten die Ergebnisse der oben dargestellten Studien nicht
bestatigen, da HNP-1 bei 5 ug/ml die Uberlebensrate von A. actinomycetemcomitans
auf etwa 64% reduzierte. Eine 40-fache Konzentrationssteigerung auf 200 pg/ml
veranlasste eine Senkung der bakteriellen Uberlebensrate auf ca. 29% (p = 0,002, r =
0,53). Fur P. gingivalis war HNP-1 sowohl LL-37 als auch HBD-2 Uberlegen (HNP-1-
LL-37 p = 0,001, r = 0,31; HNP-1-HBD-2 p < 0,000, r = 0,64). Die Uberlebensrate von
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P. gingivalis sank unabhangig von der ausgewahlten a-Defensin Konzentration auf
etwa 5%-10%.

Nach unserer Erkenntnis wird die erste Arbeitshypothese angenommen, da AMPs
unterschiedliche Wirkung auf Monospezieskulturen zeigten. Die verwendeten
Peptidkonzentrationen (5 pg/ml; 50 pyg/ml; 200 ug/ml) in der vorliegenden Arbeit
richteten sich nach der MIC der AMPs vorausgegangener Studien. Fir HBD-2 wurde
von einer MIC von tUber 250 ug/ml flr parodontalpathogene Bakterien berichtet (Joly
et al., 2004).

Die Studien weisen keine Ubereinstimmenden Ergebnisse in der antimikrobiellen
Wirkung von AMPs gegenuber Bakterien auf. Grinde fur die uneinheitliche
Studienlage kénnen neben der Inkubationszeit der Mikroorganismen auch die
Verwendung unterschiedlicher Medien sein. Medien, die eine grol3e Anzahl an lonen
enthalten, ahmen physiologische Gegebenheiten nach. Allerdings ist besonders bei
Studien, die verschiedene Umweltfaktoren bertcksichtigen, zu beachten, dass bereits
im Medium vorhandene lonen die Wirkung der AMPs beeinflussen kdnnen
(Walkenhorst, 2016). Deshalb wurde in dieser Arbeit Phosphatgepufferte Salzlésung,
die mit 1% BHI Medium versetzt wurde, verwendet (Walkenhorst et al., 2013). Des
Weiteren spielt die Art der Kultivierung von Mikroorganismen eine wichtige Rolle.
Haufig wurde die Sensibilitat planktonischer Bakterien gegeniuber AMPs getestet.
Allerdings werden samtliche orale Krankheitsbilder mit einem Biofilm assoziiert
(Darveau, 2010, Neelakantan et al., 2017). Bei einem Biofilm, wie er in der Mundhohle
vorherrscht, akkumulieren und interagieren verschiedene Spezies und ihre
Stoffwechselprodukte und organisieren sich zu einem festen Verbund (Costerton et al.,
1987). Zudem sichern sie ihr Uberleben durch das Quorum sensing, ein
interbakterieller Informationsaustausch (Marsh, 2004). In unserem Versuch fand ein
Monospezies-Biofiimmodell Anwendung, welches nicht dem Aufbau eines oralen
Biofilms gleicht. Grund hierfur ist die Testung der Sensibilitat einzelner
parodontalpathogener Bakterien gegnuber ausgewahlten AMPs in Abhangigkeit von
verschiedenen Umweltbedingungen. Jedoch gilt zu beachten, dass zahlreiche
Faktoren wie der pH-Wert oder die ionische Starke die antimikrobielle Wirksamkeit
beeinflussen (Walkenhorst, 2016). lonen, die bereits in geringen Konzentrationen im
Speichel vertreten sind, nehmen Einfluss auf die antimikrobielle Wirkung der Peptide
(Gursoy und Kononen, 2012). Infolgedessen richtete unser Versuch sein Augenmerk
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auf die Wirkung der AMPs gegeniiber der Uberlebensrate von Mikroorganismen in

Abhangigkeit von verschiedenen pH-Werten und der ionischen Starke.

Kationische antimikrobielle Peptide interagieren uber elektrostatische und hydrophobe
Wechselwirkungen mit den anionischen bakteriellen Membranbestandteilen
(Matsuzaki, 1999). Der vorherrschende pH-Wert beeinflusst die Wechselwirkung
zwischen Peptid und bakterieller Membran, da die beteiligten funktionalen Gruppen
abhangig von ihren pKa-Werten protonieren, und sich dadurch die Nettoladung des
Peptides oder der Membran verandert (Walkenhorst, 2016, Walkenhorst et al., 2013).
Bestimmte Aminosauren wie Histidin, Asparagin- und Glutaminsaure werden unter
sauren pH-Bedingungen protoniert und verleihen dem Peptid eine hohere Kationizitat,
wodurch sich seine Fahigkeit zur Wechselwirkung mit der negativ geladenen
Bakterienmembran verbessert (Malik et al., 2016). Ein Beispiel stellen die
antimikrobiellen Peptide Clavanine dar. Neben der Sekundarstruktur einer o-Helix
zeichnen sich die Peptide durch das Auftreten der Aminosaure Histidin aus. Histidin
hat einen pKa-Wert von etwa 6,5 (Lee et al., 1997). Werden saure pH-Werte erreicht,
die unter dem pKa-Wert liegen, wird die Aminosaure Histidin protoniert und das Peptid
erweist sich als kationischer und damit antimikrobiell wirkungsvoller (Lee et al., 1997).
Hitchner und Kollegen bestatigten, dass das C18G-His Peptid bei einem pH-Wert von
5,0 gute, jedoch unter steigenden pH-Werten verminderte antimikrobielle Wirksamkeit
gegenuber den getesteten Bakterien (S. aureus; P. aeruginosa; A. baumannii; E. coli)
ausubte (Hitchner et al., 2019). In der Studie von Walkenhorst und Kollegen wiesen
kationische Peptide bei sinkenden pH-Werten eine hdhere Nettoladung auf, wodurch
sich ihre MSC gegenulber gramnegativen Mikroorganismen linear mit abnehmendem
pH-Wert reduzierte (Walkenhorst et al., 2013). Unsere Studie brachte vergleichbare
Ergebnisse hervor. Wir stellten fest, dass sich die Uberlebensrate von P. gingivalis
unter der Wirkung aller Peptide bei einem pH-Wert von 5,0 signifikant verringerte
(HNP-1 (pH 5,0) p =0,018; LL-37 (pH 5,0) p = 0,026; HBD-2 (pH 5,0) p = 0,027). Unter
HNP-1 beobachteten wir, dass sich die bakterielle Uberlebensrate bei den pH-Werten
von 5,0 und 6,0 starker als bei einem pH-Wert von 7,0 reduzierte (pH 5,0-pH 7,0 p <
0,000, r = 0,70; pH 6,0-pH 7,0 p = 0,001, r = 0,55). Niedrige pH-Werte forderten die
antimikrobielle Wirkung. Unter LL-37 war die Uberlebensrate von P. gingivalis bei
einem pH-Wert von 5,0 geringer als bei den pH-Werten von 6,0 und 7,0 (pH 5,0-pH
6,0 p = 0,046, r = 0,33; pH 5,0-pH 7,0 p = 0,005, r = 0,47).
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Aufgrund der verbesserten Defensinwirkung bei einem sauren pH-Wert konnte fur das
Bakterium F. nucleatum bei einem pH-Wert von 5,0 eine geringere Uberlebensrate als
bei einem pH-Wert von 7,0 beobachtet werden (HNP-1 (pH5,0-pH 7,0) p= 0,003, r =
0,50; HBD-2 (pH 5,0-pH 7,0) p = 0,001, r = 0,60).

Die o-helikale Struktur von LL-37, die mit der antimikrobiellen Wirksamkeit des
Peptides korreliert, nimmt bei pH-Werten unter 5,0 ab (Johansson et al., 1998). Die
groRte Tendenz zur Ausbildung einer a-Helix entfaltet die Aminosaure Alanin (Pace
und Scholtz, 1998). Die Erweiterung der Aminosauresequenz des antimikrobiellen
Peptides Magainin-2 um 10 Lysin Aminosauren am N- oder C-Terminus erhoht seine
a-Helizitat von 35% auf etwa 62% bis 88% und steigert dadurch seine antimikrobielle
Wirkung (Bessalle et al., 1992).

Zudem beeinflussen lonen die Struktur von LL-37 und damit die Wirkung des Peptids
(Zelezetsky et al., 2006). Die F-Form (unstrukturierte Form) zeigt antimikrobielle
Wirkung, wohingegen die A-Form (strukturierte Form) die Immunantwort moduliert
(Morgera et al., 2009). Ulaeto und Kollegen beobachteten fur LL-37, dass die Zunahme
der a-helikalen Struktur die antimikrobielle Wirkung gegenulber E. coli und S. aureus
verringerte. Nahm das Peptid eine unstrukturierte Form an, assoziierte es mit der
bakteriellen Membran unter Ausbildung einer a-Helix und veranlasste schlie3lich die

Membranpermeabilisierung Gber eine Porenbildung (Ulaeto et al., 2016).

AMPs entfalten in Medien geringer ionischer Starke gute antimikrobielle Wirksamkeit
(Bowdish et al., 2006). Singh und Kollegen untersuchten den Einfluss von NaCl auf die
antimikrobielle Wirkung von HBD-1 und HBD-2 und verwendeten hierfir NaCl-
Konzentrationen zwischen 0 mM und 200 mM. Dabei fanden sie heraus, dass der
hemmende Einfluss von NaCl auf die antimikrobielle Wirkung durch eine Steigerung
der Peptidkonzentration ausgeglichen werden konnte (Singh et al., 1998). Unter
niedrigen NaCl-Konzentrationen bt HBD-1 antimikrobielle Wirksamkeit aus, die sich
allerdings bei einem NaCl-Anstieg von 50 mM auf 125 mM verringert (Goldman et al.,
1997).

Unsere Studie untersuchte den Einfluss molarer Pufferldsungen auf die antimikrobielle
Wirkung der Peptide. Dabei kamen Peptidkonzentrationen von 5 ug/ml, 50 ug/ml und

200 pg/ml zum Einsatz. Unsere Ergebnisse deckten sich nicht mit den oben
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beschriebenen Studien, da bei einer niedrigen Stoffmengenkonzentration (0,1 M)
sowohl unter HNP-1 als auch unter LL-37 ein steigender Effekt auf die Uberlebensrate
von P. gingivalis beobachtet werden konnte (HNP-1 (0,1 M) p = 0,002; LL-37 (0,1 M)
p = 0,047). Speziell fir HNP-1 zeichnete sich ein signifikanter Unterschied flr die
bakterielle Uberlebensrate zwischen den molaren Pufferldsungen ab (p = 0,003, r =
0,40). Allerdings gilt zu beachten, dass die niedrigste Konzentration, die in unserer
Studie verwendet wurde, einer 10-fachen Steigerung der Konzentration von Singh und
Kollegen entsprach, und wir keine Zufuhr von NaCl, sondern molare Pufferlésungen

verwendeten.

Die Zufuhr von NaCl wirkt sich auf die Wechselwirkung zwischen AMP und bakterieller
Membran aus (Ouhara et al., 2005). Ouhara und Kollegen zeigten, dass 100 mM NaCl
die Wirkung von HBD-1 und HBD-2 reduzierten, wohingegen LL-37 und HBD-3 kaum
beeinflusst wurden. Erst bei einem Einsatz von 500 mM NaCl wurde fir alle Peptide
eine verringerte antimikrobielle Wirksamkeit beobachtet (Ouhara et al., 2005). Das
Peptid HBD-3 zeigt sich unempfindlich auf Na*-Konzentrationen bis zu 200 mM, was
auf seine Nettoladung zurlckgefuhrt werden kann (Gursoy und Kondnen, 2012).
Nagaoka und Kollegen zeigten, dass HNP-1 bei 150 mM NaCl seine antimikrobielle
Wirkung verlor, wohingegen die Wirkung von LL-37 um das 10-fache eingeschrankt
war. Allerdings erzielten die beiden Peptide einen synergetischen Effekt in der
Membranpermeabilisierung (Nagaoka et al., 2000). Der Zusatz von NaCl flhrt zum
Verlust der a-helikalen Peptidstruktur, wodurch die antimikrobielle Wirkung reduziert
wird (Park et al., 2004). Dorschner und Kollegen stellten in Verbindung mit
Natriumhydrogenkarbonat eine erhdhte bakterielle Empfindlichkeit gegenlber

antimikrobiellen Peptiden fest (Dorschner et al., 2006).

Die zweite Arbeitshypothese kann weitestgehend angenommen werden. Der pH-Wert
beeinflusste die antimikrobielle Wirkung gegenulber P. gingivalis und F. nucleatum, da
die Peptide speziell bei einem pH-Wert von 5,0 einen starken Effekt auf die bakterielle
Uberlebensrate zeigten, indem sie diese signifikant reduzierten (siehe Ergebnisse).
Besonders unter einem pH-Wert von 5,0 verbesserte sich die antimikrobielle Wirkung
im  Vergleich zu einem pH-Wert von 7,0 (siehe Ergebnisse). Fur A.
actinomycetemcomitans konnten wir keinen signifikanten Einfluss der pH-Werte auf
die antimikrobielle Wirkung feststellen. Anders als in den oben beschriebenen Studien

erhdhte sich die Uberlebensrate von P. gingivalis unter HNP-1 und LL-37 bei einem
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0,1 M Phosphatpuffer. Eine Erklarung hierfur kann die Herstellung der molaren
Pufferlosung sein. In unserem Versuch wurden K2HPO4 und KH2PO4 verwendet. Die

Erhéhung der lonenstarke erfolgte nicht Gber den Zusatz von NaCl.

Es gibt keine einheitliche Studienlage hinsichtlich der Wirkung von AMPs auf die
bakterielle Uberlebensrate in Abhangigkeit von den pH-Werten und der ionischen
Starke. Obgleich keinem AMP eine antimikrobielle Wirkung gegenuber allen Bakterien
zugesprochen werden kann, tragen sie entscheidend zur Bekampfung der
Mikroorganismen bei. Antimikrobielle Peptide wehren Infektionen ab, indem sich ihre
Wirkung gegen Bakterien, Pilze und vereinzelte Viren richtet (Bals, 2000). Klinisch
betrachtet konnen unsere Ergebnisse zu einer verbesserten und fruhzeitigen
Behandlung oraler Infektionen beitragen. Stellt sich ein AMP als besonders wirksam
gegenuber oralpathogenen Mikroorganismen heraus, kann es beispielsweise zur
Parodontitistherapie eingesetzt werden. Daruber hinaus ist die Behandlung parodontal
erkrankter Patienten von ganzheitlicher Relevanz, da die chronische Entzindung des
Zahnhalteapparates die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen begunstigt
(Liccardo et al., 2019). Die antimikrobielle Wirksamkeit bestimmter AMPs verbessert
sich bei einem sauren pH-Wert infolge der Protonierung von Aminosauren wie Histidin
(Lee et al., 1997, Malik et al., 2016).

Die ausgepragte antimikrobielle Wirkung unter sauren pH-Werten kann fir den
Organismus insbesondere bei Infektionen, Entzindungen oder Abszessen von
Bedeutung sein. Aus diesem Grund konnten AMPs bei Entzindungsprozessen
iatrogen eingebracht werden, um die antimikrobielle Wirkung zu steigern. Zudem
wurden sich AMPs als Bestandteil der angeborenen Immunantwort gut als Zusatz in

Zahnpflegeprodukten eignen.

Jedoch sind weiterfihrende Studien notwendig, um einen detaillierten Einblick in die
Wirkmechanismen der antimikrobiellen Peptide insbesondere unter dem Einfluss

verschiedener Umweltbedingungen zu gewinnen.
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6 Zusammenfassung

Oralpathogene Mikroorganismen koénnen in der Mundhohle Infektionen und
bakterienassoziierte Erkrankungen wie die Parodontitis auslosen. Dabei kann
antimikrobiellen Peptiden als Bestandteil der angeborenen Immunantwort eine
entscheidende Bedeutung in der Abwehr von Bakterien zugeschrieben werden. Da
AMPs in unterschiedlichen Organen des Korpers auftreten und zahlreiche Faktoren
ihre  Wirkung beeinflussen, ist es von grolRer Wichtigkeit, verschiedene

Umweltbedingungen in ihren Wirkmechanismus einzubeziehen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Wirkung antimikrobieller Peptide (HNP-1, HBD-
2, LL-37) in unterschiedlichen Konzentrationen (5 pg/ml, 50 ug/ml, 200 pg/ml) auf die
Uberlebensrate parodontalpathogener Bakterien (P. gingivalis, F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans). Dabei fand ein Monospezies-Biofiimmodell Anwendung. Um
verschiedene Umweltbedingungen zu berucksichtigen, wurde der Einfluss der pH-
Werte (pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0) auf die antimikrobielle Wirkung untersucht. Weiterhin
wurde eine molare Pufferlésung (0,1 M, 0,2 M) verwendet, um die ionische Starke
einzubeziehen. Zum Nachweis der bakteriellen Uberlebensrate fand eine
Biolumineszenz (BacTiter-Glo™ Assay) Anwendung. Uber die Enzymaktivitdt der
Luciferase wurde unter ATP-Verbrauch Luciferin oxidiert, woraufhin Lichtemission
erfolgte. Uber den quantitativen Nachweis von ATP konnte auf die Uberlebensrate der

Mikroorganismen geschlossen werden.

Die Ergebnisse verdeutlichten, dass keinem AMP eine Uberlegenheit gegenlber allen
Bakterien zugesprochen werden konnte. LL-37 erwies sich flr F. nucleatum tberlegen,
wohingegen HNP-1 die beste antimikrobielle Wirkung gegenuber P. gingivalis erzielte.
Fir die Sensibilitat von A. actinomycetemcomitans spielte die HoOhe der
Peptidkonzentration von HNP-1 und von LL-37 eine wichtige Rolle, wobei speziell eine
Konzentration von 200 pg/ml einer Konzentration von 5 pg/ml Gberlegen war (LL-37
(200 ug/ml-5 ug/ml) p < 0,000, r =0,93; HNP-1 (200 ug/ml-5 ug/ml) p = 0,002, r = 0,53).
Die unterschiedliche Empfindlichkeit der Mikroorganismen koénnte auf die in der
Literatur beschriebene Bildung von Proteasen zurtickgeflhrt werden.

Ferner beobachteten wir flr P. gingivalis sowohl unter HNP-1 als auch unter LL-37
eine Steigerung der bakteriellen Uberlebensrate unter dem Einfluss einer 0,1 M
Pufferlésung (HNP-1 (0,1 M) p = 0,002; LL-37 (0,1 M) p = 0,047). In der Literatur wird
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haufig der Einfluss von NaCl auf die Wirkung von antimikrobiellen Peptiden
beschrieben, wobei die lonen speziell die antimikrobielle Wirkung von Defensinen
beeintrachtigen. Allerdings kann der hemmende Effekt von NaCl durch die Steigerung

der Peptidkonzentration ausgeglichen werden.

Ein niedriger pH-Wert verbesserte die antimikrobielle Wirkung der Peptide gegenuber
P. gingivalis und F. nucleatum. Die bakterielle Uberlebensrate fiel insbesondere bei
einem pH-Wert von 5,0 geringer als bei einem pH-Wert von 7,0 aus. Ein Grund fur die
verbesserte antimikrobielle Wirkung bei einem pH-Wert von 5,0 liefert die in der
Literatur dargestellte Protonierung bestimmter Aminosauren unter sauren pH-Wert

Bedingungen.

Diese Erkenntnis konnte von therapeutischem Nutzen sein, um zusatzlich AMPs bei

oralen Entzundungen zur Abwehr inflammatorischer Prozesse iatrogen einzubringen.

Nichtsdestotrotz sind weitere Studien erforderlich, um die Wirkung von antimikrobiellen
Peptiden speziell in Abhangigkeit von verschiedenen Umweltbedingungen zu

erforschen und bakterieninduzierte Erkrankungen gezielt zu behandeln.
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11 Anhang

Herstellung der Medien und Pufferstammlosungen

BHI Medium:
11,1 g Brain Heart Infusion auf 300 ml destilliertem Wasser

BHI-Medium (2-fach konzentriert):

22,2 g Brain Heart Infusion auf 300 ml destilliertem Wasser

Stammlosung des 0,1 M (KoHPO4) Puffers:

1,74 g K2HPO4 auf 100 ml destilliertem Wasser
Stammldsung des 0,2 M (K2HPO4) Puffers:

3,48 g K2HPO4 auf 100 ml destilliertem Wasser
Stammldsung des 0,1 M (KH2PO4) Puffers:

1,36 g KH2PO4 auf 100 ml destilliertem Wasser
Stammlésung des 0,2 M K (KH2PO4) Puffers:

2,72 g KH2PO4 auf 100 ml destilliertem Wasser

Ubersicht der Versuchsgruppen (jeweils fiir 0,1 M/ 0,2 M):

Einstellung des pH-Wertes 5,0: 98,77 ml KH2PO4 auf 1,23 ml K2HPO4
Einstellung des pH-Wertes 6,0: 86,8 ml KH2PO4 auf 13,2 ml K2HPO4
Einstellung des pH-Wertes 7,0: 38,5 ml KH2PO4 auf 61,5 ml K2HPO4

Herstellung der Peptid-Stammlosungen:

5 pg/ml: 17ul Peptid auf 983 ul der 0,025% Essigsaure
50 pg/ml: 170 ul Peptid auf 830 ul der 0,025% Essigsaure
200 ug/ml: 680 ul Peptid auf 320 pl der 0,025% Essigsaure
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Ubersicht der Signifikanzen

Tabelle 4: Ubersicht der Signifikanzen und Effektstarken fir P. gingivalis

o Signifikante GroRe/ | Signifikanz | Effektstarke
Statistik Datensatz ) . Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
Alle AMP
Kruskal- Konzentration
) AMP-Arten p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1M+02M
Alle AMP
Dunn- .
) Konzentration HNP-1-
Bonferroni- ) p < 0,000 r=0,83 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1M+0,2M
Alle AMP
Dunn- .
] Konzentration LL-37-
Bonferroni- ] p < 0,000 r=0,57 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1M+0,2M
Alle AMP
Dunn- .
) Konzentration HBD-2-
Bonferroni- ) p = 0,022 r=0,28 schwach
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1M+02M
Alle AMP
Dunn- .
] Konzentration )
Bonferroni- LL-37-HBD-2 p = 0,001 r=0,34 mittel
pH-Wert
Test
0,1M+0,2M
Alle AMP
Dunn-
Konzentration
Bonferroni- HNP-1-HBD-2 p < 0,000 r=0,64 stark
pH-Wert
Test
0,1M+02M
Alle AMP
Dunn-
) Konzentration )
Bonferroni- HNP-1-LL-37 p = 0,001 r=0,31 mittel
pH-Wert
Test
0,1M+0,2M
Alle AMP
Kruskal- Konzentration ]
) Konzentration p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1M+0,2M
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o Signifikante GroRe/ | Signifikanz | Effektstarke
Statistik Datensatz ) . Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
Alle AMP
Dunn- .
) Konzentration 5 pg/ml- )
Bonferroni- ) p < 0,000 r=0,44 mittel
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Dunn- Alle AMP
] 50 pg/mi-
Bonferroni- pH-Wert ] p < 0,000 r=0,56 stark
Negativkontrolle
Test 0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
] Konzentration 200 pg/ml-
Bonferroni- ] p < 0,000 r=0,72 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
) Konzentration )
Bonferroni- 200 pg/mi=5 pg/mi p = 0,001 r=0,32 mittel
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
LL-37
Kruskal- Konzentration i
) Konzentration p = 0,002
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
LL-37
Dunn- .
Konzentration
Bonferroni- 200 pg/mi=5 pg/mi p < 0,000 r=0,60 stark
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Kruskal- Konzentration
) pH-Wert p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
) Konzentration ]
Bonferroni- pH 5,0-pH 7,0 p < 0,000 r=0,38 mittel
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn-
Konzentration
Bonferroni- pH 6,0-pH 7,0 p=0,018 r=0,22 schwach
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
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o Signifikante Groe/ | Signifikanz | Effektstarke
Statistik Datensatz i . Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
HNP-1
Kruskal- Konzentration
) pH-Wert p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Dunn-
) Konzentration
Bonferroni- pH 5,0-pH 7,0 p < 0,000 r=0,70 stark
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Dunn- .
] Konzentration
Bonferroni- pH 6,0-pH 7,0 p = 0,001 r=0,55 stark
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Mann- .
) Konzentration
Whitney-U- 0,1 M+0,2 M p = 0,003 r=0,40
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
LL-37
Kruskal- Konzentration
) pH-Wert p=0,015
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
LL-37
Dunn- .
) Konzentration )
Bonferroni- pH 5,0-pH 7,0 p = 0,005 r=0,47 mittel
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
LL-37
Dunn-
Konzentration
Bonferroni- pH 5,0-pH 6,0 p = 0,046 r=0,33 mittel
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
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Tabelle 5: Ubersicht der Signifikanzen und Koeffizienten fiir P. gingivalis

Im Modell | signifikante | Signifikanz
Statistik Datensatz aufgenommene B Koeffizient
Pradiktoren Grole (p)
Alle Peptide
R . Konzentration Alle Peptide HNP-1 0.000 Negativ
egression . - <0,
9 pH-Wert pH-Wert P (-608.783,333)
0.1 M+0,2 M 0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
R . Konzentration Alle Peptide LL.37 0.000 Negativ
egression i - p<g0
9 pH-Wert pH-Wert (-510.056,389)
0.1 M+0,2 M 0,1 M+0,2 M
Alle Peptide )
Alle Peptide
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert HBD-2 p = 0,009
pH-Wert (-204.764,873)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
Alle Peptide
. Konzentration Positiv
Regression pH-Wert 0,1M p = 0,003
pH-Wert (129.917,576)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
Alle Peptide
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 5,0 p < 0,000
pH-Wert (-220.526,344)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide )
. Alle Peptide )
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 6,0 p = 0,002
pH-Wert (-163.256,958)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Konzentration
Konzentration Positiv
Regression pH-Wert 0,1 M p = 0,002
pH-Wert (34.188,519)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Konzentration
Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 5,0 p=0,018
pH-Wert (-31.889,167)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Konzentration
Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 6,0 p = 0,006
pH-Wert (-37.019,167)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
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Im Modell | signifikante | Signifikanz
Statistik Datensatz aufgenommene B Koeffizient
Pradiktoren Grole (p)
HNP-1 )
. Konzentration ]
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert 200 pg/mi p = 0,005
pH-Wert (-37.957,222)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
HNP-1 )
. Konzentration )
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert 50 pg/mi p = 0,045
pH-Wert (-26.649,444)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
HBD-2
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 5,0 p = 0,027
pH-Wert (-352.320,556)
0,1 M+0,2 M
LL-37 )
. Konzentration )
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 5,0 p = 0,026
pH-Wert (-148.144,167)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
LL-37
Konzentration
Konzentration Negativ
Regression pH-Wert 200 pg/mi p = 0,005
pH-Wert (-191.076,667)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M
LL-37 )
. Konzentration -
. Konzentration Positiv
Regression pH-Wert 0,1M p = 0,047
pH-Wert (107.307,222)
0,1 M+0,2 M
0,1 M+0,2 M

Tabelle 6: Ubersicht der Signifikanzen und Effektstarken fiir F. nucleatum

Signifikante Grofie/ Signifikanz | Effektstarke
Statistik Datensatz ) . Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
Alle AMP
Kruskal- Konzentration
AMP-Arten p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn-
Konzentration HBD-2-
Bonferroni- ] p = 0,004 r=0,36 mittel
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2M
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o Signifikante GroRe/ | Signifikanz | Effektstarke
Statistik Datensatz ) . Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
Alle AMP
Dunn- .
. Konzentration HNP-1- )
Bonferroni- ] p < 0,000 r=0,42 mittel
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn-
Konzentration LL-37-
Bonferroni- ) p < 0,000 r=0,87 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1M+02M
Alle AMP
Dunn-
. Konzentration
Bonferroni- LL-37-HNP-1 p < 0,000 r=0,50 stark
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
. Konzentration
Bonferroni- LL-37-HBD-2 p < 0,000 r=0,59 stark
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Kruskal- Konzentration )
_ Konzentration p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
. Konzentration 5 pg/ml-
Bonferroni- ) p < 0,000 r=20,50 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
. Konzentration 50 pg/ml-
Bonferroni- ) p < 0,000 r=0,50 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
. Konzentration 200 pg/ml-
Bonferroni- ) p < 0,000 r=0,66 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Kruskal- Konzentration
) pH-Wert p=0,012
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
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Signifikante Grofe/ | Signifikanz Effektstarke
Statistik Datensatz ) ) Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
Dunn- HNP-1
Bonferroni- pH-Wert pH 5,0—pH 7,0 p = 0,003 r=0,50 stark
Test 0,1 M+0,2 M
HBD-2
Kruskal- pH-Wert
pH-Wert p = 0,004
Wallis-Test 0,1M+0,2
M
Dunn- HBD-2
Bonferroni- pH-Wert pH 5,0—pH 7,0 p = 0,001 r=20,60 stark
Test 0,1 M+0,2 M

Tabelle 7: Ubersicht der Signifikanzen und Koeffizienten fiir F. nucleatum

o Im Modell Signifikant | Signifikanz o
Statistik Datensatz aufgenommene B Koeffizient
Pradiktoren e Grole (p)
Alle Peptide
Alle Peptide
) Konzentration ) Negativ
Regression Konzentration LL-37 p < 0,000
pH-Wert (-147.698,459)
pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
Alle Peptide
Konzentration Negativ
Regression Konzentration HNP-1 p = 0,003
pH-Wert (-63.564,135)
pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
R . Konzentration Alle Peptide HBD.2 0.007 Negativ
egression i - =0,
9 pH-Wert Konzentration p (-59.118,576)
0,1 M+0,2 M pH-Wert
Alle Peptide
Alle Peptide
Konzentration Negativ
Regression Konzentration pH 5,0 p = 0,001
pH-Wert (-46.384,948)
pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide )
. Alle Peptide .
. Konzentration ] Negativ
Regression Konzentration pH 6,0 p = 0,026
pH-Wert (-30.185,346)
pH-Wert
0,1 M+0,2 M
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Im Modell Signifikante
Statistik Datensatz aufgenommene B Signifikanz (p) Koeffizient
Pradiktoren Grofe
HNP-1
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 5,0 p = 0,002
pH-Wert (-96.602,778)
0,1 M+0,2 M
HNP-1
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 6,0 p = 0,039
pH-Wert (-63.147,222)
0,1 M+0,2 M
HBD-2
. Konzentration Negativ
Regression pH-Wert pH 5,0 p = 0,004
pH-Wert (-52.564,732)
0,1 M+0,2 M

Tabelle 8: Ubersicht der Signifikanzen und Effektstarken fiir A.

actinomycetemcomitans

o Signifikante GroRe/ | Signifikanz | Effektstarke
Statistik Datensatz ) . Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
Alle AMP
Kruskal- Konzentration
' AMP Arten p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn-
) Konzentration HBD-2-
Bonferroni- ] p < 0,000 r=0,64 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- .
) Konzentration HNP-1-
Bonferroni- ) p < 0,000 r=0,50 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn-
) Konzentration LL-37-
Bonferroni- ] p < 0,000 r=20,61 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
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o Signifikante Grée/ |  Signifikanz Effektstarke
Statistik Datensatz ) ) Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (r
Alle AMP
Kruskal- Konzentration )
) Konzentration p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- )
.| Konzentration 5 pg/mil- .
Bonferroni- ) p = 0,001 r=0,38 mittel
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- )
] Konzentration 50 pg/mi-
Bonferroni- ] p < 0,000 r=0,61 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- )
] Konzentration 200 pg/ml-
Bonferroni- ) p < 0,000 r=0,77 stark
pH-Wert Negativkontrolle
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- )
Konzentration
Bonferroni- 200 ug/mi-5 pg/mi p < 0,000 r=0,45 mittel
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
Alle AMP
Dunn- ]
Konzentration
Bonferroni- 50 pg/ml-5 pg/ml p = 0,006 r=0,26 schwach
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Kruskal- Konzentration
_ Konzentration p = 0,006
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Dunn- )
Konzentration
Bonferroni- 5 pg/mi-200 pg/mi p = 0,002 r=0,53 stark
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
HNP-1
Dunn-
Konzentration
Bonferroni- 5 pg/mI=50 pg/mi p = 0,040 r=0,34 mittel
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
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o Signifikante GréRe/ | Signifikanz Effektstarke
Statistik Datensatz ) ) Aussagekraft
Paarweisevergleich (p) (n
LL-37
Kruskal- Konzentration )
] Konzentration p < 0,000
Wallis-Test pH-Wert
0,1 M+0,2 M
LL-37
Dunn-
. Konzentration 200 pg/ml-50 .
Bonferroni- p = 0,006 r=0,46 mittel
pH-Wert pg/mi
Test
0,1 M+0,2 M
LL-37
Dunn- .
Konzentration
Bonferroni- 200 pg/mi-5 pg/mi p < 0,000 r=0,93 stark
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M
LL-37
Dunn- .
. Konzentration .
Bonferroni- 50 yg/ml-=5 pg/ml p = 0,005 r=0,47 mittel
pH-Wert
Test
0,1 M+0,2 M

Tabelle 9: Ubersicht der Signifikanzen und Koeffizienten fir A.

actinomycetemcomitans

- Im Modell Signifikan | Signifikanz -
Statistik Datensatz auFf)g§n_ommene to Gréfe ®) Koeffizient
radiktoren
Alle Peptide
_ Konzentration Alle Peptide Negativ
Regression | i wert Konzentraion | W37 | P<0.000 1 587450,741)
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
_ Konzentration Alle Peptide Negativ
Regression | o\ Wert | Konzentraton | TNP-T | P<0.000 | 543583 704)
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
< _ Konzentration Alle Peptide Negativ
egression pH-Wert Konzentration HBD-2 p <0,000 (-597.921,389)
0,1 M+0,2 M
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Im Modell

Statistik Datensatz aufgenommene Signifikan | Signifikanz Koeffizient
Pradiktoren te GroRe (P)
Alle Peptide
_ Konzentration Alle Peptic_ie Negativ
Regression pH-Wert Konzentration | 200 yg/ml | p < 0,000 (-321.928,519)
0,1 M+0,2 M
Alle Peptide
- . Konzentration Alle Peptic_ie ~ Negativ
egression pH-Wert Konzentration 50ug/ml p = 0,001 (-206.550,926)
0,1 M+0,2 M
HNP-1
_ Konzentration K . Negativ
Regression oH-Wert onzentration | 200 ug/ml | 1 =0,003 (-346.3?41 667)
0,1 M+0,2 M
HNP-1
_ Konzentration K . Negativ
Regression oH-Wert onzentration 50 pg/ml p=0,014 (-281 _9905,556)
0,1 M+0,2 M
LL-37
Regression KO;ZHT\‘[:;OH Konzentration | 20 /™ p < 0,000 (-60,\1]?5&18‘[%89)
0,1 M+0,2 M
LL-37
. Konzentration K _ 50 pg/mi Negativ
Regression pH-Wert onzentration p < 0,000 (-317.0932,778)
0,1 M+0,2 M
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