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Abkurzungsverzeichnis

Abkilirzungsverzeichnis

aAM aulere Akrosomenmembran
AMP antimikrobielle Peptide
BTS Beltswille Thawing Solution
CASA computerassistierte Spermienmotilitatsanalyse
CLsSI Clinical Laboratory and Standards Institute
CLSM konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
DIC differentieller Interferenzkontrast
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ESR Elektronenspinresonanzspektroskopie
FITC Fluoreszeinisothiozyanat
FLUO Carboxyfluorescein
IVWTI-M2a Aminosauresequenz GIGKF IHSVK KWGKT FIGEI MNS-NH2
KbE Kolonie bildende Einheiten
LB-Medium Luria-Bertani-Medium
LPS Lipopolysaccharid
M2a-[F] [Fluo]-Magainin-2-amid
MHIIB Mueller-Hinton-II-Bouillon
MIC minimal inhibitory concentration; minimale Hemmkonzentration
MK5E Aminosauresequenz GIGKF IHAVK KWGKT FIGEI AKS-NH2
NAR Normaler Apikaler Rand
oD Optische Dichte
PAS particle analysing system
Pl Propidiumjodid
PNA peanut agglutinin
pNaCl phosphatgepufferte NaCl-Lésung
PSA Pisum sativum Agglutinin
Q1-4 Quadrant 1 bis 4
R123 Rhodamin-123
SL-PC 1-Palmitoyl-2-(4-doxylpentanoyl)phoshatidylcholin
SL-PS 1-Palmitoyl-2-(4-doxylpentanoyl)phoshatidylserin
SL-SM N-(4-doxylpentanoyl)-trans-sphingenyl-1-phosphocholin
TRITC Tetramethylrhodaminisothiozyanat
TRT Thermoresistenztest
WFW Aminosauresequenz c(RRWFWR)
WWI[F] Aminosauresequenz c(RRRWWK[FLUQO])
WWW Aminosauresequenz c(RRWWWR)
(

WWWI[F] Aminosauresequenz c(RRWWWK[FLUO])
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Einleitung

1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Peptide mit antimikrobiellen Eigenschaften
entdeckt [39, 412]. Diese so genannten ,host defence“-Peptide spielen eine entscheidende
Rolle in der immunologischen Abwehr und wurden erstmalig durch Boman und Steiner
(1981) in Studien zum Immunsystem der Motte Hyalophora cecropia beschrieben [41, 166,
398, 399]. Antimikrobielle Peptide (AMP) wirken gegen eine Vielzahl von Pathogenen und
beein-drucken durch ihre Multifunktionalitat [40, 48, 126, 175, 298, 407]. Neben ihrer
antimikro-biellen Aktivitat sind einige Peptide an der Zellproliferation, der Wundheilung, der
Angiogenese und der akuten Entziindungsreaktion beteiligt. In Sdugerorganismen werden
AMP insbesondere im Epithelgewebe der Haut, im Verdauungstrakt, in den Atmungsorganen
und im Reproduktionstrakt als unmittelbare Antwort auf einen mikrobiellen Befall synthetisiert
[155, 168, 214, 248, 315].

Mit der wachsenden Resistenz von Bakterien gegentber konventionellen Antibiotika gab es
in den letzten Jahrzehnten verstarkt Bestrebungen, AMP als Wirkstoffe fir den klinischen
Einsatz zu entwickeln [3, 104, 110, 119, 125, 128, 132, 134, 156, 170, 171, 194, 211, 234,
240, 258, 271, 272, 332]. Erfolgreich waren in der Mehrzahl topische Anwendungen. Auf
dem Gebiet der Reproduktionsmedizin wurden die Entwicklungsbemuhungen bisher auf eine
Behandlung von venerischen Krankheitsbildern und auf die Kontrazeption fokussiert [61,
291, 292, 296, 417].

Antimikrobielle Wirkstoffe sind fir die Flissigkonservierung von Sperma landwirtschaftlicher
Nutztieren von grofRer Bedeutung [49]. Aufgrund der rasanten und weltweiten Entwicklung
von Antibiotikaresistenzen im verdinnten Sperma besteht auch hier die Notwendigkeit,
Alternativen zu konventionellen Antibiotika zu entwickeln [8]. Eine erfolgreiche Anwendung
antimikrobieller, synthetischer Peptide als Verdinnerzusatz ware ein Novum beim
Reproduktionsmanagement von Nutztieren [7, 187, 188].

Ziel dieser Arbeit war es, in Zusammenarbeit mit dem Leibniz-Institut fir Molekulare Pharma-
kologie (FMP, Berlin), der Gesellschaft flr Bioorganische Synthese (Fa. Biosyntan, Berlin)
und dem Leibniz-Institut flir Zoo- und Wildtierforschung (IZW, Berlin) einen Peptidwirkstoff zu
etablieren, der zu einer Konsolidierung der Konservierung von Ebersperma durch Sub-
stitution oder Reduktion der Konzentration praxisiblicher Antibiotika beitragt. Zu den
Leistungsanforderungen antibiotischer Verdiinnerzusatze gehéren im Wesentlichen optimale
Keimhemmung [8], geringe Zytotoxizitat [338], hohe Stabilitdt [153], Vermeidung von
Fertilitdtsverlusten [342] und Wirtschaftlichkeit [153, 335].

Die vorliegende Arbeit dokumentiert Versuche, in denen synthetische, antimikrobielle
Peptide zur Flussigkonservierung von Eberspermien getestet wurden. In Vorarbeiten am
Leibniz-Institut fir Molekulare Pharmakologie wurden aus einem Spektrum von Uber 40
synthetischen Verbindungen mit Hilfe von Struktur-Wirkungs-Analysen vier Peptidvarianten
daflr ausgewahlt, darunter zwei zyklische Hexapeptide und zwei helikale Magainin-Derivate.
Kriterien, die die Peptide bei der Konservierung erflllen sollten, waren eine hohe antimikro-
bielle Aktivitdt im mikromolaren Konzentrationsbereich und ein moderates Hamolyse-
verhalten. Die minimalen inhibitorischen Konzentrationen wurden fir einzelne Peptide an
den Laborstdmmen Escherichia (E.) coli DH-5a und Bacillus (B.) subtilis DSM 347 vorab
bestimmt und dem Einsatz im Verdinner zu Grunde gelegt.

Die konservierten Ejakulate wurden spermatologisch und mikrobiologisch untersucht. Zur
Charakterisierung der Wirkung der Peptide auf Spermienzellen wurden eine morphologische
Beurteilung der Akrosomen und eine computerassistierte Spermienmotilitdtsanalyse
durchgefuhrt. Weiterhin wurden die Durchflusszytometrie, die konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie und die Elektronenspinresonanzspektroskopie genutzt, um die Wirkung der AMP
auf Spermienzellmembranen zu analysieren. Die mikrobiologische Untersuchung umfasste
eine Analyse des quantitativen und qualitativen Keimspektrums der verdinnten Ejakulate
sowie eine Prifung der Resistenz ausgewahlter Keime gegen die Peptide.
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2 Literaturubersicht

21 Bakterielle Kontamination des Eberspermas

Die kunstliche Besamung ist die Grundlage der industriellen Schweineproduktion [304]. Mit
ihrer Einfiihrung wurde die horizontale und vertikale Ubertragung von Keimen deutlich
vermindert [86, 190, 222, 300, 351]. Obwohl Spermien im Hoden unter nahezu keimfreien
Bedingungen produziert werden, lassen sich nach der Enthahme in jedem Ejakulat Bakterien
nachweisen [72, 74, 111, 335, 347]. Dabei schwanken die Keimzahlen in den Ejakulaten
verschiedener Eber und in Ejakulaten des gleichen Ebers stark [6, 24, 347].

Die durchschnittliche Keimbelastung im nativen Ejakulat variiert zwischen 10* und 10°
Kolonie bildenden Einheiten (KbE ml™) [74]. In verdiinnten, mit Antibiotikazusatzen ver-
sehenen Spermaportionen werden Werte zwischen 10° und 10° KbE ml' nach einer
Lagerung von mindestens 48 Stunden erreicht [55, 74]. Faktoren, die auf die Keimzahl
Einfluss nehmen, sind die Methode der Entnahmetechnik, das Volumen der
Praputialflissigkeit, die Absamfrequenz und das Alter des Ebers. Jungeber verfigen Uber
die geringsten Bakteriengehalte im Sperma [93, 97, 193, 210, 371].

Die Mehrheit der bakteriellen Kontaminanten ist gramnegativ und lasst sich der Familie der
Enterobacteriaceae zuordnen. Regelmalig treten auch Pseudomonas-Arten auf [7, 55, 191].
Die Keimflora setzt sich aus der Flora des Urogenitaltraktes, aus Schmutz- und
Fakalkontaminanten, aus Besiedlern von Absamungsvorrichtungen und aus Umweltkeimen
zusammen [74]. Nach Althouse et al. (2000) sind diese Kontaminanten sowohl eberassoziiert
(Kot, Praputialsekret, Hautpartikel, Haare und Sekrete des Atmungstraktes) als auch nicht-
eberassoziiert (Methode der Spermagewinnung, Leitungswasser, Einstreu, Futter,
Luftungssysteme, Abflisse und menschlicher Keimeintrag).

Das Praputialsekret des Ebers ist aus Drlisensekreten, abgeschilferten Epithelzellen,
Sperma- und Harnresten zusammengesetzt. Es bietet Bakterien glinstige Wachstums-
bedingungen und entsteht in einer bauchwarts gerichteten Ausbuchtung des Praputial-
beutels. Dieses Sekret enthalt eine groRe Anzahl von Keimen und steuert den Hauptteil der
im Sperma gefundenen Bakterien bei [1, 73, 198, 269].

Die hygienische Spermaentnahme ist eine der wichtigsten Voraussetzungen fir die Ge-
winnung eines keimarmen Ejakulats [7, 377]. Kozumplik et al. (1975) zeigten, dass durch
eine gute Allgemeinhygiene die Anzahl der eingebrachten Kontaminanten im Durchschnitt
von 10° auf 10° KbE ml™" Sperma verringert werden kann [201]. Im Vergleich der verschie-
denen Techniken der Spermagewinnung (Handmethode, kinstliche Vagina und halbauto-
matisches Absamsystem) bietet die Handmethode den Vorteil, das stark mikrobiell
kontaminierte Vorsekret verwerfen zu kénnen [14, 64, 208]. Nachteilig ist, dass die mogliche
Sedimentation keimhaltiger Luft zu einem direkten Keimeintrag durch Rekontamination des
Spermaauffangbehalters flhrt [6]. Die kiinstliche Vagina stellt ein geschlossenes System dar,
das den Eintrag nicht-eberassoziierter Keime erschwert [73, 196]. Lellbach et al. (2008)
zeigten, dass die Verwendung halbautomatischer Absamsysteme im Vergleich zur
Handmethode die Keimbelastung der Ejakulate um 75% reduziert [208].

Der Keimgehalt des verdinnten Spermas verandert sich wahrend der Konservierung durch
bestimmte Selektionsmechanismen. Die Keimzahlschwankungen koénnen durch einen
Verdinnungseffekt erklart werden, der fir die vorhandenen Keime mit einer Milieudnderung,
nachfolgender Adaptationsphase, Konsolidierung und Wachstum verbunden ist. Die Folge ist
eine Verschiebung des Keimspekirums im Sinne einer phanotypischen Adaptation [74].
Besonders wichtig ist daflir die Zusammensetzung des Verdinners, die Lagerungsdauer, der
Anfangskeimgehalt im nativen Sperma, die AbklUhlungsgeschwindigkeit und die Aufbewah-
rungstemperatur [9, 23, 334, 342, 366, 384]. Steigende Konservierungstemperaturen flihren
zu einem Anstieg der Keimzahl, da bei héheren Temperaturen das Generationsintervall der
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Bakterien abnimmt [16]. Das Keimwachstum wird durch eine thermotemporale Wachstums-
dynamik und eine temperaturabhangige Antibiotikaempfindlichkeit beeinflusst [5, 8]. In der
Regel wird die Initialkeimvermehrung durch die sofortige Spermaverarbeitung unterbunden,
jedoch wirkt die relativ hohe Lagerungstemperatur von 16-18 °C haufig beglinstigend auf das
Wachstum mesophiler Bakterien [55]. Sone et al. (1989) und eigene Untersuchungen
belegten, dass in der warmeren Jahreszeit von Juli bis September die héchsten Bakterien-
zahlen im Ebersperma zu finden sind [335].

Als kritische Punkte fir die Hygiene des Produktionsprozesses im Labor gelten die
chemische und mikrobiologische Wasserqualitdt fur die Verdunnerherstellung, der Ver-
dunnerbehalter und die Spermafarbstoffe zur Kennzeichnung der Eberrasse [5, 6, 62, 384].
Wischlappen, Spritzwasser und Rohrpostanlagen sind weitere Schwachstellen im Bereich
der Oberflachen- und Lufthygiene [376, 384]. Da hygienische Mallnahmen allein nicht vollig
ausreichend sind, um eine Keimfreiheit zu gewahrleisten, wird heute weltweit eine
Keimhemmung im konservierten Sperma durch den Zusatz antibiotisch wirksamer Stoffe fir
notwendig erachtet [49, 172, 222].

2.2 Bedeutung einer bakteriellen Kontamination

Wahrend unter den Bedingungen des Natursprungs Kontaminationen nur geringe Bedeutung
fur die Befruchtung haben, verursachen unspezifische Keime in den verdinnten Sperma-
portionen eine Beeintrachtigung der Spermaqualitdt und Konservierbarkeit [4, 6, 23, 335].
Ein hoher Anfangskeimgehalt ist ein grolRes Problem fur die Konservierung und Fruchtbar-
keit. Noch wichtiger ist der spermizide Effekt der bakteriellen Kolonisation bei Verlangerung
der Konservierungsdauer. Lebensdauer der Spermien und Keimanzahl verhalten sich
gegensatzlich. Dabei stehen Bakterien und Spermien in Nahrstoffkonkurrenz zueinander
[100, 342].

Eine sprunghafte Keimvermehrung gramnegativer Bakterien im Verdinnermedium,
angekundigt durch mikroskopisch sichtbare Agglutinationen und Konglutinationen, bedingt
Motilitdts- und Akrosomenintegritatsverluste und fahrt zur Anhdufung von toxischen
Stoffwechselendprodukten, zur Mikromilieuverschiebung, zur Freisetzung von Endotoxinen
(Lipopolysaccharid, LPS) und Porinen abgestorbener Bakterien. Symptomatisch sind das
massive Auftreten pathologischer Spermienformen und proteolytische Vorgange [23, 109,
195, 236, 335]. Das Phanomen eines Motilitdtsabfalls der Spermien, z.B. hervorgerufen
durch Escherichia coli (E. coli), haben bereits Auroux (1991) und Diemer (1996) et al.
ausfuhrlich geschildert und auf membranschadigende Einflisse bakterieller Komponenten
zurlckgefuhrt [24, 95]. Nach Wolff et al. (1993) wird die Adhasion von E. coli an
Spermienkopf und -schwanz durch mannosebindende Strukturen in den Membranen beider
Zelltypen ermdoglicht [393]. Aulerdem weisen Althouse et al. (2000) darauf hin, dass
Spermienzelltod und Spermien-aggregationen verstarkt in einem durch Bakterien
hervorgerufenen sauren Medium auftreten.

In der Literatur werden wiederholt Beziehungen zwischen Keimgehalt des Eberspermas und
der Fertilitdt beschrieben [55]. Daflir ist nicht nur der spermizide Effekt relevant, sondern
ebenso die Wirkung auf den weiblichen Genitaltrakt. Hochgradige Keimvermehrungen
kénnen unter pradisponierenden Bedingungen zu Deckinfektionen beitragen. Die Alteration
der Schleimhdute schafft im weiblichen Genitale Angriffsmoglichkeiten fiir eingeschrankt
pathogene Keime [316]. Eine Invasion von Mikroorganismen im weiblichen Genitaltrakt
induziert u.a. oxidativen Stress und die Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)
sowie proinflammatorischen Zytokinen mit pathologischen Konsequenzen. An den Spermien
werden apoptoseédhnliche Vorgange ausgeldst [260, 309, 310, 368].

Sone (1990) und De Winter (1994) et al. konnten nachweisen, dass nach laparoskopischer
Inokulation einer E. coli-Suspension in den Uterus einer Gruppe von Sauen wahrend der
didstrischen Phase ein erhoéhter Anteil von Sauen mit Endometritiden feststellbar war [88,
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333]. Laut Scofield (1974) und Potecea et al. (2000) steigert eine durch den Besamungsvor-
gang verursachte bakterielle Infektion der Gebarmutter bei Sauen die embryonale Mortalitat
erheblich [286, 318].

2.3 Resistenzsituation

Der Einsatz von Antibiotika kann nicht der Kompensierung mangelhafter Hygienestandards
in Besamungseberstationen dienen [161]. Durch fortwdhrende Anwendung eines Antibio-
tikums in einem bestimmten Milieu entsteht ein einseitiger Selektionsdruck, der Resistenzen
und nosokomiale Infektionen multiresistenter Erreger fordert [58, 83, 178, 200, 249, 365].
Besonders im verdinnten Sperma werden zunehmend antibiotikaresistente Keime
festgestellt [7, 8, 222, 300, 347, 384]. Bei allen Wirkstoffklassen Iasst sich ein kontinuierlicher
Resistenzanstieg beobachten [253]. Die Resistenzentwicklung betrifft aber nicht in gleicher
Weise alle Erreger und alle Substanzgruppen. Ebenso wenig sind alle Besamungseber-
stationen gleichmaRig vom Auftreten resistenter Bakterienstdmme betroffen.

Wenn Antibiotika unwirksam fur die Bekdmpfung der verschiedenen Bakterienspezies
werden, entwickelt sich der Verdinner zum Kulturmedium [216, 217]. Durch die Elimination
der im Verdinner enthaltenen antibiotikaempfanglichen Keimflora wird eine ,Wachstums-
nische® fur resistente Keime geschaffen. Zusatzlich im Verdinner enthaltene Stoffe
garantieren glnstige Wachstumsbedingungen, indem Osmolaritats- und pH-Schwan-
kungen abgepuffert werden. Wachstumslimitierende toxische Stoffwechselendprodukte
der Bakterien und Spermien werden minimiert. Der pH-Wert von 6,8 bis 7,2 im verdinnten
Sperma unterstltzt ein Wachstum der Bakterien [6]. Letztlich wird einem Absterben der
Bakterienpopulation entgegengewirkt [5]. Da an der Regulation der Bakteriendichte
bakterielle Quorum-sensing-Komponenten beteiligt sind, die als Signalmolekile fungieren,
kénnen Bakterien durch diese Botenstoffe (z.B. Homoserinlactone) ihre Teilungsrate an ein
begrenztes oder verbessertes Nahrstoffangebot angleichen [15, 52, 116, 117, 133, 307, 364].

Wenn auch die Menge der zum Verdinner hinzugesetzten Antibiotika in den Besamungs-
eberstationen gleich ist, so bestehen doch grofle Unterschiede in der tatsachlich wirksamen
Konzentration im verdinnten Sperma. Hier gilt, dass bei Zusatz gleicher Antibiotikamengen
zum Verdunner bei kleiner werdendem Verdinnungsverhaltnis die absolute Menge
keimhemmender Substanzen pro Milliliter verdiinntes Sperma abnimmt [342]. Problematisch
sind ebenfalls Inkompatibilitaten zwischen den Verdinnerbestandteilen. Ein regelmaRiger
Fehler ist die Kombination von B-Lactamen und Aminoglykosiden, die unter bestimmten
Umstanden zur Inaktivierung beider Kompo-nenten fihren kénnen [106, 275].

Hohe Zinkkonzentrationen im Seminalplasma des Ebers destabilisieren einige Wirkstoffe,
darunter z.B. das Ampicillin. Dafir verantwortlich ist vermutlich eine beschleunigte Spaltung
des Antibiotikums durch Metalloproteasen [30, 228]. In bestimmten Medien ist bei 37 °C
Gentamicin fur etwa funf Tage stabil. Eine Reduzierung des pH-Wertes unter 6,5 flhrt zu
einer starken Verringerung der Gentamicinaktivitat. Ein verstarkter Abbau von Gentamicin
findet in Dextroseverdiinnern statt [135, 380].

Problematisch ist die Ubliche Praxis bei der Sperma- und Restverdinnerentsorgung [384]. In
den Laborabflissen der Besamungseberstationen siedelt sich in der Regel eine hochresis-
tente, biofilmbildende Keimflora an, die Gber Laborutensilien verschleppt wird [34]. Aus der
Humanmedizin bekannte Verursacher des Hospitalismus, wie Burkholderia cepacia, Serratia
marcescens und Stenotrophomonas maltophilia, wurden mehrfach im verdinnten Sperma
des Ebers gefunden [5, 8].

Da die Zahl neu zugelassener Antibiotika abnimmt und Resistenzraten ansteigen, sind neue
Kandidaten fir eine Verdinnersupplementierung nicht in Sicht. Bereits in den 80er Jahren
musste die Antibiotikakombination Penicillin-Streptomycin aufgegeben werden. In gleicher
Weise werden heute in der Fachliteratur Resistenzen gegen die aktuellen, konventionellen
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Aminoglykosidantibiotika beschrieben. Bakterienarten wie E. coli, Pseudomonas spp.,
Klebsiellen und Proteus spp., Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Alcaligenes
xylosoxidans, Burkholderia cepacia und Stenotrophomonas maltophilia sind widerstandsfahig
gegen Gentamicin [6, 55, 74, 114, 172, 185, 232, 253, 284, 289, 299, 336, 364, 365, 381].

Im Jahre 2005 wurden in 12% der Spermaportionen aus 17 Besamungseberstationen des
Zentralverband der Deutschen Schweineproduktion gentamicinresistente Keimarten im
verdinnten Sperma isoliert [384]. In einer retrospektiven Vielstationenstudie in Nordamerika
aus dem Jahre 2008 wurde der Nachweis erbracht, dass in ungefdhr einem Drittel der
Besamungsportionen eine Bakteriospermie vorhanden war und 86% der Isolate widerstands-
fahig gegen die praxisiblichen Antibiotika (Amoxicillin, Gentamicin, Tylosin, Lincomycin,
Spectinomycin) waren [8].

24 Antimikrobielle Peptide

241 Kilassifikation und Wirkungsmechanismen der antimikrobiellen Peptide

Heute sind mehr als 880 natlrliche antimikrobielle Peptide (AMP) bekannt. Unter diesem
Begriff werden Polypeptide aus bis zu 100 Aminosduren zusammengefasst. Eine hohe
strukturelle Diversitat und die groRe Anzahl der bisher entdeckten Peptide macht eine
Klassifizierung der AMP nach ihrer Primarstruktur duf3erst schwierig, so dass fur die Ein-
teilung neben der positiven Ladung die Sekundarstruktur zugrunde gelegt wurde [46, 101,
354]. Entsprechend der Sekundarstruktur werden vier Gruppen unterschieden:

(1) lineare Peptide mit a-helikalen Strukturen [298, 353],

(2) B-Faltblattstrukturen, die teilweise durch Disulfidbriicken stabilisiert sind [11, 329],

(3) Peptide mit a-helikalen und R-Faltblattstrukturen [101, 146] und

(4) lineare, nicht-a-helikale Strukturen, gestreckt oder in Schleifenkonformation auftretende
Strukturen, die haufig reich an bestimmten Aminosauren sind, wie z.B. Prolin, Tryptophan
oder Arginin [17, 320].

Gemeinsames Charakteristikum aller Strukturen ist die Amphipathie, die Trennung polarer
und hydrophober Reste in separaten Strukturoberflachen. Die rdumliche Trennung des
kationischen vom hydrophoben Anteil ist eine der wesentlichen Voraussetzungen fir die
Wechselwirkung der Peptide mit bakteriellen Membranen [155]. Eine amphipathische
Struktur erlaubt es den Peptiden, detergenzahnlich mit den Lipiden der asymmetrischen
Bakterienmembran zu interagieren [101]. Coulombsche Wechselwirkungen beglinstigen die
Bindung der Peptide an die negativ geladenen Kopfgruppen von Lipiden
(Phosphatidylglycerol, Cardiolipin). Hydrophobe Wechselwirkungen erméglichen dann das
Eindringen der Peptide in die hydrophobe Region der Lipiddoppelschicht, so dass im
Unterschied zu konventionellen Antibiotika Peptide direkt die bakterielle Zellmembran
destabilisieren [151, 167, 219, 267].

Im Gegensatz zu prokaryotischen Membranen sind bei eukaryotischen Membranen die
negativ geladenen Lipidkopfgruppen gréfRtenteils in der inneren, dem Zytoplasma
zugewandten Membran lokalisiert. Eukaryotische Zellmembranen enthalten zwitterionische,
gesamtneutrale Phospholipide wie Phosphatidylcholine, Sphingomyeline und Phosphatidyl-
ethanolamine. Elektrostatische Interaktionen sind daher gering. Die Anwesenheit von
Cholesterol reduziert die Insertion und damit die Aktivitat der Peptide gegenliber Eukaryoten
[154, 231, 264, 330, 352, 400, 402].

Gramnegative Bakterien verfliigen zuséatzlich Uber eine dulere Membran, die reich an stark
negativ geladenen Lipopolysacchariden (LPS) ist. LPS bildet den Hauptbestandteil der
aulleren Schicht der Membran. Es besteht aus einem lipophilen Anteil, dem Lipid A, und
einer hydrophilen Region aus Polysacchariden. AMP koénnen speziell an LPS-Komponenten
binden. Sie sind in der Lage, die LPS-Barriere iber einen so genannten ,self-promoted-
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uptake® zu Uberwinden und zur Zytoplasmamembran oder in den periplasmatischen Raum
der Bakterien vorzudringen. AuRerdem wirken die Peptide neutralisierend auf LPS und
reduzieren so ihre Endotoxinwirkung [105, 183, 255, 282, 283, 293, 306, 327, 331].

Das Vorkommen anionischer Lipide auf der Oberflache bakterieller Membranen sowie deren
Mangel an Cholesterol werden als wesentliche Faktoren fir die Selektivitdt der AMP
gegenlber prokaryotischen Membranen angesehen [32, 356]. Eine Modellvorstellung, die
die Membranaktivitat der meisten AMP veranschaulicht, ist das ,Shai—Matsuzaki-Huang—
Modell* (Abbildung 1).

Voraussetzungen fir die peptidinduzierte Membranpermeabilisierung sind [230, 287, 324,
401]: (1) eine positive Peptidladung, die die Akkumulation Uber elektrostatische Krafte an der
negativ geladenen Zytoplasmamembran der Bakterien beglnstigt [174], und (2) eine
hydrophobe Peptiddomane, die bei Insertion die dichte Packung der Lipidfettsdureketten
stort [224].

AMP

ueiquwaly a|jo119pey

Abbildung 1: Schematisierte Darstellung des , Shai-Matsuzaki-Huang—Modells“, modifiziert
nach Brodgen et al. (2005).

A: .barrel-stave‘“-Modell: Mehrere Peptide durchspannen die Membran. Die hydrophile Seite der
Peptide formt eine Pore, die durch Wechselwirkung des hydrophoben Peptidbereichs mit dem
hydrophoben Bereich der Lipidmatrix der Membran stabilisiert wird. Die transmembrane
Porenbildung wird nur durch die Peptide selbst bewerkstelligt.

B: . Toroid“-Modell: An der Porenbildung sind Peptide und Lipide beteiligt. Hydrophile Peptid-
oberflachen und polare Lipidkdpfe kleiden die Pore aus.

C: ,carpet‘-Modell: Bei Erreichen einer Grenzkonzentration an AMP fiihrt die Destabilisierung
der Lipiddoppelschicht durch die Peptide zu einem Kollaps und zur Auflésung der Membran
[46].

Durch biophysikalische Untersuchungen wurden drei Modellvorstellungen entwickelt [46]: (1)
Nach dem ,barrel-stave“-Modell (Abbildung 1A) durchspannen mehrere Peptide die
Membran. Die hydrophile Seite der Peptide formt eine Pore, die durch Wechselwirkung des
hydrophoben Peptidbereichs mit dem hydrophoben Bereich der Lipidmatrix der Membran
stabilisiert wird. Die transmembrane Porenbildung wird nur durch die Peptide selbst
bewerkstelligt [263, 267]. (2) An der Porenbildung im ,Toroid“-Modell (Abbildung 1B) sind
Peptide und Lipide beteiligt. Hydrophile Peptidoberflachen und polare Lipidkdpfe kleiden die
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Pore aus [221]. (3) Bei Erreichen einer Grenzkonzentration an AMP fihrt die Destabilisierung
der Lipiddoppelschicht durch die Peptide zu einem Kollaps (,carpet‘-Modell, Abbildung 1C)
und zur Auflésung der Membran [325, 326].

Bei allen drei genannten Modellen fiihrt die Permeabilisierung der Membran dazu, dass das
Membranpotential aufgehoben wird [395]. Fur bestimmte Peptide wird auch eine Trans-
lokation Uber die Lipiddoppelschicht ohne Endozytosemechanismen angenommen [261,
346]. Einige Autoren zweifeln an einem bakteriziden Effekt aufgrund von Stérungen der
Membranintegritdt und postulieren alternative Wirkungsweisen [395]. Diskutiert werden die
Induktion autolytischer Enzyme, die Hemmung der Protein-, DNA- und Zellwandsynthese,
die intrazelluldre Bindung an Rezeptormolekile und die Reduktion der Membranfluiditat [59,
129, 155, 157, 273, 386, 415]. In einem von Derossi et al. (1996) veroffentlichten Modell
assoziieren die kationischen Restgruppen der Aminosduren mit den negativ geladenen
Phospholipiden und erzeugen so eine Mizelle. Der hydrophile Kern der Mizelle enthalt die
Peptide, die bei der Fusion mit der Membran ins Zytoplasma freigesetzt werden kénnen [90].

24.2 Antimikrobielle Peptide in der Reproduktionsbiologie

2.4.2.1 Spermizid wirkende antimikrobielle Peptide

Eine Reihe von Arbeiten beschreiben spermiostatische und spermizide Wirkungen von AMP
auf Saugetierspermien [87, 99, 295, 297]. Derartige exogene AMP, darunter die synthe-
tischen, helikalen Magainine A und G, wurden als Kontrazeptiva geprift und eine
konzentrationsabhangige Verminderung der Spermienmotilitat fir Hamster, Ratte und
Mensch aufgezeigt. Bei Hutaffen (Macaca radiata) fihrte eine intravaginale Applikation von
Magainin A erfolgreich zur Kontrazeption [61]. In Konzentrationen oberhalb von 250 pg/mi
wirkten Magainine u.a. embryotoxisch [311].

In Experimenten wurde weiterhin festgestellt, dass Seminalplasmakomponenten (z.B.
Proteasen) Einfluss auf die spermizide Effektivitat der Magainine nehmen und dadurch deren
Aktivitat verringert wird [99]. Magainine beeintrachtigen die mitochondriale Energiebilanz
durch Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung [392]. Die Entfernung von Cholesterol
aus der humanen Spermienmembran mittels Zyklodextrin potenziert den spermiziden Effekt
des Magainins [392]. Ahnliche Wirkungen konnten an Embryonen bestétigt werden [250].

Andere spermizid wirkende antimikrobielle Peptide sind das Nisin, das Dermaseptin, das
Gramizidin und das Maximin [20, 43, 53, 204, 408]. Ethylendiamintetraacetat (EDTA) steigert
die spermizide Aktivitdt von Dermaseptin und Gramizidin. Die elektrostatischen Wechsel-
wirkungen vervielfachen sich, da sich die negative Oberflachenladung der Spermien erhéht
[43, 408]. Histopathologische Veranderungen im Vaginalepithel oder biochemische
Veranderungen im Blutprofil konnten nach ortlicher Applikation verschiedener Peptide bei
Probandinnen nicht nachgewiesen werden.

2.4.2.2 Befruchtungsrelevante antimikrobielle Peptide und Proteine

Wahrend exogene AMP eine dosis- und zeitabhangige toxische Wirkung auf Saugetier-
spermien haben, findet man im mannlichen Genitaltrakt eine Reihe von endogenen
Substanzen, die neben ihrer antimikrobiellen Aktivitdt offenbar auch fir den Befruchtungs-
prozess relevante Funktionen besitzen. Diese Peptide werden Uberwiegend im Nebenhoden
wahrend der Spermienreifung synthetisiert, von den Epithelien des Nebenhodenganges ins
Lumen sezerniert und dann an die Spermienoberflache gebunden [50, 112, 113, 197, 303].

B-Defensine sind eine wichtige Gruppe von AMP, die im Nebenhoden von Mensch, Schwein,
Affe, Ratte und Maus gebildet werden. Sie sind Teil der angeborenen Immunabwehr, haben
eine Barrierefunktion im Genitaltrakt und spielen als Schllisselmolekiile eine Rolle bei der
Spermienreifung, bei der Kapazitation der Spermien und bei der Fertilisation. Defensine
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wirken chemotaktisch auf dendritische Zellen und T-Lymphozyten. Die Expression der
Defensine wird durch Androgene reguliert und im Bedarfsfall durch Entziindungssignale
ausgeldst. Ein wichtiges Strukturmotiv der p-Defensine ist die Disulfidbricke, die sie sehr
stabil gegen eine bakterielle Proteolyse macht [120, 121, 173, 181, 215, 317, 341, 397, 399,
404, 405, 409, 418]. Spezielle Defensine des Nebenhodens von Ratten wirken antimikrobiell
gegen E. coli und andern die Aktivitdt von Calciumionenkanalen, die fir die Spermienreifung
wahrend der Nebenhodenpassage wichtig sind. Die Calciumakkumulation hatte dabei einen
direkten Einfluss auf das Bewegungsmuster der Spermien und den Anteil progressiv motiler
Spermien [45, 143, 176, 418]. Nach Jalkanen et al. (2005) vermittelt die C-terminale Domane
der Peptide Uber hydrophobe Wechselwirkungen die Bindung an die postakrosomale Region
und den Halsbereich der Spermien. Die antimikrobielle Funktion wird durch a-helikale
Strukturelemente der C-terminalen Domane gesichert, Uber die bakterielle Lipopolysaccharide
gebunden werden [173].

Uber 70% der im bovinen Seminalplasma vorkommenden Peptide sind mit Prostasomen
assoziiert, also Liposomen, die vom Epithel der Prostata gebildet werden. Bei der Fusion mit
der Zell-membran der Spermien gelangen so inaktive, endogene, antimikrobielle Peptide an
die Oberflache der Plasmamembran [21, 147, 206, 223]. Dabei wird die Membran zusatzlich
mit Cholesterol angereichert. Cholesterol verhindert die spermientoxische Wirkung
endogener Peptide. Die Abwesenheit des Cholesterols in der bakteriellen Plasmamembran
ist fur die Zytotoxizitat gegenlber Prokaryoten verantwortlich [10].

Kationische antimikrobielle Proteine (CAP) wurden auch aus azidophilen Granula
neutrophiler Granulozyten isoliert. Sie werden bei der Phagozytose von Spermien im
Genitaltrakt der Frau abgegeben und verfiigen Uber antibiotische, chemotaktische und
Endotoxin-neutralisierende Eigenschaften [71, 274]. Ein bioaktives synthetisches Fragment
der CAP ist das synthetische Peptid P20-44, das zu einer reversiblen Hemmung der
Spermienmotilitdt fihrt, ohne eine Beeinflussung der akrosomalen und mitochondrialen
Membranen hervorzurufen. Auch hier ist die a-helikale, amphipathische Struktur der
Aminosauresequenz fur die Wechselwirkungen mit der bakteriellen Membran ausschlag-
gebend. Funf weitere kationische AMP mit identischer Nettoladung hatten keinen Einfluss
auf die Spermienmotilitat, aber eine breite antimikrobielle Aktivitat [71]. D'Cruz et al. (1995)
gehen davon aus, dass fir die Regulation der Spermienmotilitdt rezeptorvermittelte
Interaktionen zwischen dem synthetischen Peptid und der negativ geladenen
Spermienoberflache von Bedeutung sind, die eine membrangekoppelte
Signaltransduktionskaskade kanalisieren.

Die im mannlichen Genitaltrakt von Mensch, Rhesusaffe (Macaca mulatta) und Maus
typisierten Zystatine weichen von den bisher beschriebenen Wirkmechanismen ab [146].
Zystatine werden im Hoden, Nebenhoden, in der Prostata, der Samenblasendrise und
anderen Geweben synthetisiert. Sie fungieren als Zystein-Protease-Inhibitoren und verandern
Uber unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen Kathepsin- und andere Enzymaktivitaten,
die fir Reifungsprozesse der Spermien erforderlich sind. Zystatin verringerte auch das
Wachstum von Streptokokken und anderer Bakterien im Reproduktionstrakt von Rhesus-
affen. Das Koloniewachstum von E. coli wurde durch Koinkubation mit Zystatin um 70%
reduziert. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass:

(1) einige exogene AMP eine spermientoxische Wirkung zeigen und als Kontrazeptiva
nutzbar sind,

(2) endogene AMP an die Oberflache der Spermien binden, antimikrobiell sowohl im
mannlichen als auch im weiblichen Genitale wirken und dort zur Modulation der Immunant-
wort und Elimination von Pathogenen beitragen,

(3) endogene AMP Einfluss auf die Maturation und das Motilitdtsverhalten der Spermien
nehmen und anderweitige Funktionen im Rahmen der Befruchtungskaskade besitzen,

(4) infolge eines Uberhangs basischer Aminosduren und sich daraus ergebenden
kationischen Eigenschaften AMP bevorzugt mit negativ geladenen Oberflachen von
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Mikroorganismen interagieren und dabei amphipathische Sekundarstrukturelemente
Wechselwirkungen mit Membrandoméanen der Mikroben ermdglichen und

(5) der Einsatz von AMP konzentrations- und =zeitabhangig zur Depolarisierung,
Permeabilisierung und schlieBlich zur Lyse der Zielzellen flihren kann.

2.4.3 Die zyklischen Hexapeptide c-RRWWWR und c-RRWFWR

Bisherige Versuche zur Steigerung antimikrobieller Wirksamkeit von Peptiden waren im
Wesentlichen auf lineare, potentiell helixbildende Peptide beschrankt [77, 353]. Einige
Peptide, die reich an bestimmten Aminosauren, wie Prolin (P), Phenylalanin (F), Arginin (R)
oder Tryptophan (W), sind, kommen als antimikrobielle Motive natlrlicher Proteine vor [101,
312]. Zur Gruppe dieser R- und W-reichen antimikrobiellen Sequenzen zahlen Hexapeptide,
die vor einigen Jahren aus einer kombinatorischen Peptidbibliothek abgeleitet wurden [36,
165]. Die Zyklisierung der aus sechs L-Aminosduren bestehenden Sequenzen flhrte zu
hochaktiven Analoga (Abbildung 2). Dazu tragen die geringe Anfalligkeit gegenuber
enzymatischem Abbau und die geringe GroRRe bei, die die Synthesekosten und das Risiko
einer immunogenen Antwort begrenzen [19, 78, 343, 344, 382].

A B

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der zyklischen Hexapeptide (A) c-RRWWWR und (B)
c-WRRRWF [183]. Die Zyklisierung aus sechs L-Aminosauren (R=Arginin, W=Tryptophan,
F=Phenylalanin) fiihrt zu antimikrobiell hochaktiven Peptiden, modifiziert nach Junkes et al.
(2008).

Mit standardisierten Verfahren, wie der Festphasensynthese, konnten solch einfach
strukturierte Peptide schnell und in groReren Mengen produziert werden. Die Sequenz
synthetischer Peptide ist im Vergleich zu rekombinant hergestellten Peptiden oder Proteinen
einfach zu modifizieren, so dass sich die biologische Aktivitat leichter optimieren lasst [54].
Allgemein geht mit einer Sequenzreduktion unter zehn Aminosaurereste die Fahigkeit zur
Bildung einer amphipathischen Helix als Voraussetzung flir die Membranaktivitat verloren
[77]. Peptide, die aus zwei bis vier Aminosauren aufgebaut sind und aufgrund dominieren-
der, aromatischer Reste eine hohe Hydrophobizitat besitzen, sind zwar antibakteriell aktiv,
weisen gleichzeitig aber auch eine hohe, nicht erwilinschte Zytotoxizitat auf [343, 370].

In Arbeiten am Leibniz-Institut fir Molekulare Pharmakologie (FMP) wurde festgestellt, dass
durch Optimierung der Sequenzabfolge und erhdhte Clusterung aromatischer
Aminosaurereste (v.a. Tryptophan) in ,head-to-tail zyklisierten Peptiden die antimikrobielle
Aktivitat gesteigert werden kann. Eine Zyklisierung des Rickgrats zieht zugleich eine
Erhéhung der Zytotoxizitat gegeniber Eukaryoten nach sich [78, 91, 159, 359, 382, 394].

Der antimikrobielle Effekt der Hexapeptide wird in erster Linie durch die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen der negativ geladenen Lipidmatrix der Bakterienzelle und den
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drei positiv geladenen Arginin-(R)-Resten (Abbildung 2) bestimmt [54]. Als Folge dessen
setzen sich die Peptide an der Membranoberflache fest und bilden Peptid-Lipid-Komplexe
aus, die zu einer Stérung der gesamten Phospholipidorganisation fiihren kénnen [80]. Nach
initialer Bindung an die Phospholipidkopfgruppen kénnen sich die Peptide iber hydrophobe
Wechselwirkungen in den apolaren Bereich der Membran setzen und die Membran lokal
destabilisieren.

Hexapeptide zeichnen sich durch eine hohe Selektivitat fir gramnegative Bakterien aus, die
bei Substitution des Tryptophans oder Arginins abnimmt [183]. Die Bildung transmemb-
ranaler Poren ist aufgrund der geringen Grof3e der Hexapeptide unwahrscheinlich [177]. Aus
dem Leitmotiv c-RRWWRF wurden durch Junkes et al. (2008) die optimierten Hexa-
peptidsequenzen c-RRWFWR und c-RRWWWR (Abbildung 2) abgeleitet [183]. Zur
Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen (MIC) wurden zwei Laborstdmme
ausgewahlt (grampositiv: B. subtilis DSM 347; gramnegativ: E. coli DH-5a; Kap. 3.1, Tabelle 1).

Hexapeptide mit hoher antimikrobieller Aktivitat sind gewohnlich durch MIC-Werte im
mikromolaren Konzentrationsbereich (MIC < 5 uM) charakterisiert [19]. Zytotoxizitatsstudien
an eukaryotischen Zellen wurden an humanen Erythrozyten durchgefihrt [183]. Generell ist
die hamolytische Aktivitat der Hexapeptide moderat. Je hydrophober und amphipathischer
das Peptid ist, desto grofier ist der unerwiinschte lytische Effekt auf Saugerzellen [18].
Bakterielle Selektivitdt, Proteolysestabilitdt und thermodynamische Widerstandsfahigkeit
machen Zyklopeptide zu vielversprechenden Leitstrukturen fir eine anwendungsorientierte
Weiterentwicklung als peptidische Antibiotika [354].

2.4.4 Die helikalen Magainin-Derivate MK5E und IVWTI-M2a

Im Jahre 1987 isolierten Zasloff et al. eine Gruppe von AMP aus den Schleimdriisen der
Haut des Afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevi). Diese antimikrobiellen Wirkstoffe
wurden als Magainine bezeichnet. Magainine sind lineare, a-helikale Peptide mit einer Lange
von 23 bis 27 Aminosauren (Abbildung 3). Sie besitzen schon in sehr geringen Konzent-
rationen ein sehr breites Wirkungsspektrum gegen eine Vielzahl von Bakterien, Pilzen und
Einzellern. Einer Reihe von Magaininabkdmmlingen wurde eine antitumorale Wirkung
zugeschrieben [25, 69, 229, 262, 337, 353, 411, 413]. Gut untersucht ist die direkte
Wechselwirkung der Magainine mit der gramnegativen bakteriellen Membran. Mit hoher
Affinitat bindet die amphipathische Helix des Magainins an Lipopolysaccharide (LPS).
Hydrophobe Wechselwirkungen resultieren in einer Depolarisation und Destabilisierung der
prokaryotischen Membran. Es kommt zur Bildung von lonenkanalen, zum Verlust des
transmembranen Potentials und lonengradienten und damit schliel3lich zur Lyse der
Zielzellen [81, 98, 184, 226, 294, 359, 413].

Einige Magainin-Derivate induzieren an eukaryotischen Membranen einen Lipid-Flip-Flop
und akkumulieren anschlieRend in den Mitochondrien und Zellkernen [169]. Modifizierte
Magainin-2-amide (M-2a) hemmen die Spermienmotilitdt, wirken spermizid und kénnen
Akrosomendefekte auslésen [71]. L- und D-Aminosdureenantiomere besitzen das gleiche
antimikrobielle Wirkungsspektrum. Yang et al. (2000) folgern daraus, dass an der
antimikrobiellen Aktivitat keine stereospezifischen Rezeptorproteine beteiligt sind und fir die
Selektivitat die Komposition der Lipidmatrix verantwortlich sei [401]. In Arbeiten von Dathe et
al. (1996 bis 2002) wurden strukturelle Parameter des Magainins Uberpruft, die die Aktivitat
und Selektivitat der Peptide beeinflussen. Beschrieben wurden Struktur-Funktions-Analysen
von ,Hybridpeptiden®, der Einfluss der Peptidhelizitdt, der Aminosduresequenz, des
hydrophoben Momentes, der Grélke der polaren und apolaren Doméanen, der Nettoladung
und Konformation [77, 79-82, 352, 388, 403]. Die Konformation des Magaininmolekdils in
Lésung wird hauptsachlich vom Lésungsmittel, vom pH-Wert und von der Temperatur des
Milieus festgelegt. Ladungs- und hydrohobe Wechselwirkungen bestimmen die Struktur an
Grenzflachen, wie der Lipidmatrix der Zellmembran [12, 13, 226, 313]. Die Aktivitat
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gegenlber gramnegativen Bakterien ist im Allgemeinen gréRRer als gegenliber grampositi-
ven, da sich die Peptide an der dul3eren Zellwand gramnegativer Erreger anreichern. Die
hydrophobe Doméane gestattet eine parallele Ausrichtung an der Membranoberflache, mit
anschlieRender Umorientierung und transmembraner Porenbildung [209].

Ziel war es, strukturelle Motive so anzupassen, dass ein Gleichgewicht zwischen den hydro-
phoben und elektrostatischen Kraften erreicht werden kann, das zu einer Optimierung der
Wechselwirkung mit der Bakterienmembran flihren soll. In Abbildung 3B ist das modifizierte
Magainin-Derivat MK5E dargestellt, das im Vergleich zum unveranderten M-2a (Abbildung 3A)
eine 50-fach héhere antimikrobielle Aktivitat und eine 20-fach starkere bakterielle Selektivitat
aufweist. Die positive Nettoladung ist fur die Wechselwirkung mit den negativ geladenen
Phospholipidkopfgruppen notwendig [229, 390]. Die Amphipathie lasst sich Ulber den
hydrophoben Moment quantifizieren [389]. Eine erhohte Hydrophobizitdt des Peptids
unterstitzt nachweislich eine starkere antibakterielle, aber auch hamolytische Aktivitat [387].
Wie aus der Abbildung 3C zu entnehmen ist, fihrt eine geringfligige Sequenzmodifikation
der Aminosauren bei dem Peptidabkédmmling IVWTI-M2a im Vergleich zum Ausgangspeptid
(Abbildung 3A) zu einer Erhéhung des hydophoben Moments.

@ hydrophiler Rest

O hydrophober Rest

Abbildung 3: A: Schematisierte Darstellung der helikalen Projektion des M-2a (Leitmotiv). Die
Zeichnung verdeutlicht die Verteilung der hydrophoben und hydrophilen (kationischen) Reste
der amphipathischen Helix [230]. B: Darstellung des optimierten Magainin-Derivats MK5E [79].
C: Veranschaulichung des Magainin-Derivats IVWTI-M2a [389] mit einem erhéhten hydropho-
ben Moment (4) im Vergleich zum Ausgangspeptid (A).

2.4.5 Resistenzen gegen antimikrobielle Peptide

Um der Zunahme an Resistenzen zu begegnen, missen Antibiotika mit neuen Angriffszielen
entwickelt werden [288, 379]. Antibiotika sind mit Ausnahme einiger synthetischer Strukturen
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aus Bakterien und Pilzen abgeleitet. lhre Wirkung richtet sich vor allem gegen die
Biosynthese von Proteinen, Nukleinsduren und Zellwandbestandteilen [253]. Analog zu den
Abwehrmechanismen niederer Lebewesen verfugen hdhere Organismen Uber ein
angeborenes Immunsystem. Ein wichtiger Bestandteil sind antimikrobielle Peptide, die eine
sehr heterogene Gruppe darstellen und damit Pathogenen kein einheitliches Strukturmotiv
bieten [212, 233, 348].

Bakterien verfligen Uber die Fahigkeit, die Initialbindung, die Peptidinsertion und die
Membranpermeabilitdt zu modifizieren [46, 276]. Zu diesem Zweck werden beispielsweise
aullere Membranbestandteile verandert, insbesondere Anteile des Lipopolysaccharids oder
der Phospholipide, indem positive Ladungen eingefliigt werden. Dadurch schranken die
Bakterien den ,self~-promoted-uptake® ein und sind weniger empfanglich fir AMP [92, 139,
141, 142, 277, 322].

Die antimikrobielle Aktivitdt der AMP hangt sehr stark vom Mikromilieu ab. Als kritischer
lonenfaktor gilt u.a. Carbonat. Je nach Exposition kann es anscheinend die Zellwandsyn-
these oder Genexpression der Bakterien beeinflussen und damit unter zellphysiologischen
Bedingungen den Angriff der AMP erleichtern oder erschweren [96, 280].

Bereits in den 80er Jahren konnten durch Zasloff, Viljanen und Manniello Primarresistenzen
gegen AMP nachgewiesen werden. Sie zeigten, dass polykationische AMP unwirksam
gegen mehrere Isolate waren, zu denen Proteus, Serratia, Providencia, Burkholderia und
Streptococcus zahlten [225, 327, 367, 411]. Staphylococcus (St.) aureus ist anscheinend
ebenfalls in der Lage, Resistenzen gegenuber Defensin, Magainin, Nisin und Protegrin zu
entwickeln. Der grampositive, biofilmbildende Keim verandert die Oberflachenladung durch
den Einbau positiv geladener Aminogruppen. Dies fUhrt zu einer partiellen Neutralisierung
der Membran mit Reduktion der elektrostatischen Wechselwirkungen [29, 202, 278, 279].

Salmonella (S.) enterica und Pseudomonas (P.) aeruginosa verandern enzymatisch das
anionische Lipid A des LPS der dufReren Membran. Die Folge ist eine geringere Peptid-
initialbindung. Dieser Abwehrmechanismus erklart auch die natirlichen Resistenzen von
Proteus mirabilis, Providencia rettgeri und Serratia marcescens gegen AMP [28, 38, 102,
140, 142, 308]. Klebsiella (K). pneumoniae und P. aeruginosa bilden spezielle Kapselpoly-
saccharide aus, Yersinia enterocolitica aulere Membranproteine, die den Angriff der AMP
stark einschranken [51, 115, 369].

Ein weiterer Resistenzmechanismus besteht in der gezielten Produktion von bakteriellen
Proteasen. Proteasen inaktivieren enzymatisch AMP [138, 140, 314, 345, 358]. Fur das
Kathelizidin LL-37 wurde gezeigt, dass es durch die Metalloproteinase Aurelysin von
St. aureus inaktiviert wird [266, 328]. Magainine werden u.a. durch die Aktivitdt der
Magaininasen von Proteus inhibiert [31]. Eingedrungene Peptide kénnen auch energieab-
hangig Uber Effluxpumpen, die in der Zytoplasmamembran der Bakterien lokalisiert sind, aus
der Zelle transportiert werden [29, 213, 254, 323, 357]. Die Bildung extrazellularer Polymere
(Biofilm) macht Bakterien zusatzlich unempfindlich [268].

Die Zytoplasmamembran als Hauptangriffsort der AMP wird ansonsten bei Resistenz-
bildungen nicht verandert, da die Membran ursachlich an der Erzeugung eines lonen-
gradienten beteiligt ist. Eine Verdnderung der Lipidzusammensetzung wirde auch eine
Veranderung der Energieerzeugung zur Folge haben. Eine Resistenzentwicklung ist
erschwert und beginstigt damit den Einsatz antimikrobieller Peptide [145].

246 Synergiemechanismen

Bekannt ist der Synergismus zwischen einzelnen Peptiden [26, 192, 207, 349, 383, 410],
zwischen Peptiden und Chelatbildnern [44, 220, 340] und zwischen Peptiden und
konventionellen Antibiotika [75, 152, 265, 416]. Synergistische Wechselwirkungen machen
einen Peptideinsatz effektiver [396]. Eine Anzahl von Peptiden, darunter Laktoferrin,
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Lysozym und Polymyxin B, permeabilisieren die aulere Membran gramnegativer Bakterien
derart, dass die MIC fur antibiotische Zusatze um das 300-fache reduziert werden konnte
[361]. Dartber hinaus zeigten Kombinationen aus Nisin und praxisiblichen Antibiotika gute
Wirkung gegen Methicillin-resistente St. aureus (MRSA)-Stamme [296].

Polykationische Peptide zeichnen sich dadurch aus, dass sie uUber entsprechende
elektrostatische Wechselwirkungen die anionische Komponente des LPS binden und
synergistisch den Angriff und die Translokation von lipophilen oder amphiphilen Wirkstoffen
vorbereiten und beschleunigen [151]. Viele der permeabilisierenden Peptide sind vom
Polymyxin B abgeleitet. Sie enthalten als Strukturmotiv eine Disulfidbriicke oder sind durch
alternierende hydrophile und hydrophobe Aminosdurereste gekennzeichnet. Experimente
von Vaara und Porro zeigten, dass Keime, wie E. coli, Enterobacter cloacae, K. pneumoniae
und S. typhimurium, sehr gut fir einen ,postantibiotischen® Effekt sensibilisiert werden [360-
363]. Giacometti et al. (2000) fihrten den Synergismus auf eine Aktivitatssteigerung der
bakteriellen Mureinhydrolase zurlick, die das Peptidoglykangerist direkt schadigt und den
Antibiotikainflux erhéht [127].
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3 Material und Methoden

3.1 Peptidmaterial

Die Peptide (Tabelle 1) wurden mittels automatischer Festphasen-Synthese (Syntheseautomat
ABI| 433A) unter Nutzung eines Standardprotokolls durch die Firma Biosyntan hergestellt. Die
synthetischen Peptide wurden mittels analytischer RP-HPLC (reverse-phase high perfor-
mance liquid chromatography) auf ihre Reinheit Gberprift.

Fir die Lagerung und den Transport wurden die Peptide lyophilisiert, im Labor des Instituts
fur Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere Schénow e.V. (IFN) in Aqua bidest. geldst
und je nach Bedarf bei 4 °C bzw. bei -20 °C gelagert.

Tabelle 1: Peptidmaterial, Bestimmung der MIC [uM] unter Verwendung von Luria-Bertani-
Medium (LB-Medium, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Nomen- Aminosaure- Mw MiC [“M] MIC.[!]M] Hamolyse [%] bei
E. coli B. subtilis DSM -
klatur sequenz [g/mol] DH5a 347 100 pM Peptidzusatz
WFW c(RRWFWR) 989,5 3.1 3,1 6,1
WWw c¢(RRWWWR) 1027,2 1,6 0,8 6,6
VWTI- GIGKF IHSVK
KWGKT FIGEI MNS- 25771 2,3 12,5 <1
M2a
NH,
GIGKF IHAVK
MK5E KWGKT FIGEIAKS-  2515,1 0,8 1,6 <1
NH,

MW = Molekulargewicht, MIC = minimale inhibitorische Konzentration

3.2 Versuchsaufbau

Fur die Versuche standen flissigkonservierte Spermien von Ebern der Rasse Deutsches
Edelschwein, Deutsche Landrasse, Piétrain und Duroc zur Verfigung. Alle Ejakulate wurden
mit der ,Handmethode® in zwei Besamungseberstationen gewonnen, nach der Gewinnung
mit BTS-Verdinner (Tabelle 2, Fa. Minitlib, Tiefenbach, Deutschland) versetzt, auf 2 x 10°
Spermien pro Besamungstube (90 ml) eingestellt und entsprechend Abbildung 4 abschnitts-
weise in einem ,split-sample“-Verfahren aufbereitet [35]. Die Proben wurden anschliel3end
eine Stunde auf Raumtemperatur abgekihlt und bei 16 °C bis zur Verwendung in einem
Klimaschrank (Fa. Minitlib) gelagert.

Im Versuch A (Kap. 4.1) wurden zur Charakterisierung von Lagerungs- und Konzentrations-
effekten jeweils neun Ejakulate in einem ,split-sample“-Verfahren mit den Hexapeptiden
(Kap. 2.4.3) WWW (V) und WFW (V34) und den Magainin-Derivaten (Kap. 2.4.4) IVWTI-
M2a (V1.2) und MK5E (Vs4) aufbereitet. Die Variante Vs enthielt in beiden Peptidgruppen
zusatzlich 0,5 yM Gentamicin.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des BTS-Verdiinners (Fa. Minitiib), nach Johnson [179]

Beltsville-Thawing-L6sung (BTS) [mM]

NaHCO, 15
Na-Zitrat 23

KCI 10
Glukose 205
EDTA 3,7
pH-Wert =74
Osmolaritat 300mOsmol

Nach 12, 48 und 96 Stunden Lagerung wurde der Einfluss der AMP-Supplementierung im
Vergleich zum Standardverdunner (K: BTS + 544 yM Gentamicin) analysiert. Die Peptid-
konzentrationen bewegten sich im Bereich der einfachen und doppelten MIC (Tabelle 1).
Diese wurden am Leibniz-Institut fir molekulare Pharmakologie (FMP) an zwei Laborstam-
men (E. coli DH-5a, B. subtilis DSM 347) bestimmt [79, 183].

Im Versuch B (Kap. 4.2) wurden mittels computerassistierter Spermienmotilitdtsanalyse die
Effekte einer AMP-Supplementierung auf die Spermienmotilitat in Abhangigkeit von der
Peptidkonzentration analysiert. Nach 24 Stunden Lagerung wurden dafir konservierte
Ejakulate (n=12) in einem ,split-sample“-Verfahren bei 38 °C fur funf Minuten mit
steigenden Konzentrationen (5 - 40 yM) der Peptide WFW, WWW, MK5E (Tabelle 1) und der
fluoreszenzmarkierten Peptide WWW][F] und [F]-M2a (Kap. 3.8, Tabelle 11) inkubiert.

OO
,»Split-sample“-Verfahren @
[ | N ) N | N— ) — T

Versuch A - Kap. 4.1 (n=9)
K: BTS + 544 uM Gentamicin

V,:BTS+ 2 uM[WWW] bzw. 2,5 yM [IVWTI-M2a]
V,: BTS + 4 uM [WWW] bzw. 5 uM [IVWTI-M2a]
V,:BTS+ 4 uM[WFW] bzw. 1 uM [MK5E]
V,:BTS+ 8 uM[WFW] bzw. 2 uM [MK5E]

V;: BTS+ 2 M [WWW] + 0,5 pM Gentamicin  bzw. 1 pM [MK5E] + 0,5 uM Gentamicin

Versuch B - Kap. 4.2 (n =12)

K: BTS + 544 yM Gentamicin

5 uM: WFW; WWW; WWWIF]; MK5E; [F]-M2a
10 uM:  WFW; WWW; WWWIF]; MK5E; [F]-M2a
20 pM:  WFW; WWW; WWWI[F]; MK5E; [F]-M2a
40 uM:  WFW; WWW; WWWIF]; MK5E; [F]-M2a

Versuch C - Kap. 4.3 (n = 20)

K: BTS + 544 pyM Gentamicin
V,;: BTS + 34 pM Gentamicin
ViV, + 4 uM[WFW]
ViV, + 2uM[WWW]
ViV, + 1uM[MKSE]

Abbildung 4: Versuchsaufbau (K: Kontrollprobe, V,-Vs: Versuchsvarianten)

Ziel des Versuchs C (Kap. 4.3) war die Prufung synergistischer Effekte zwischen dem
Antibiotikum Gentamicin und den synthetisch hergestellten Peptiden WFW (V,), WWW (V)
und MK5E (V,). Die Peptide und deren Konzentrationen (4 uM WFW, 2 yM WWW und 1 uM
MK5E) wurden durch die Versuche A und B festgelegt. Unabhangig von den Ergebnissen
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der MIC-Bestimmung des Gentamicins (Kap. 4.1.6) wurde die Dosis in den Varianten V4 auf
34 uM reduziert. Die Variante V, enthielt kein Peptid. Als Kontrollverdiinner diente BTS +
544 yM Gentamicin. Es wurde an 20 Ejakulaten in einem ,split-sample“-Verfahren
untersucht, ob sich die einzelnen Varianten V,, spermatologisch nach 12, 48 und 96
Stunden Lagerung vom Kontrollverdiinner unterschieden.

Parallel zu den In-vitro-Untersuchungen (Tabelle 3) wurden alle Proben im Versuch A und C
nach Glycerin-Supplementierung (1:3) in flissigem Stickstoff kryokonserviert [122] und
mikrobiologisch am Leibniz-Institut fir Zoo- und Wildtierforschung (IZW, Abteilung
Bakteriologie) untersucht.

Weiterfiihrende Untersuchungen dienten der Analyse der Peptid-Spermien-Wechselwirkung.
Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM, Kap. 3.8 und 4.4) und die Elektronen-
spinresonanzspektroskopie (ESR, Kap. 3.9 und 4.5) wurden am Leibniz-Institut flr mole-
kulare Pharmakologie bzw. am Institut fir Biologie und Molekulare Biophysik der Humboldt
Universitat Berlin durchgefiihrt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Methodenspektrum

Methoden Versuch A Versuch B Versuch C
Spermienmorphologie (u.a. NAR) X X
pH-Wert X X
Spermienmotilitat (CASA) X X X
Membran- und Akrosomstatus X X
Mitochondrienaktivitat X
Mikrobiologische Untersuchung X X
Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) separate Analyse (Kap. 4.4)
Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR) separate Analyse (Kap. 4.5)

3.3 Akrosomenmorphologie

Die morphologische Beurteilung der Spermien im Feuchtpraparat erfolgte nach dem
Standardprotokoll des IFN. Dafir wurden Veranderungen an Kopf, Kopfkappe, Mittel-,
Haupt- und Endstiick erfasst. Spermien mit ,Normalem Apikalen Rand“ (NAR) wurden
gesondert ermittelt. Der Anteil der NAR Spermien wurde in Prozent angegeben [68, 150,
180, 290, 338, 414].

Native und konservierte Spermaproben wurden mit phosphatgepufferter Formol-NaCl-Lésung
(Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) auf eine Konzentration von 50 x 10° bis 100 x 10°
Spermien pro Milliliter verdinnt. Das Verdinnungsverhaltnis betrug flr natives Ebersperma
1:6 und fUr konserviertes Sperma 1:2 (Tabelle 4).

Fixierldsung (1%ige Formol-pNaCl-Lésung, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

e Phosphatgepufferte NaCl-Lésung pH 7.0 (pNaCl)
o 16,1 ml Pufferstammiésung A: 0,5 M Na,HPO,
o 8,9 ml Pufferstammlésung B: 0,5 M NaH,PO4 mit H,O auf 100 ml auffillen
o Zusatz von 200 ml 0,9%iger NaCl-Lésung

e 1 ml 37%ige Formaldehydlésung zu 100 ml pNaCl
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Tabelle 4: Verdiinnungsverhiltnis zur Herstellung der Feuchtpraparate

Probe Verdiinnung Sperma [pl] Fixierlosung [pl]
nativ 1:6 100 500
konserviert 1:2 200 200

Nach Vorlage der entsprechenden Menge 1%iger Formol-pNaCl-Lésung in 1,5 ml Reaktions-
gefalle erfolgte die Zugabe der nativen oder konservierten Spermaprobe in aliquoter Menge.
Aus der fixierten Probe wurden 4 pl auf einen Objekttrager (ISO 8073, 76 x 26 mm) gegeben
und mit einem Deckglas (DIN 58884, 18 x 18 mm) abgedeckt. AnschlieRend wurde bei 800-
facher VergrofRRerung die mikroskopische Beurteilung von 200 Spermien je Praparat im
positiven Phasenkontrast durchgeflhrt (Jenaval, Fa. Carl Zeiss Jena, Jena, Deutschland).

3.4 pH-Wert-Messung

Die pH-Wert-Messung [372, 373] wurde elektrometrisch mittels einer Glaselektrode (WTW-
Standardpuffer) unter Beachtung der Temperaturkorrektur durchgefihrt (pH 537, WTW,
Weilheim, Deutschland).

3.5 Computerassistierte Spermienmotilitatsanalyse (CASA)

Zur objektiven Beurteilung der Spermienbewegung kam das CASA-System SpermVision
(Fa. Minitib, Tiefenbach, Deutschland) zum Einsatz. Das SpermVision-System besteht aus
einem Mikroskop (Olympus CX31) mit integrierter Digitalkamera (60 Frames/s, Verschluss-
zeit 1/120.000 s) sowie angeschlossenem PC. Das Mikroskop verfigt Gber ein 20 x 0,5
Objektiv mit negativem Phasenkontrast. Zusatzlich ist das Mikroskop mit einem temperier-
baren Kreuztisch und einer Rastermechanik ausgerustet.

Wahrend einer Messung wurde innerhalb von 0,5 Sekunden pro Gesichtsfeld eine Serie von
30 Bildern aufgenommen und durch das Auswerteprogramm SpermVision beurteilt. Durch
Vergleich von 30 Bildern einer Serie wurden die von den Spermien zurickgelegten
Wegstrecken erkannt und hieraus die Motilitdtsparameter errechnet. Abbildung 5 zeigt eine
schematisierte Darstellung der Bewegungsparameter. Im Ganzen wurden je Spermaportion
1000 Spermien bzw. 15 Messfelder ausgewertet. Der Mittelwert aller Motilititsdaten der
einzelnen Gesichtsfelder stellte das Ergebnis einer Messung dar.

Weiterhin wurden durch das System Parameter erfasst, die die Geschwindigkeit der Fort-
bewegung und die Bewegungsbahn der Spermien wiedergaben. Insgesamt resultiert die
Vorwartsbewegung der Spermien aus der Funktion des Flagellarapparates mit dem Ergebnis
einer Sinus-Kurvenform als Spermienbahn [27, 47, 84, 85, 94, 131, 163, 164, 350, 374, 375].

Als Mal fir die Intensitat der Kopfauslenkung wurden die durchschnittliche Kopfamplitude
(ALH) um die geglattete Bahn (DAP) der Spermienbewegung, der durchschnittliche
Auslenkungswinkel (AOC) und die Auslenkungsfrequenz (BCF) gemessen. Insgesamt
wurden durch die CASA 11 Messparameter erfasst, die in Tabelle 5 dargestellt sind [2, 241,
305]. Zur Bestimmung der Bewegungsgeschwindigkeit wurde die real zurtickgelegte Strecke
(DCL) vermessen und dann die geglattete Bahn (DAP) unter dieser berechnet. Die direkte
Entfernung zwischen Startpunkt und Endpunkt (DSL) im Messzeitraum wurde ebenfalls
erfasst [238, 239, 302].
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Tabelle 5: Definitionen der gemessenen Parameter und ihre Bedeutung

Abkiirzung Beschreibung MaReinheit
ALH amplitude of lateral head displacement (Amplitude der Kopfauslenkung) um
AOC average orientation change of the head (Auslenkungswinkel) ° (Grad)
BCF beat cross frequency (Kopfauslenkungen s'1) Hz
DAP distance average path (Gemittelte Bahn) pum
DCL distance curved line (tatsachlich zurlickgelegte Strecke) um
DSL distance straight line (linearisierte Strecke) pm
LIN linearity (Linearitat) - Quotient aus VSL/VCL

Radius Bahnradius pum
VAP velocity average path (Geschwindigkeit der geglatteten Bahn) pms™
VCL velocity curved line (Spurgeschwindigkeit) pms™
VSL velocity straight line (Geschwindigkeit der linearen Strecke) um s’

Aus den zurickgelegten Distanzen und dem Messzeitraum ergaben sich die korrespon-
dierenden Geschwindigkeiten VCL, VAP und VSL. Als Mal} fir die Geradlinigkeit der
Bewegung wurde der Parameter LIN berechnet, der sich aus dem Quotienten VSL/VCL
ermitteln lieR. Tabelle 6 gibt die fir die Charakterisierung der Spermienmoaotilitat erforder-
lichen Klassifizierungen wieder.

Tabelle 6: Klassifizierung der Spermien

Klasse Bedingung
Lokal Motile DSL<4,5um
Progressiv Motile (PROG) DSL > 4,5 uym
Linear Motile (LIN) STR>0,9;LIN>0,5
Nichtlinear Motile STR<0,9; LIN<0,5
Hyperaktive (HYPER) VCL >80 ym s™; LIN < 0,65; ALH > 6,5 gm
Kreislaufer (KREIS) DAP / Radius = 3; LIN < 0,5
Immotile (IMMOT) AOC < 2,2 um

Fir die Vermessung am SpermVision wurden die Spermaportionen dem Klimaschrank
entnommen, gemischt und Messproben von 1,5 bzw. 10 ml in ein Reaktionsgefald gegeben.
Die Messproben wurden vor der Untersuchung je nach Aufgabenstellung 10 Minuten oder 30
und 300 Minuten lang (Thermoresistenztest-TRT) in einem Warmeblock mit Heiztisch
(Labnet AccuBlock HT200, Fa. Minitib, Tiefenbach, Deutschland) bzw. in einem Wasserbad
(GFL 1002, Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel, Deutschland) bei 38 °C unter
Luftzutritt inkubiert.

Fir die Messungen wurde eine Probenmenge von 2,4 ul abpipettiert und in eine auf 38 °C
erwarmte Messkammer des Typs ,Leja-4“ (Fa. Leja, Nieuw-Vennep, Niederlande) tUberflhrt.
Die Messung erfolgte ca. 15-30 Sekunden nach vollstandiger Verteilung der Probe in der
Kammer entlang der Kammermittellinie.
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DCL -VCL

DSL - VSL

a
v

Abbildung 5: Schematisierte Darstellung der Bewegungsparameter ALH (amplitude of lateral
head displacement - Amplitude der Kopfauslenkung), AOC (average orientation change of the
head - Auslenkungswinkel), DAP (distance average path - Gemittelte Bahn), DCL (distance
curved line - tatsdchlich zuriickgelegte Strecke), DSL (distance straight line - linearisierte
Strecke), VAP (velocity average path - Geschwindigkeit der geglitteten Bahn), VCL (velocity
curved line - Spurgeschwindigkeit) und VSL (velocity straight line - Geschwindigkeit der
linearen Strecke), modifiziert nach Fa. Minitiib (2009).

3.6 Durchflusszytometrische Untersuchung

Mit Hilfe von Fluorochromen kdénnen sowohl physiologische als auch pathologische Merk-
male und Vorgange an Spermien visualisiert werden [130, 136, 158]. Fluoreszenzmarker
binden an Zellstrukturen der Spermien und ermdglichen so Aussagen Uber die Integritat von
Zellkompartimenten.

Die Untersuchung der gefarbten Spermien erfolgte an einem Durchflusszytometer (particle
analysing system — PAS) der Fa. Partec (Minster, Deutschland). Dieses Gerat ist mit einem
Argon-lonen-Laser (200 mW, 488 nm) ausgestattet (Abbildung 6).

Mittels der durchflusszytometrischen Untersuchung wurden zum einen der Akrosom- und
Membranstatus (Assay A) und zum anderen die Mitochondrienaktivitdt (Assay B) und
Vitalitat der Spermien ermittelt (Tabelle 8).

3.6.1 Ubersicht der eingesetzten Fluorochrome

Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden Propidiumjodid (PI, Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland),
Fluorescein-isothiocyanat-gekoppeltes (FITC) Peanut Agglutinin (PNA, Fa. Sigma, Deisen-
hofen, Deutschland) und Pisum Sativum Agglutinin (PSA, Fa. Sigma) sowie Rhodamin-123
(R123, Fa. Sigma) verwendet (Tabelle 7).
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1. Abfall
2. Anregungslicht

3. Laser

4. Hiillstrom

5. Hiillstromfliissigkeit
6. Probe

7. Messkiivette

8. Photomultiplier

9. Fluoreszenzlicht
10. Spiegel und Filter

Abbildung 6: Funktionsprinzip eines Durchflusszytometers nach Fa. Partec, verdandert

Pl ist ein membranimpermeabler Farbstoff, der zwischen den Basenpaaren der DNA
interkaliert. Der Farbstoff wird in der Regel von lebenden Spermien mit intakter Plasma-
membran ausgeschlossen. An Spermien mit defekter Plasmamembran (,tote Spermien®)
dringt der Farbstoff haufig am Ubergang zwischen Spermienkopf und Mittelstiick in das
Spermium ein. Das Emissionsmaximum betragt 620 nm und liegt im Bereich des roten
Lichtes.

FITC ist ein Fluorochrom mit einem Emissionmaximum bei 518 nm im Bereich des griinen
Lichtes. Der Farbstoff ist sehr gut wasserloslich und wurde kovalent an die Lektine PNA und
PSA gekoppelt. Pl wurde mit FITC-PSA und/oder FITC-PNA als Doppelfarbung verwendet,
um die Plasmamembranintegritat bei akrosomintakten und -defekten Spermien darzustellen.

PNA bindet selektiv an B-D-Galaktose-Reste der daulleren akrosomalen Membran [37, 57, 70].
Eine positive PNA-Farbung geht nicht unbedingt mit einer positiven Pl-Farbung einher.

PSA bindet an Strukturen des Akrosominhalts, den a-Methyl-Mannose-Resten. Eine PSA-
Markierung charakterisiert ein akrosomreagiertes bzw. -defektes Spermium [33, 107]. PSA
ermdglicht eine weitere Differenzierung, auch wenn die dulere akrosomale Membran nicht
mehr vorhanden ist. Beide Lektine binden nicht an Spermien mit intakter Plasmamembran.
Da die Membran ,toter Spermien® durch degenerative Vorgange mit der Zeit permeabel wird,
farben sich deren Akrosomen teilweise ebenfalls an. Um solch ein falsch positives Ergebnis
zu vermeiden, ist es zweckmaRig, eine Doppelfarbung mit Pl durchzufihren, die eine
Unterscheidung zwischen toten und lebenden Spermien mdglich macht [162].

R123 ist ein kationisch geladener Fluoreszenzfarbstoff, der in den Mitochondrien vitaler
Spermien akkumuliert und dann grines Fluoreszenzlicht mit einer Wellenldnge von 530 nm
emittiert [22, 56, 76, 103, 123, 124, 136, 144, 189, 235, 251, 259, 355].
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Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Marker: Molekulargewicht in Dalton (MW), Absorp-
tionsmaxima (A,s), Emissionsmaxima (A.,); Desoxyribonukleinsdure (DNA), &uBere
Akrosomenmembran (AAM)

Marker Bindung MW [Da] Aabs [NM] Aem [nM] Stammldsung

[mg/ml]
Pl DNA 668 535 620 1
FITC-PSA akrosomaler 49x10° 494 518 1
Inhalt
FITC-PNA AAM 110x10° 494 518 1
R123 Mitochondrien 381 488 530 0,05

3.6.2 Durchfiihrung und Auswertung der Messung

Die Daten wurden mit dem Programm Flomax Software Version 2.0 ausgewertet und
Ergebnisse fir Einzelparameter als Histogramm und fir Kombinationen zweier Parameter
als Punktwolken (Dotplot) abgeleitet. FUr die Bestimmung wurden die unterschiedlichen
Spermaproben bei 38 °C wie in Tabelle 8 angegeben und entsprechend der Probenzahl
zeitlich gestaffelt verdinnt. PNA- bzw. PSA-Stammlésungen wurden vor der Versuchs-
messung 1:10 bzw. 1:2 mit pNaCl nachverdinnt. Direkt vor der Durchflihrung der
durchflusszytometrischen Messung wurden 10 ul Probe in 2 ml sterilfiltrierte pNaCl-Lésung
von 38 °C gegeben und gleichmafig resuspendiert. Bei den Messungen kamen der FL-1
Filter (TK500/TK560: BP 500-560 nm, EM 520 DF50) fir die grine und der FL-3 Filter
(TK560/TK610: LP>610 nm, RG 630) fur die rote Fluoreszenz zum Einsatz.

Tabelle 8: Messprotokoll fiir die durchflusszytometrische Untersuchung (Assay A: Detektion
des Akrosom- und Membranstatus; Assay B: Detektion der Mitochondrienaktivitat)

0,5% Formol- Spermain FITC-PNA FITC-PSA PIi[ul- Rh-123 messen in

Assay ' Nacl [ul] BTS [pl] [u-min]  [pl-min]  min]  [ulmin]  pNaCl [ul]
A 125 375 12,5-10 2,5-10 5-5 - 10
B - 250 - - 2,520  1-20 10

Bei einer Messgeschwindigkeit von 100 bis 150 Zellen pro Sekunde wurden 15.000 Spermien
erfasst. Nach der Analyse der Spermienpopulationen im Streulicht und Ubertragung auf das
Zwei-Parameter-Fluoreszenzdiagramm wurden flr den Assay A vier Spermiensubpopu-
lationen mit unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften klassifiziert (Tabelle 9). Anschliel3end
wurden die prozentualen Anteile der Quadranten Q2 und Q4 (Spermien mit Membran-
und/oder Akrosomenschadigung) bzw. Q1, Q2 und Q4 (Gesamtheit der geschadigten
Spermien) addiert (Abbildung 7).

Im Assay B (Tabelle 8) wurden Spermien mit einem intakten Mitochondrienpotential R123
markiert und durch Doppelfarbung mit Pl prozentuale Anteile der plasmamembranintakten
und mitochondrienaktiven Spermiensubpopulationen klassifiziert (Abbildung 8). Weiterhin
wurden die Fluoreszenzintensitaten ermittelt, die eine zuséatzliche quantitative Aussage zur
Aktivitat der Mitochondrien pro Zelle gestatten [203].
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Tabelle 9: Klassifizierung der Spermiensubpopulationen in den einzelnen Quadranten nach
ihren Fluoreszenzeigenschaften

Quadrant Fluoreszenz Beschreibung

Spermien mit Plasmamembranschaden und intakten

@l PIC: PNAG) PSAC) Akrosomen (oder kompletter Akrosomenverlust)

Q2 PI(+): PNA(+/-); PSA(+/-) Spermien mgkl:;:)assor?naemngrer]\cte)ﬁgrs‘chéden und

Q3 PI(-); PNA(-); PSA(-) vitale, plasmamembrz;:gtsaokr‘:]eeipermien mit intakten
Q4 PI(-); PNA(+/-);PSA (+/-) vitale, plasmamembranintakte Spermien mit geschédigten

Akrosomen

10%7Gate: RT Count: 12405
Q1: 1.85% © o Q2:7.25%

I o e 1o1 BT I
PNA/PSA (-FITC) 080617-1

Abbildung 7: Dotplot der vier Eberspermienpopulationen nach FITC-PNA/PSA und PI-Férbung
(Q1: Spermien mit Plasmamembranschiaden und intakten Akrosomen; Q2: Spermien mit
Plasmamembranschaden und Akrosomendefekten; Q3: vitale, plasmamembranintakte Spermien
mit intakten Akrosomen; Q4:vitale, plasmamembranintakte Spermien mit geschédigten
Akrosomen) und dazugehérige fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Eberspermien mit
typischem Bindungsmuster aus den vier Quadranten (Uberlagerung aus DIC, griinem und rotem
Fluoreszenzkanal).

10% TGate: R1 Count: 10265
102

o 10

100-

101 10° 101 102 103

R123

Abbildung 8: Dotplot einer Eberspermienpopulation nach R123-/PI-Farbung (ungefahr 86% der
Eberspermien sind R123-gefarbt) und entsprechende fluoreszenzmikroskopische Aufnahme
eines R123-gefirbten Eberspermiums mit charakteristischem Bindungsmuster (Uberlagerung
aus DIC und griinem Fluoreszenzkanal).
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3.7 Mikrobiologische Untersuchung

Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden am Leibniz-Institut fir Zoo- und Wildtier-
forschung (1ZW, Abteilung Bakteriologie) durchgeflihrt. Fir die Bestimmung der Lebendkeim-
zahl (Kap. 4.1) wurde von den verschiedenen Spermaproben eine Verdinnungsreihe von 1:10
bis 1:100.000 erstellt. Aus jeder Verdiinnung wurden jeweils zwei Nahragarplatten mit je 100 pl
Probe beimpft (Plattenverdiinnung 10? bis 10°), bei 37 °C inkubiert und die Anzahl der
gewachsenen Bakterienkolonien nach 12 und 48 Stunden ausgezahlt. Im Anschluss erfolgte
die Bere1chnung des gewichteten Mittelwertes in Kolonie bildenden Einheiten pro Milliliter
(KbE mlI™).

Zur Untersuchung des Keimspektrums (Kap. 4.1 und 4.3) wurden eine Columbia-Agarplatte
(5% Schafblut, Fa. Oxoid, Wesel, Deutschland), eine Gassner-Agarplatte (Fa. Oxoid) und
eine McConkey-Agarplatte (Fa. Oxoid) mit je 50 pl der unverdiinnten Proben beimpft und bei
37 °C fur 48 Stunden inkubiert. Zusatzlich wurde ein Réhrchen Nahrbouillon mit 50 pl
unverdinnter Probe beimpft und fir 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung der
Platten erfolgte nach 24 und 48 Stunden.

Alle gewachsenen Bakterienkolonien wurden dokumentiert und von den relevanten Keimen
Reinkulturen auf Columbia-Agar und Gassner-Agar angelegt. Im Fall einer nach 24 Stunden
unbewachsenen Platte wurde die Tribung der Nahrbouillon Uberprift und im positiven Fall
eine Impfése hiervon auf Columbia-Agar und Gassner-Agar ausgestrichen und bei 37 °C fir
48 Stunden inkubiert. Die Bestimmung der Bakterienarten erfolgte nach Gramfarbung,
Katalase- und Oxidasetest und mittels handelsublicher biochemischer Verfahren (API,
Biomérieux, Marcy-I'Etoile, Frankreich).

Fir die Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC, Kap. 4.1) wurde das
Standardverfahren CLSI M31-A2 nach ,Clinical Laboratory and Standards Institute” (CLSI)
unter Verwendung von Mueller-Hinton-1I-Bouillon (MHIIB, kationenausgeglichen, Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland) angewandt [378]. Die in Tabelle 10 dargestellten Referenz-, Labor-
und Wildtypstdmme wurden auf die Wirksamkeit der antimikrobiellen Peptide untersucht.

Die Versuche wurden im Mikrodilutionsverfahren in 96-Loch-Mikrotiterplatten mit einem
Bakterien-Inokulum von 5 x 10° KbE ml™ durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden je Versuchs-
durchlauf die zwei Referenzstdmme mitgefiuhrt. Zusatzlich wurden Reinheitskontrollen der zu
testenden Bakterienkulturen durchgefiihrt und die Einsaatdichte (KbE ml™") iiberpriift. Alle
Peptide (Kap. 3.1, Tabelle 1) wurden in einer seriellen Verdiinnungsreihe von 0,05 uM bis
100 pM auf ihre Wirksamkeit gegeniber den ausgewahlten Bakterienarten getestet.

Tabelle 10: Ausgewaihlite Bakterienspezies

Referenzstamme nach CLSI Laborstamme Wildtypstimme
[378] M31-A2 (1ZW) (FMP) (IZW, isoliert aus Ebersperma)
St. aureus (ATCC 29213) E. coli DH5 alpha Enterobacter (E.) cloacae
E. coli (ATCC 25922) B. subtilis DSM 347 E. coli, hamolysierend

K. pneumoniae ssp. pneumoniae
Proteus myxofaciens

Proteus vulgaris

Je Platte wurde eine Wachstumskontrolle (Bakterienkultur ohne Peptidzusatz) und eine
Medien-/Negativkontrolle (Medium ohne Bakterien) mitgefuhrt. Die beimpften Platten wurden
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und daraufhin die optische Dichte (OD) in einem Mikrotiter-
platten-Spektrophotometer (uQuant, Fa. BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 600 nm
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gemessen. Alle Versuche wurden im dreifachen Ansatz getestet und dreimal unabhéngig
voneinander wiederholt. Parallel zu diesen Versuchen wurden alle Tests im Luria-Bertani-
Medium (LB-Medium, Fa. Sigma, Deisenhofen, Deutschland) durchgeflhrt.

Die Untersuchung auf mogliche Synergieeffekte bei gleichzeitiger Anwendung von Gentamicin
und ausgewahlten antimikrobiellen Peptiden (Kap. 4.3) erfolgte mit Hilfe der Referenz-
stdmme nach CLSI M31-A2 und der Wildtypstamme (Tabelle 10). Bei jedem Versuch wurde
die Bestimmung der MIC fir Gentamicin als Kontrolle mitgeflihrt. Es wurde eine Gentamicin-
Verdiinnungsreihe von 2,2 uM bis 0,05 pM fir die MHIIB-Versuche hergestellt und mit der
entsprechenden Peptidkonzentration versetzt.

Die Konzentrationen der Stammlésungen wurden so berechnet, dass nach Zugabe einer
150 pl Keimsuspension (1,66 x 10° KbE ml™") pro Vertiefung auf der Mikrotiterplatte die
gewlnschte Konzentration von Gentamicin und Peptid vorlag. Fur die vergleichende
Untersuchung in LB-Medium wurde flr die Referenzstdmme eine Gentamicin-
Verdinnungsreihe von 22 uyM bis 1 uM und fir die Wildtypstdmme eine Gentamicin-
Verdiinnungsreihe von 500 uM bis 0,25 uM gewahlt. Alle Testreihen im Synergieversuch
wurden zweimal wiederholt.

3.8 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Das Bindungsverhalten fluoreszenzmarkierter Peptide an vitalen Eberspermien wurde mit
Hilfe des Einsatzes eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops beurteilt [186, 391]. Da
eine Fixierung der Spermien mit chemischen Agentien (z.B. Paraformaldehyd) zu
Fehlinterpretationen flihren kénnte, wurden die Untersuchungen an unfixierten, lebenden
Spermien durchgefihrt [301].

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurden 50 ul verdiinntes Ebersperma (2 x 10* Spermien/ul),
40 pl carboxyfluoreszeinmarkiertes Peptid (Tabelle 11), 0,7 ul Propidiumjodid (Stammldsung
1,5 mM PI, Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und 10 yl BTS (Fa. Minitlib, Tiefenbach,
Deutschland) fir finf Minuten in 1,5 ml Reaktionsgefaten im Dunkeln bei 37 °C inkubiert.
Uberschiissiges Fluorochrom wurde in 900 pl BTS fiinf Minuten bei 500 x g ausgewaschen.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 50 yl BTS resuspendiert. Fiinfzehn
Mikroliter der Spermiensuspension wurden dann auf einen vorgewarmten Objekttrager in
einer Spezialkivette aufgetragen und mit einem Deckglaschen (& = 10 mm) Uberschichtet.

Darauffolgend wurden die Proben bei 1000-facher VergréRerung (Plan-Neofluar Objektiv
100 x/1,3 Ol) im konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 510, Fa. Carl Zeiss Jena,
Jena, Deutschland) untersucht (Fluoreszenzanregung Uber einen Ar-Laser bei 488 nm und
Uber einen HeNe-Laser bei 543 nm). Die Rotfluoreszenz wurde im 1. Kanal (Ch 1:LP650),
die Grinfluoreszenz im 2. Kanal (Ch 2:BP505-530) detektiert.

Zur morphologischen Beurteilung stand differentieller Interferenzkontrast (DIC) zur Ver-
fugung. Die Bilddateien wurden Uber das Bildverarbeitungsprogramm Zeiss LSM Image
Browser 2005 ausgewertet.

Tabelle 11: Fluoreszenzmarkierte Peptide

Nomenklatur Aminosiuresequenz HPLC- MW Stammldsung
Reinheit [%] [g/mol] [uM]
WWIF] ¢(RRRWWKJFLUOQ]) >94 1327,5 50
WWWIF] c¢(RRWWWK[FLUOQ]) >04 1357,5 50
[F]-M2a [Fluo]-Magainin-2-amid >82 2824.,0 50
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3.9 Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR)
3.9.1 Phospholipidanaloga

Die ESR-Spektroskopie ermoglichte eine Analyse der Peptid-Spermien-Wechselwirkung auf
Membranebene. Die dafiir bendtigten Phospholipidanaloga wurden vom Institut fir Biologie
und Molekulare Biophysik der Humboldt Universitat Berlin zur Verfligung gestellt.

Alle Lipidanaloga waren in Chloroform/Methanol (1/1 vol/vol) gelést und wurden bei -20 °C
gelagert. Spinmarkierte Lipidanaloga (SL, Abbildung 9) sind partiell wasserl6slich und liegen
in wassriger Losung im Monomer-Mizellen-Gleichgewicht vor. Sie enthalten in der B-Position
des Glycerolgeristes einen kurzkettigen Fettsaurerest (5C) mit einer paramagnetischen
Doxyl-Gruppe [137, 148, 149, 199, 243, 245, 247, 281]:

CHj - (CH,),, - COO - CH, CH, - (CH,),, - CH = CH - CHOH
| |
CH; - C - (CH,), - COO - CH o CH, - C - (CH,),- CO - NH - CH
/N | I

/ N\ °
o NO CH,-O-P-OR O  NO | I

| CH,-0-P-OR'
\_ﬁ o \_ﬁ o

SL - PC: R = (CH,), - N*(CH,), SL - SM: R’ = (CH,), - N*(CH,),
SL - PS: R = CH, - CH(COO") - N*H,

Abbildung 9: Spinmarkierte Phospholipidanaloga, synthetisiert nach Fellmann et al. (1994): In der
R-Position des Glycerolgeriistes befindet sich ein kurzkettiger Fettsaurerest (5C) mit einer
paramagnetischen Doxyl-Gruppe [108].

SL-PC = 1-Palmitoyl-2-(4-doxylpentanoyl)-phoshatidyicholin

SL-PS = 1-Palmitoyl-2-(4-doxylpentanoyl)-phosphatidylserin

SL-SM = N-(4-doxylpentanoyl)-trans-sphingenyl-1-phosphocholin

3.9.2 Messung der ESR-Spektren

Der Einbau der Phospholipidanaloga in die Spermienmembran erfolgte bei Raumtemperatur
[182]. Das molare Verhaltnis von spinmarkierte Lipidanaloga zu endogenem
Membranphospholipid wurde so eingestellt, dass ein Labelanteil von 6 mol% erhalten wurde
[227, 244]. Ein spontaner Einbau der Spinlabel war deutlich an der Form der ESR-Spektren
erkennbar (isotrop: wassrige Ldsung mit freien Monomeren, anisotrop: eingebaut in
Eberspermien, Abbildung 10).

Zur Aufzeichnung der Membranspektren wurden die markierten Spermiensuspensionen in eine
ESR-Kapillare Uberfihrt und am Spektrometer detektiert (Spektrometer: Bruker ECS 106,
Karlsruhe, Deutschland; Modulation: 2G; Leistung: 20 mW; 4-fach Akkumulation der
Spektren).
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110G

Abbildung 10: ESR-Spektrum von SL-PC bei 16 °C (Modulation: 2 G, Leistung: 20 mW)

(1) in BTS - die drei schmalen Linien entsprechen dem Monomerensignal, die breite Linie den
in Mizellen organisierten Analoga und

(2) nach Einbau in die Spermienzellmembran.

Nach einer 24-stindigen Lagerung des Eberspermas wurde Uber eine zweimalige
Zentrifugation (Eppendorf 5403, sechs Minuten 750 x g und sechs Minuten 1000 x g, 22 °C)
ein Spermienpellet von ca. 2,4 x 10® Spermien in 150 ul BTS (Fa. Minitiib, Tiefenbach,
Deutschland) erzeugt. Ein Aliquot des jeweiligen Phospholipidlabels (18 ul, 1 mM) wurde in
ein Glasgefall pipettiert und unter Stickstoff getrocknet, mit 50 pyl BTS aufgefillt, gevortext
und auf Eiswasser gestellt. 50 ul der Spermiensuspension wurden dann mit 10 ul Label (SL-
PC, SL-PS und SL-SM) fur finf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, mit 1 ml BTS
resuspendiert und anschlielend nochmals zentrifugiert (sechs Minuten, 1000 x g), um den
nicht eingebauten Label zu entfernen [245]. Das resultierende Spermiensediment wurde
dann in 25 yl BTS geldst und mit je 5 ul der Peptidstammldsungen eines Vertreters der
Hexapeptide (WFW) und der Magainine (MK5E) inkubiert.

Als Kontrollproben wurden (i) das Spermienpellet und BTS (30 ul) mit und ohne Gentamicin,
(ii) die Labelsuspension ohne Zellen und mit Peptiden (55 pl BTS, 5 ul Label, 5 ul Peptid)
und (iii) 60 pl BTS und 5 pl Label genutzt. Gemessen wurden die Proben bei 16 °C, 22 °C
und 38 °C.

3.9.3 Bestimmung der Korrelationszeit (tc)

Das ESR-Spektrum der in die Membran eingebauten SL-Lipide spiegelt die Beweglichkeit
des Doxyl-Radikals in der jeweiligen Umgebung wider. Die Korrelationszeit (1.) wurde in
Annaherung an ein isotropes System als empirisches Mal} fir die Bewegungsfreiheit und
Rotationsgeschwindigkeit des Labels aus den Membranspektren berechnet (Abbildung 11).
Eine geringe Korrelationszeit entspricht einer gréReren Fluiditdt in der unmittelbaren
Nachbarschaft des Markers (Mikrofluiditat).

Um den durch zellulare Komponenten reduzierten Label zu reoxidieren, wurden die
Spermiensuspensionen mit Kalium-Hexacyanoferrat (KsFe(CN)s, Endkonzentration 10 mM, Fa.
Sigma, Deisenhofen, Deutschland) versetzt [237, 319].
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Abbildung 11: ESR-Spektrum eines SL-Phospholipidmarkers in der Spermienmembran. In
Annaherung an ein isotropes System kann nach Gleichung 1 aus folgenden GréRen die
Korrelationszeit (tc) berechnet werden:

dH,-Linienbreite der Mittelfeldlinie [Gauss]
hy, h_-Peakintensitidten bei mittlerem und hohem Feld

3.10 Statistische Auswertung

Die Dateneingabe und -organisation erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel
(Microsoft Office 2004, Microsoft Corporation, Redmond, USA). Die Auswertung der Daten
wurde mit dem Statistikprogramm ,Friedman, Quade and Page tests” (Version 2009, Heribert
Hofer, 1ZW, Berlin) durchgefuhrt. Die Abbildungen wurden mit dem Grafikprogramm
SigmaPlot 10 (Systat Software, Point Richmond, USA) erstellt.

In den Versuchen A (Kap. 4.1) und C (Kap. 4.3) wurde untersucht, ob sich die einzelnen
Varianten der Peptidsupplementation nach 12, 48 und 96 Stunden Lagerung sowohl vom
Standardverfahren BTS + 544 yM Gentamicin als auch untereinander spermatologisch
unterschieden. Dazu wurde separat zu jedem Zeitpunkt eine nichtparametrische Analyse
nach Friedman (p < 0,05; zweiseitig) durchgeflhrt. A posteriori folgten paarweise multiple
Vergleiche nach dem Verfahren von Conover [63]. Im Versuch B (Kap. 4.2) wurden die
Effekte der Supplementation mit unterschiedlichen Peptidkonzentrationen nichtparametrisch
nach Friedman (p < 0,05; zweiseitig) analysiert. A posteriori wurde mit dem ,Page Test* fur
geordnete Varianten auf eine Tendenz infolge steigender Peptidkonzentrationen getestet
[63]. Die Ergebnisse der spermatologischen Untersuchungen sind als Box-plots mit dem
héchsten bzw. niedrigsten gemessenen Wert (Whisker), dem Interquartilbereich zwischen dem
1. und 3. Quartil (Box) und dem Medianwert dargestellt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
wurden in den Abbildungen nur die statistisch gesicherten Unterschiede zwischen den
jeweiligen Varianten und dem Standardverfahren BTS + 544 yM Gentamicin aufgefihrt. Auf
signifikante Unterschiede der Varianten untereinander wird im Text verwiesen.

Fir die statistische Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen mikroskopischer und
durchflusszytometrischer Analyse wurde eine Korrelationsberechnung nach Spearman
(p = 0,05; zweiseitig) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

41 Effekt einer AMP-Supplementierung gegeniiber Gentamicin
im Verlauf der Lagerung (Versuch A)

Zur Charakterisierung von Lagerungs- und Konzentrationseffekten wurden jeweils neun
Ejakulate in einem ,split-sample®-Verfahren mit den Hexapeptiden (A) WWW und WFW (V1)
und den Magainin-Derivaten (B) IVWTI-M2a und MK5E (V.s) aufbereitet (Kap. 3.2, Abbildung 4).
Die Variante V5 enthielt in beiden Peptidgruppen zuséatzlich 0,5 yM Gentamicin. Die Konzent-
rationen der eingesetzten Peptide lagen im Bereich der einfachen und doppelten MIC. Die
MIC wurde zuvor am Leibniz-Institut fir molekulare Pharmakologie (FMP) an E. coli DH-5a
und B. subtilis DSM 347 bestimmt.

Es wurde geprift, ob sich die einzelnen Versuchsvarianten V4.5 nach 12, 48 und 96 Stunden
Lagerung signifikant (p < 0,05; zweiseitig) von der Kontrollvariante (K: BTS + 544 pM
Gentamicin) unterschieden. Des Weiteren wurden die Proben hinsichtlich des Keimspekt-
rums untersucht. Eine Resistenzprifung an ausgewahlten Keimen war Bestandteil der
mikrobiologischen Untersuchung (Kap. 3.7, Tabelle 10).

Die Ergebnisse werden in nachstehender Reihenfolge dargestellt:
e pH-Wert,
e Akrosom- und Membranstatus,
e Spermienmotilitat,
e quantitativer, qualitativer Keimgehalt und Resistenzprifung an ausgewahlten Keimen.

411 Auswirkungen eines Peptidzusatzes auf den pH-Wert des Verdiinners

Der BTS-Standardverdinner (K: BTS + 544 yM Gentamicin) hatte nach 12 Stunden Lagerung
einen pH-Wert von etwa pH 7,2 bis 7,3 erreicht, nach 48 Stunden Lagerung einen pH-Wert von
pH 7,3 bis 7,5 und nach 96 Stunden Lagerung einen pH-Wert von pH 7,4 bis 7,6. In den
Versuchsgruppen mit Peptidzusatz lag der pH-Wert zwischen pH 7,3 und 7,4 nach 12-
stlindiger Lagerung, zwischen pH 7,3 und 7,6 nach 48-stindiger Lagerung und zwischen pH
7,4 und 7,7 nach 96-stiindiger Lagerung (Abbildung 12).
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v 7,6 % v 7,6
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Abbildung 12: pH-Werte nach Zusatz der Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Die Varianten mit Hexapeptidzusatz fihrten signifikant nach 12 Stunden (p < 0,001) und 48
Stunden (p < 0,003) Lagerung zu einem Anstieg des pH-Wertes (Abbildung 12A). Bei den
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Magainin-Derivaten zeigten sich analoge pH-Wert-Differenzen zum Kontrollmedium,
signifikant nach 12 Stunden (p < 0,001), 48 Stunden (p < 0,001) und 96 Stunden (p < 0,01)
Lagerung (Abbildung 12B). Auffallig war ein pH-Wert-Abfall bei einem Teil der Ejakulate in
Anwesenheit der Magaininvarianten V,, V3 und V,.

41.2 Auswirkungen eines Peptidzusatzes auf den Akrosom- und Membranstatus

Die Befruchtungskompetenz eines Spermiums ist wesentlich von der morphologischen und
funktionellen Integritat der Plasmamembran und den darunter liegenden akrosomalen
Membranen abhéngig. Dabei reagieren die Membranen sehr empfindlich auf Milieu-
veranderungen und Konservierungseinflisse [376].

Zur simultanen Darstellung des Membran- und Akrosomstatus wurden die Fluoreszenzfarb-
stoffe Pl, FITC-PNA und FITC-PSA eingesetzt (Kap. 3.6, Assay A). Zum Zweck der
Optimierung des durchflusszytometrischen Verfahrens wurden in einem Vorversuch 15
verschiedene Fluorochromkonzentrationen Uberpriift. Zusatzlich wurden Inkubationszeiten
und -medien mit dem Ziel variiert, eine moglichst groRe Ubereinstimmung zwischen den
Messungen der mikroskopischen und durchflusszytometrischen Analyse zu erreichen (nicht
dargestellt).

Der Zusammenhang zwischen mikroskopisch ausgezahlten (Kap. 3.3) und durchfluss-
zytometrisch durch Quadrantensummation (Kap. 3.6.2) bestimmten Prozentsatzen akrosom-
geschadigter Eberspermien ist in Abbildung 13 dargestellt.

100

Durchflusszytometrische Bestimmung [%]

1 T T T T T
0 ] 10 15 20 25 30

Mikroskopische Auszdhlung [%]

Abbildung 13: Korrelation zwischen mikroskopisch ausgezahlten und durchflusszytometrisch
durch Quadrantensummation bestimmten Prozentsitzen membran- und akrosomgeschadigter
Eberspermien.
——r=0,84; R*=0,70; p < 0,0001; n = 642

r=0,69; R?= 0,47; p <0,0001; n = 642
e geschadigte Kopfkappen vs. Quadrant 2/4

geschadigte Kopfkappen vs. Quadrant 1/2/4

Fur die Korrelationsberechnung wurden zum einen die prozentualen Anteile der
Spermienpopulationen der Quadranten eins, zwei und vier zum anderen die prozentualen
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Anteile der Spermienpopulationen der Quadranten zwei und vier addiert und der mikroskopi-
schen Analyse von Kopfkappendefekten gegeniibergestellt. Die aus den Kurven flr die Eber
mikroskopisch bestimmten Anteile von Spermien mit Kopfkappendefekten zeigten eine
héhere Korrelation mit den durchflusszytometrisch ermittelten Werten der Summation der
Quadranten zwei und vier (r = 0,84; p < 0,0001; n = 642). Daraus folgt, dass es mdglich war,
aus einer Drei-Parameter-Analyse durchflusszytometrischer Daten mit anschlieRender
Summation der prozentualen Anteile der Spermienpopulationen aus den Quadranten zwei
und vier die Anteile akrosomgeschadigter Spermien verladsslich zu ermitteln. Insgesamt
gestattete die Dreifachfarbung PI, FITC-PNA und FITC-PSA mit nachfolgender Summation
der Prozentsatze von Spermien aus den Quadranten eins, zwei und vier eine zuverlassige
Differenzierung vitaler, plasmamembranintakter Spermien mit intaktem Akrosom von jenen
mit Akrosomdefekten und von plasmamembrandefekten (,toten®) Spermien.
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Abbildung 14: Anteile von Spermien mit ,,Normalem Apikalen Rand“ (NAR) in Gegenwart der
Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B) und Anteile Pl, FITC-PNA und/oder FITC-PSA-
gefarbter Spermien nach Zusatz der Hexapeptide (C) und Magainin-Derivate (D). Der Anteil
gefarbter Spermien errechnete sich im durchflusszytometrischen Verfahren aus der

Summation der Quadranten eins, zwei und vier (Kap. 3.6.2, Assay A).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Der Anteil von Spermien mit ,Normalem Apikalen Rand“ (NAR) unterschied sich in
Gegenwart der Hexapeptide nicht signifikant (p > 0,05) von der Kontrolle (K: BTS + 544 uyM
Gentamicin). Eine Ausnahme bildete die Variante V4, nach 96 Stunden Lagerung (p < 0,001).
Der Einfluss der Konzentration wurde auch bei der Variante V, deutlich (Abbildung 14A).
Anders verhielt es sich nach Zusatz der Magainin-Derivate V.5, die konzentrationsab-
hangig zu einer signifikanten (p < 0,006) Verringerung des Anteils an Spermien mit NAR
fuhrten (Abbildung 14B). Der Effekt verstarkte sich schrittweise mit zunehmender
Lagerungsdauer.
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Die durchflusszytometrischen Daten bestatigten, dass in der Hexapeptidgruppe (A) mit den
getesteten Konzentrationen im Vergleich zu den Magainin-Derivaten (B) insgesamt geringere
Membran- und Akrosomschaden verzeichnet werden konnten (Abbildung 14C und D).
Dennoch wurde das Signifikanzniveau vor allem mit steigender Konzentration bei den
Varianten V, und V, nach 12 und 48 Stunden Lagerung (p < 0,001), aber auch mit steigender
Lagerungsdauer bei den Varianten V,, V3 und V, nach 96-stundiger Lagerung (p < 0,002) in der
Hexapeptidgruppe erreicht. Bei den Magainin-Derivaten fihrten mit Ausnahme von V3 nach
12 Stunden Lagerung alle Varianten zu einer signifikanten Erhéhung membran- und
akrosomgeschadigter Spermien (p <0,001). IVWTI-M2a (V,) hatte dabei den starksten
Einfluss nach 96-stindiger Lagerung (Abbildung 14D).

4.1.3 Auswirkungen eines Peptidzusatzes auf die Spermienmotilitat

Die Spermienmotilitat, die Fahigkeit zur Eigenbeweglichkeit der Spermien, ist eine wesent-
liche Voraussetzung fir die Befruchtung. Die Motilititsanalyse liefert Hinweise auf den
ungestorten Ablauf verschiedener Stoffwechselvorgange. Es muss allerdings beachtet
werden, dass zur Befruchtung weitere Eigenschaften essentiell sind, die mit der Motilitats-
analyse nicht erfasst werden kénnen [339].

Zu keinem Zeitpunkt der Lagerung war ein signifikanter (p > 0,05) Peptideffekt auf den
Prozentsatz motiler Spermien (MOT P) ableitbar (Abbildung 15). Im Verlauf der Lagerung
und wahrend des Thermoresistenztestes (TRT) sank der Anteil motiler Spermien in allen
Proben. Besonders deutlich war die Abnahme der Motilitdt im TRT nach 300 Minuten
Inkubation bei 38 °C. Die Differenzen zwischen den 30 und 300-min-Werten (Persistenzen)
waren zwischen beiden Peptidgruppen unterschiedlich. Geringere Differenzen zwischen
Testbeginn und Testende im TRT zeigten die Hexapeptidvarianten V14 (Abbildung 15A). Die
WFW-Varianten waren sehr stabil und erzielten nach 300 Minuten Inkubation im Vergleich
zur Kontrolle die hochsten Motilitdtswerte. Der Unterschied von V5 und V4 zur Kontrolle
betrug im Mittel ungefahr 15%. Die Magaininvarianten V; und V. erreichten nach 300-
minitiger Inkubation im TRT dagegen die niedrigsten Motilititswerte (Abbildung 15B). Die
hohe Stabilitat in den Motilitadtswerten nach 300 Minuten Inkubation war im Vergleich zur
Hexapeptidgruppe nicht gegeben.
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Abbildung 15: Anteile motiler Spermien (MOT P) nach Hexapeptid-(A) und Magaininzusatz (B).

Der Anteil progressiv motiler (vorwarts beweglicher) Spermien (PROG P) blieb durch den
Zusatz der Peptide unbeeinflusst, wenngleich mit [angerer Lagerung oder Inkubation im TRT
eine Verminderung des Anteils sichtbar wurde (Abbildung 16). Auffallig waren wiederum
héhere Persistenzen der Hexapeptidvarianten im TRT nach 300-mindtiger Inkubation bei
einem Teil der Ejakulate (Vi4, Abbildung 16A). Den hdchsten Anteil progressiv motiler
Spermien erzielten in Analogie zur Gesamtmotilitdt die Hexapeptidvarianten V, (p = 0,036),

31



Ergebnisse

V3 (p = 0,009) und V4 (p = 0,002). Entsprechend dem Anteil motiler Spermien (MOT P) im
TRT nach 300-minutiger Inkubation reduzierte sich der Anteil vorwarts beweglicher
Spermien (PROG P) starker bei den Magaininvarianten (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Anteile progressiv motiler Spermien (PROG P) nach Hexapeptid- (A) und Magainin-
Inkubation (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uyM Gentamicin)

Auf die durchschnittliche Gesamtgeschwindigkeit progressiv motiler Spermien (PROG VAP)
wirkten sich die Peptide mit Ausnahme des 300-min-Wertes im TRT negativ gegentber der
Kontrollprobe aus, was sich sowohl bei den Hexapeptiden V5 (p <0,01) als auch bei den
Magainin-Derivaten V5 (p <0,01) in signifikanten Unterschieden ausdriickte (Abbildung 17A
und B). Wiederholt wird der Einfluss des eingesetzten Peptids, aber auch der Wirkkonzentra-
tion deutlich. Im TRT stieg nach 300-mindtiger Inkubation bei 38 °C die Geschwindigkeit in
der Hexapetid-Gruppe im Vergleich zu den Basiswerten nach 30 Minuten an. Der signifikante
Geschwindigkeitsabfall von WWW (p < 0,003) und WFW (p < 0,01) wurde durch eine langere
Inkubation im TRT kompensiert und erzielte am Endpunkt des TRTs mindestens das Niveau
des Kontrollverdinners (Abbildung 17A). Diese Reversibilitdt konnte bei den Magainin-
Derivaten nicht beobachtet werden. Anstiege der 300-min-Werte im Vergleich zu den 30-
min-Werten wurden nicht verzeichnet (Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Durchschnittliche Gesamtgeschwindigkeiten [um s'1] progressiv motiler Spermien
(PROG VAP) in Gegenwart der Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Im Streckenparameter PROG DAP der Hexapeptidgruppe V.5 wurden adaquat zur
Geschwindigkeitsvariablen PROG VAP signifikant (p <0,01) geringere Strecken pro
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Zeiteinheit nach 12 und 96 Stunden Lagerung bzw. im TRT nach 30-mindtiger Inkubation
zurickgelegt (Abbildung 18A).

A 312h e48h30min A48h300min 19%h B r312h @48 h30min A 48 h300 min 96 h
60 60

a
o
(3,
o

5
o
oy
o

N
o

PROG DAP [um]
S 8

PROG DAP [um]
w
o

-
o
-
o

K V, V, V, V, Vg K V, V, V, V, Vg
Abbildung 18: Gemittelte Bahnen [um] progressiv motiler Spermien (PROG DAP) in Gegenwart

der Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Sowohl im Geschwindigkeitsparameter PROG VAP als auch im Streckenparameter
PROG DAP zeigten die Hexapeptidvarianten im TRT nach 300-mindtiger Inkubation eine
Inversion. Eine langere Inkubation bei 38 °C im TRT flhrte, verglichen mit den Werten zu
Testbeginn, zu einer Erhéhung der Geschwindigkeit und damit der zurlickgelegten Strecke
pro Zeiteinheit. Am Endpunkt des TRTs wurde das Niveau des Kontrollverdiinners erzielt.
Eine Umkehrung des Effektes durch die langere Inkubation bei 38 °C war bei den Magainin-
Derivaten wiederholt nicht zu erkennen. Die Versuchsvarianten V45 der Magainin-Derivate
legten im Vergleich zum Kontrolimedium (K: BTS + 544 yM Gentamicin) nach 12 Stunden
Lagerung (p < 0,03) und im TRT nach 30-min(tiger Inkubation (p < 0,001) signifikant kirzere
Strecken pro Zeiteinheit zuriick (Abbildung 18B).

Die Prifung der Linearitdt der progressiv beweglichen Spermien (PROG LIN) ergab fur die
Hexapeptidvarianten V.5 signifikante (p < 0,05) Unterschiede (Abbildung 19A). Insbesondere
WFW-angereicherte Spermien bewegten sich in Abhangigkeit von der Konzentration nach 12
Stunden und 96 Stunden Lagerung signifikant (p < 0,001) geradliniger, wobei der Effekt am
Ende des TRTs nicht mehr beobachtet werden konnte. Die langere Inkubation nach 30 und
300 Minuten bei 38 °C Uberlagerte den Einfluss der Hexapeptide auf die Linearitat. Die 30-
minitige Inkubation im TRT hatte insgesamt den starksten Einfluss auf die Gerad-linigkeit
der Spermienbewegung. Im weiteren Verlauf des TRTs nahm die Linearitat in beiden
Peptidgruppen wieder ab. Die Magainin-Derivate hatten keinen linearisierenden Effekt auf
die Spermienbewegung (Abbildung 19B).

Mit abnehmender Amplitude (Schwingungsbreite) steigt in der Regel die Linearitat der
Bewegungsbahn. Gegenlaufig zu den Ergebnissen der linearen Bewegung reduzierten die
Hexapeptidvarianten V,_s signifikant nach 12 und 96 Stunden Lagerung (p < 0,01), aber auch
nach 48 Stunden im TRT zu Testbeginn (p < 0,005) die Amplitude der seitlichen Kopf-
auslenkung der progressiv motilen Spermien (Abbildung 20A). Die WFW-Varainte V, hatte
dabei den groflten Effekt auf die Lateralamplitude nach 12 und 96 Stunden Lagerung
(p < 0,001).

Die Magainin-Derivate V4.5 zeigten einen ahnlichen Einfluss in abgeschwachter Form nach
12 Stunden Lagerung und im TRT nach 30-minatiger Inkubation bei 38 °C (Abbildung 20B).
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Abbildung 19: Linearititen progressiv motiler Spermien (PROG LIN) in Gegenwart der
Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B). Die Linearitat errechnete sich aus dem
Quotienten VSL/VCL.

* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Insgesamt fihrte die 30-mindtige Inkubation bei 38 °C im TRT in beiden Peptidgruppen zu
einer signifikanten (p < 0,05) Amplitudenabnahme. Wiederum konnte der Effekt am Ende des
TRTs nicht mehr beobachtet werden. Im Vergleich zum Kontrollverdinner (K: BTS + 544 yM
Gentamicin) stieg die Kopfauslenkungsamplitude bei den Hexapeptidvarianten starker als bei
den Magainin-Derivaten.
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Abbildung 20: Kopfauslenkungsamplituden [um] progressiv motiler Spermien (PROG ALH) in

Gegenwart der Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Ein Vergleich der Schlagfrequenzen (PROG BCF) zwischen Kontroll- und Versuchs-
varianten lie® in beiden Peptidgruppen signifikante (p < 0,05) Unterschiede vor allem im TRT
zu Testbeginn erkennen (Abbildung 21). Die Hexapeptidvarianten V5 (p < 0,005) und die
Magainin-Derivate V; (p <0,001), V> (p<0,001) und V4, (p=0,004) flhrten zu einer
signifikanten Verringerung der Schlagfrequenz.

Bei den Hexapeptidvarianten V5 stieg (Abbildung 21A), bei den Magainin-Derivaten sank die
Schlagfrequenz am Ende des TRTs nach 300-mindtiger Inkubation bei 38 °C (Abbildung 21B).

Analog zu den Ergebnissen der Linearitat (PROG LIN, Abbildung 19) und Kopfauslenkungs-
amplitude (PROG ALH, Abbildung 20) der progressiv motilen Spermien stieg der Anteil der
linear progressiv beweglichen Spermien (LIN P) in der Hexapeptidgruppe Vs;s nach 12
Stunden Lagerung (p<0,001) und 96 Stunden Lagerung (p < 0,005) signifikant an
(Abbildung 22A).
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Abbildung 21: Schlagfrequenzen [Hz] progressiv motiler Spermien (PROG BCF) in Gegenwart
der Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B).

* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Im TRT nach 30-mindtiger Inkubation war bei den Magainin-Derivaten V,s dieser Effekt
erneut gegensatzlich ausgepragt. Der Anteil der linear progressiv beweglichen Spermien
(LIN P) fiel signifikant (p < 0,005) ab (Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Anteile linear progressiv motiler Spermien (LIN P) in Gegenwart der Hexapeptide (A)
und Magainin-Derivate (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Der Parameter LIN VAP charakterisiert die durchschnittliche Gesamtgeschwindigkeit der
geradlinig beweglichen Spermiensubpopulation. Gegenldufig zu den Ergebnissen der
durchschnittlichen Gesamtgeschwindigkeit progressiv. motiler Spermien (PROG VAP,
Abbildung 17) erhohte sich die Geschwindigkeit der geradlinig beweglichen Spermiensub-
population in beiden Peptidgruppen (Abbildung 23). Uberwiegend WFW (V34), zum Teil
WWW (Vs) und MK5E (V3.4) erhdhten signifikant (p < 0,03) die durchschnittliche Gesamtge-
schwindigkeit der linear progressiv motilen Spermien nach 12 und 96 Stunden Lagerung
(Abbildung 23A und B). Im TRT zu Testbeginn verringerte sich die Geschwindigkeit fur die
Hexapeptidvarianten V,; (p = 0,014) und V, (p = 0,019) bzw. fur die Magaininvarianten V,
(p =0,002), V, (p < 0,001) und V, (p = 0,008) signifikant.

Die Durchschnittsgeschwindigkeit der geradlinig beweglichen Spermiensubpopulation der
Hexapeptidgruppe erreichte nach 300-minutiger Inkubation im TRT mindestens Ausgangs-
niveau, wahrend bei den Magainin-Derivaten die langere Inkubation nach 300 Minuten einen
Geschwindigkeitsabfall verursachte (Abbildung 23B), der jedoch nur in einem Fall (V)
signifikant war (p = 0,01).
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Abbildung 23: Durchschnittliche Gesamtgeschwindigkeiten [um s'1] linear progressiv motiler
Spermien (LIN VAP) in Gegenwart der Hexapeptide(A) und Magainin-Derivate (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Unter dem Einfluss der Hexapeptidvarianten V.5 sank der Anteil kreisbeweglicher Spermien

(KREIS P) nach 12 Stunden (p < 0,008) und 96 Stunden (p < 0,001) Lagerung signifikant
unter das Niveau des Kontrollverdinners (K: BTS + 544 yM Gentamicin, Abbildung 24A).
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Abbildung 24: Anteile kreisbeweglicher Spermien (KREIS P) in Gegenwart der Hexapeptide (A)
und Magainin-Derivate (B).

* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 yM Gentamicin)

Bei den Magainin-Derivaten zeigte sich ein ausgeglichenes Motilitatsprofil der kreisbe-
weglichen Spermien. Nach 12 Stunden Lagerung erreichte nur die Variante Vs Signifikanz-
niveau (p = 0,025). In héheren Konzentrationen, vor allem nach 96 Stunden Lagerung,
konnte eine Verringerung im Anteil der kreisbeweglichen Spermiensubpopulation festgestellt
werden (Abbildung 24B). Die langere Inkubation bei 38 °C im TRT dezimierte den Anteil
kreisbeweglicher Spermien in beiden Peptidgruppen, so dass einheitlich in beiden Gruppen
ein Niveau von ungefahr 5% erreicht wurde (Abbildung 24A und B). Die Unterschiede im
hyperaktiven Motilitatsprofil (HYPER P) waren insbesondere in der Gruppe der Hexapeptide
nach 12-stiindiger Lagerung (p<0,02) und nach 96-stindiger (p <0,008) Lagerung
signifikant (Abbildung 25A). Der Anteil hyperaktiv progressiv motiler Spermien lag fir die
Varianten V.5 deutlich unter dem Anteil des Kontrollmediums (K: BTS + 544 yM Gentami-
cin).

Bei den Magainin-Derivaten (Abbildung 25B) konnten Differenzen zum Kontrollverdiinner
statistisch nicht gesichert werden (p > 0,05). Die langere Inkubation im TRT nach 30 und 300
Minuten verringerte den Anteil hyperaktiv progressiv motiler Spermien in beiden Versuchs-
gruppen unter 1% (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Anteile hyperaktiv progressiv motiler Spermien (HYPER P) in Gegenwart der
Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 yM Gentamicin)

Der Anteil unbeweglicher Spermien (IMMOT P) war nach 12 Stunden Lagerung zwischen
Kontroll- und den beiden Peptidgruppen ausgeglichen und stieg unabhangig von der
Versuchsvariante wahrend der Lagerungszeit nach 96 Stunden und eindeutig im TRT nach
300 Minuten an (Abbildung 26). Ein Hexapeptidzusatz (V14) wirkte sich generell positiv auf
die Spermienbewegung im TRT nach 300-minutiger Inkubation aus (Abbildung 26A). Den
geringsten Anteil unbeweglicher Spermien am Endpunkt des TRTs verzeichnete die
Hexapeptidvariante V, (WFW). Hohe Anteile unbeweglicher Spermien zeigten dagegen die
Magainin-Derivate, darunter besonders die Varianten V; und V, im TRT nach 300 Minuten
Inkubation (Abbildung 26B).
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Abbildung 26: Anteile unbeweglicher Spermien (IMMOT P) in Gegenwart der Hexapeptide (A)
und Magainin-Derivate (B).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass:

o die Motilitdt der Eberspermien peptid- und konzentrationsabhangig beeinflusst wurde,

o die Peptidvarianten gegenliber dem Standardverdiinner BTS + 544 yM Gentamicin im
Untersuchungszeitraum keinen signifikanten (p > 0,05) Einfluss auf den Prozentsatz
motiler (MOT P) sowie progressiv motiler Spermien (PROG P) auslibten,

o die Hexapeptidvarianten hohe Persistenzen im Anteil progressiv motiler Spermien
(PROG P) im TRT nach 300-minatiger Inkubation zeigten,

o die Hexapeptidvarianten, darunter besonders WFW, die Linearitat (PROG LIN, LIN P)
der Spermienbewegung stimulierten (den gleichen, jedoch starker ausgepragten
Effekt bewirkte eine l&dngere Inkubation der Spermien im TRT bei 38 °C),
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o beide Peptidgruppen die Kopfauslenkungsamplitude und Schlagfrequenz beeintrach-
tigten,

o der Einfluss der Hexapeptidvarianten auf die Spermienmotilitét eine Reversibilitat zeigte,

o die Hexapeptidvarianten im Vergleich zu den Magainin-Derivaten geringere Motilitats-
einbulien verursachten und

o die Geschwindigkeits- und Streckenparameter (PROG VAP, PROG DAP) peptid- und
konzentrationsabhéngig teilweise negativ beeintrachtigt wurden.

41.4 Bestimmung der Lebendkeimzahl nach Zusatz verschiedener Peptide

Im Nativsperma lag die Lebendkeimzahl nach 12 Stunden Lagerung bei 10%-10° KbE ml”,
nach 48 Stunden zwischen 10°-10° KbE ml” und nach 96 Stunden stieg die Zahl auf mehr
als 10° KbE mI™ an.

Die Untersuchung von Proben, die nach dem Standardverfahren mit BTS + 544 uM
Gentamicin konserviert wurden, ergab nach 12 und 48 Stunden bei mehr als 30% der
Proben kein Wachstum von Keimen. Ein Viertel der Proben waren nach 96 Stunden
Lagerung keimfrei. Uber die Halfte der Proben zeigte nach 12, 48 und 96 Stunden Lagerung
einen Keimgehalt von weniger als 10> KbE ml”. In weniger als 20% der Proben waren zu
allen drei Zeitpunkten 10° KbE ml™ nachweisbar (Abbildung 27K).

Die beiden Hexapeptidvarianten WWW (V;) und WFW (V,) erzielten untereinander vergleich-
bare Ergebnisse. Unter Verwendung von WWW (V) lag die Keimzahl nach 12 und 48
Stunden Lagerung bei 30% der Proben in einem Bereich von <10? KbE ml™" sowie nach 96
Stunden Lagerung bei 40% der untersuchten Proben unter 10? KbE ml™. Einen Bakterienge-
halt von weniger als 10> KbE ml" wiesen 60% bzw. 50% nach 12 und 48 Stunden auf,
wahrend nach 96 Stunden Lagerung 30% der gepriften Proben in diesem Bereich lagen
(Abbildung 27A).

Die WFW-Variante V; ergab nach 12 und 48 Stunden Lagerung in jeweils 10% der Proben
keinen Nachweis von Keimen. Uber den gesamten Zeitraum gesehen, ergaben 20% nach 12
und 48 Stunden bzw. 30% der Proben nach 96 Stunden Lagerung einen Keimgehalt von
<10% KbE ml"". Die Halfte der Proben wies nach 12 Stunden Lagerung <10° KbE ml" auf,
ebenso 60% der Proben nach 48 und 40% nach 96 Stunden Lagerung (Abbildung 27A).

Fur die Magaininabkdmmlinge IVWTI-M2a (V1) und MK5E (V3) wurden nach 12 Stunden
und fur IVWTI-M2a auch nach 48 Stunden mit WWW und WFW vergleichbare Werte
erzielt. Nach 96 Stunden Lagerung waren deutliche Unterschiede erkennbar. Hier stieg
die Lebendkeimzahl in zwei Drittel der mit IVWTI-M2a und MK5E versetzten Proben auf
bis zu 10° KbE ml™”. Ein Drittel der mit MK5E (V3) verdiinnten Proben erreichte nach 96
Stunden Lagerung einen Wert von mehr als 10° KbE mI” (Abbildung 27B).

Die Variante Vs der Hexapeptidgruppe erbrachte nach 12 Stunden und auch nach 96
Stunden Lagerung Keimzahlen von <10° KbE ml”" in 30% der Proben sowie nach 48
Stunden in 60% der untersuchten Proben. Zehn Prozent zeigten nach 48 Stunden
Lagerung keinen Keimgehalt. Ein Keimgehalt von <10°® KbE ml”" wurde nach 12 Stunden
bei 70%, nach 48 Stunden bei 30% und nach 96 Stunden Lagerung bei 60% der Proben
festgestellt. Nur zehn Prozent hatten nach 96-stlindiger Lagerung einen Keimgehalt von
<10* KbE mI™ (Abbildung 27A).

In der Magaininvariante Vs wurde in einer Probe nach 12 Stunden Lagerung keine
Keimbelastung nachgewiesen. Die Menge an Bakterien lag in 50% der Falle nach 12
Stunden sowie in 17% nach 48 Stunden Lagerung unter 10> KbE ml". Weniger als 10°
KbE ml" waren in 33% der Proben nach 12 und 96 Stunden, in 67% der Proben nach 48
Stunden Lagerung nachweisbar. Nach 48 Stunden Lagerung wurden in einer Probe und in
zwei Proben nach 96 Stunden Lagerung <10* KbE ml" gefunden. Zwei weitere Proben
wiesen nach 96-stiindiger Lagerung mehr als 10° KbE ml™ auf (Abbildung 27B).
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Abbildung 27: Lebendkeimzahlbestimmung [KbE ml'1] im Sperma nach 12, 48 und 96 Stunden
Lagerung in Gegenwart der Hexapeptide (A) und Magainin-Derivate (B).

K: BTS + 544 yM Gentamicin B-V,: BTS + 2,5 uM IVWTI-M2a
A-V;: BTS + 2 yM WWW B-V;: BTS + 1 uM MK5E
A-V;: BTS + 4 yM WFW B-Vs: BTS + 1 yM MKS5E + 0,5 pyM Gentamicin

A-Vs: BTS + 2 uM WWW + 0,5 uM Gentamicin
41.5 Untersuchungen des Keimspektrums nach Zusatz verschiedener Peptide

Bei der Analyse der verschiedenen Ejakulate (nativ, Standardverdinnung, Peptidzubereitung)
zeigte sich, dass der Keimgehalt und das Keimspekirum stark vom Einzeltier beeinflusst wurde.
Aus dem Nativsperma wurden 20 Bakterienspezies isoliert. Finfundfiinfzig Prozent der
isolierten Bakterien waren gramnegativ, wovon 73% den Enterobacteriaceae zugeordnet
werden konnten. Der Anteil der ,unspezifischen Keimflora“ machte einen Anteil von 45% aus
(Abbildung 28). Insgesamt waren Enterobacteriaceae in 88% aller untersuchten Nativ-
spermaproben nachweisbar. Flinfundsiebzig Prozent aller Ejakulate enthielten Bakterien der
Gattung Proteus.
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Abbildung 28: Links: Keimarten im Nativsperma aus zwei Besamungseberstationen (n=18),
Rechts: Keimarten im Kontrollverdiinner (K: BTS + 544 yM Gentamicin).

a: Staphylococcus capitis; b: Staphylococcus chromogenes; c: Staphylococcus cohnii ssp. cohnii;
d: Staphylococcus hyicus; e: Staphylococcus xylosus; f: Corynebacterium striatumlamycolatum;
g: Corynebacterium glucuronolyticum-seminale; h: Corynebacterium sp.; i: Enterococcus durans;
j: Citrobacter koseri; k: Enterobacter amnigenus; |: Enterobacter sp.; m: Rahnella aquatilis;

n: Proteus mirabilis; o: Proteus myxofaciens; p: Proteus penneri;q: Proteus vulgaris;

r: Morganella morganii; s: Ralstonia pickettii; t: Chryseobacterium indologenes;

u: Staphylococcus caprae; v: Corynebacterium renale group; w: Klebsiella oxytoca;

x: Pseudomonas aeruginosa; y: Pseudomonas fluoreszenz; z: Stenotrophomonas maltophilia

39



Ergebnisse

Aus den verdlinnten Spermaproben der Kontrollvariante (K: BTS + 544 yM Gentamicin)
konnten insgesamt zehn verschiedene Keimarten nachgewiesen werden. Der Anteil
gramnegativer Bakterien betrug 70%. ZweiunddreiBig Prozent gehdrten zur Familie der
Enterobacteriaceae. Proteus spp. wurden nicht gefunden (Abbildung 28).

Finfzehn verschiedene Keime wurden aus den Peptidvarianten isoliert. Der Anteil gram-
negativer Bakterien betrug mehr als 50%. Davon gehoérten neun Arten zur Gruppe der
Enterobacteriaceae. Alle Varianten der Peptidkonservierung enthielten bis zu vier
verschiedene Proteus-Arten.

Ein weiterer gramnegativer und multiresistenter Keim, Stenotrophomonas maltophilia, war
ungefahr in einem Drittel aller Peptidproben nachweisbar (Abbildung 29).

WFW www IVWTI-M2a MKSE
(4 uM) (2 uM) (2,5 uM) (1 M)

el 1

Abbildung 29: Keimspektrum der Hexapeptidvarianten (n=9) 4 yM WFW, 2 yM WWW und der
Magainin-Derivate (n=9) 2,5 yM IVWTI-M2a und 1 yM MKS5E.

a: unspezifische Mischflora; b: Proteus mirabilis; c: Proteus vulgaris; d: Proteus penneri,

e: Proteus sp.; f: Providencia alkalifaciens; g: Providencia rettgeri; h: Burkholderia cepacia;

i: Stenotrophomonas maltophilia; j: Aeromonas hydrophila; k: Delftia acidovorans;

I: Proteus myxofaciens; m: Serratia rubidea; n: Ralstonia pickettii; o: Vibrio metschnikovii

41.6 Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) an
ausgewahliten Bakterienstammen

Alle Peptide wurden in den Konzentrationen 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,3; 12,5; 25; 50
und 100 uM auf ihre Wirksamkeit gegentber den ausgewahlten Bakterienarten (Tabelle 9)
sowohl in Mueller-Hinton-1l-Bouillon (MHIIB, Standardverfahren, Tabelle 12) als auch im
Luria-Bertani-Medium (LB-Medium, Tabelle 13) getestet.

Im CLSI-Standardverfahren waren alle Keime, sofern MIC-Referenzbereiche zur
Verflgung standen, gegentber Gentamicin empfindlich. Vergleicht man die Ergebnisse in
den zwei unterschiedlichen Nahrmedien LB und MHIIB miteinander, wird deutlich, dass
sich die MIC-Werte stark unterscheiden.

Fir die Testsubstanz Gentamicin wurde die MIC im LB-Medium erst bei einer vielfach
hdéheren Konzentration erreicht. Die MIC verringerte sich fir die Peptide unter Verwendung
des LB-Mediums mit Ausnahme der Wirkung auf die Proteus-Stamme sowie St. aureus,
K. pneumoniae (WFW), Enterobacter cloacae (WFW) und E. coli ATCC 25922 (WWW und
WFW).

Bezogen auf die Referenz- und Wildtypstamme lag die ermittelte MIC fir die vier synthe-
tischen AMP im Vergleich zu den Laborstdmmen (E. coli DH5a und B. subtilis DSM 347,
Kap. 3.1, Tabelle 1) unter Verwendung von MHIIB und LB-Medium wesentlich hoher.
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Auch innerhalb der drei Stdamme einer Spezies (E. coli) zeigten sich Unterschiede in der
Empfindlichkeit gegenltber den getesteten Substanzen (Tabelle 12 und 13).

Tabelle 12: Bestimmung der MIC [uM] fiir Gentamicin, WWW, WFW, IVWTI-M2a und MK5E unter
Verwendung von MHIIB, die angegebenen Werte sind Maximalwerte

Gentamicin www WFW IVWTI-M2a MK5E
Bakterium

[UM] [UM] [uM] [uM] [UM]
E. coli ATCC 25922 21 50 12,5 100 50
St. aureus ATCC 29213 1,1 50 25 >100 >100
E. coli DH5a 0,5 25 6,3 50 50
B. subtilis DSM 347 0,5 6,3 6,3 12,5 12,5
E. coli, hamolysierend 2,1 50 12,5 50 50
K. pneumoniae 2,1 50 25 100 50
Enterobacter cloacae 1,1 25 25 50 25
Proteus vulgaris 2,1 >100 >100 >100 >100
Proteus myxofaciens 4,3 >100 >100 >100 >100

Tabelle 13: Bestimmung der MIC [uM] fiir Gentamicin, WWW, WFW, IVWTI-M2a und MKS5E unter
Verwendung von LB-Medium, die angegebenen Werte sind Maximalwerte

Gentamicin wWwWw WFW IVWTI-M2a MKS5E

Bakterium

[uUM] [M] [M] [M] [M]

E. coli ATCC 25922 17 >100 12,5 12,5 6,3
St. aureus ATCC 29213 17 >100 50 >100 >100
E. coli, hamolysierend 32 12,5 6,3 12,5 12,5
K. pneumoniae 32 25 25 25 12,5

Enterobacter cloacae 15,7 12,5 25 12,5 3,1
Proteus vulgaris 63,1 >100 >100 >100 >100
Proteus myxofaciens 63,1 >100 >100 >100 >100

4.2 Effekt einer AMP-Supplementierung auf die Spermienmotilitat
in Abhangigkeit von der Konzentration (Versuch B)

Auf Grundlage der Ergebnisse der ersten Untersuchungen im Versuch A (Kap. 4.1) und im
Hinblick auf die Bindungsstudien carboxyfluoreszeinmarkierter Peptide an Eberspermien
(Kap. 4.4) und den Untersuchungen zur Wechselwirkung der Peptide mit der Spermien-
membran (Kap. 4.5) wurden in einem ,split-sample“-Verfahren an 12 Ejakulaten konzentrati-
onsabhangige Motilitatseffekte der Peptide WFW, WWW, MK5E (Kap. 3.1, Tabelle 1) und
der fluoreszenzmarkierten Peptide WWW][F] und [F]-M2a (Kap. 3.8, Tabelle 11) mittels
CASA Uberprift (Kap. 3.2, Abbildung 4).

Die fluoreszenzmarkierten, antimikrobiellen Peptide WWWI[F] und [F]-M2a wurden ein-
gesetzt, um einen Zusammenhang zwischen den Bindungsstudien der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie und den Motilitdtsparametern darzustellen. Es sei hier angemerkt,
dass die an die Peptide gekoppelte Carboxyfluoresceingruppe grundlegende Struktureigen-
schaften veranderte, darunter die Ladung und Amphipathie der Molekiile, die wesentlich flr
die antimikrobielle Wirksamkeit der Peptide verantwortlich waren. Interessant war daher
weiterhin die Fragestellung, ob die Wirkung fluoreszenzmarkierter Peptide auf die
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Motilititsparameter PROG P, PROG VAP, PROG ALH, PROG BCF, PROG DAP, LINP,
HYPER P und IMMOT P erhalten bleibt.

Nach 24 Stunden Lagerung wurden die konservierten Ejakulate (n = 12) bei 38 °C fur flnf
Minuten mit steigenden Konzentrationen (5 - 40 yM) von WFW, WWW, WWW][F], MK5E und
[F]-M2a inkubiert. Es wurde Uberprift, ob sich die einzelnen Peptidvarianten (Kap. 3.2,
Abbildung 4) von der Kontrollvariante (K: BTS + 544 yM Gentamicin) signifikant (p < 0,05)
unterschieden (Abbildung 30).

Die WFW-Varianten A2 (p < 0,001) und A3 (p = 0,013) hatten einen signifikanten Einfluss auf
den Anteil aktiv vorwarts beweglicher (PROG P) bzw. unbeweglicher Spermien (IMMOT P).
Die optimale Konzentration lag im Bereich von 10 yM. Unterhalb dieser Konzentration waren
der Streckenparameter PROG DAP (p =0,006) und der Geschwindigkeitsparameter
PROG VAP (p = 0,007) signifikant verringert. Eine Konzentration von Gber 20 uM flhrte zu
einer signifikant geringeren Kopfauslenkungsamplitude PROG ALH (p = 0,003) verbunden
mit einer signifikant héheren Schlagfrequenz PROG BCF (p < 0,001). Die zuletzt genannten
Parameter summierten sich zu einem signifikant héheren Anteil linear beweglicher Spermien
LIN P (p < 0,001) oberhalb einer Konzentration von 10 yuM (Abbildung 30A1-A4).

Die Effekte von WWW (Abbildung 30B1-B4) waren im Vergleich zum Kontrollverdinner
(K: BTS + 544 yM Gentamicin) Uberwiegend nicht signifikant (p > 0,05), mit Ausnahme der
erhdhten Schlagfrequenz PROG BCF (p < 0,002) bei allen Konzentrationen und der héheren
Kopfauslenkungsamplitude PROG ALH (p = 0,004) bei einer Konzentration von 5 uM. Die
Kopfauslenkungsamplitude verringerte sich tendenziell mit steigender Konzentration.

Die Untersuchung des Effektes des fluoreszenzmarkierten Peptids WWWI[F] zeigte, dass
hier ebenso wie bei WFW ein Konzentrationsoptimum vorhanden war (Abbildung 30C1-C4).
Der Anteil vorwarts beweglicher Spermien (PROG P) erhéhte sich verglichen mit dem
Kontrolimedium signifikant (p = 0,023) durch den Zusatz von 5 yM WWW]IF]. Die Varianten
C1 und C2 erhéhten signifikant die Strecken- und Geschwindigkeitsparameter PROG DAP
(p =0,023) und PROG VAP (p=<0,005). Eine weitere Steigerung der Konzentration
verursachte tendenziell eine Verringerung des Anteils vorwarts beweglicher Spermien. Alle
eingesetzten Konzentrationen von WWWI[F] fuhrten zu einem signifikanten Anstieg der
seitlichen Kopfauslenkungsamplitude PROG ALH (p < 0,036).

Die Analyse der Effekte von MKSE ergab, dass zum Teil deutlich negative Konzentrationsef-
fekte vorhanden waren, die sich im sukzessiven Anstieg des Anteils unbeweglicher
Spermien (IMMOT P) bis zum dreifachen des Ausgangswertes bzw. im Abfall der
progressiven Motilitdt (PROG P) mit steigender Konzentration manifestierten (Abbildung
30D1-D4). Konzentrationen Uber 10 uM fihrten zu statistisch gesicherten Unterschieden
(p < 0,001). Geringere Konzentrationen erhéhten signifikant die Geschwindigkeit PROG VAP
(p=0,002) und Strecke PROG DAP (p <0,001) der gemittelten Spermienbahn. Die
funfmindtige Inkubation in Gegenwart von 5 uyM (p = 0,017) oder 20 uM (p = 0,017) MK5E
hatte eine signifikante Verstarkung der seitlichen Kopfauslenkungsamplitude PROG ALH zur
Folge. Desweiteren stieg der Anteil hyperaktiver Spermien (HYPER P) in Konzentrationen
unterhalb von 40 uyM signifikant an (p < 0,029). Die Analysen der Motilititsparameter im
unteren und mittleren Konzentrationsbereich deuteten auf einen Effekt hin, der bei der
Kapazitation von Spermien beobachtet werden kann.

Der Zusatz des fluoreszenzmarkierten Magainin-Derivats [F]-M2a (Abbildung 30E1-E4)
fuhrte insgesamt zu signifikant (p <0,05) hoheren Anteilen hyperaktiver Spermien
(HYPER P). Parallel stieg die seitliche Kopfauslenkungsamplitude PROG ALH in allen
eingesetzten Konzentrationen signifikant an (p < 0,05). Eine Zunahme der Geschwindigkeit
im unteren Konzentrationsbereich bei gleichzeitig zum Teil hdéherer Kopfauslenkungs-
amplitude waren Hinweise fir kapazitationsahnliche Veranderungen im Bewegungsmuster
der Spermien.
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Abbildung 30: Legende siehe Seite 44.
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Ergebnisse

Abbildung 30: Spermienmotilititsanalyse (CASA) von 12 Ejakulaten, durchgefiihrt mit steigenden
Konzentrationen (5, 10, 20 und 40 uM) der Peptide WFW, WWW, WWW([F], MK5E und [F}-M2a.
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 yM Gentamicin)

PROG P: Anteile [%] progressiv motiler Spermien
PROG VAP: durchschnittliche Gesamtgeschwindigkeiten [um s™] progressiv motiler Spermien
PROG ALH: seitliche Kopfauslenkungsamplituden [um] progressiv motiler Spermien

PROG BCF: durchschnittliche Schlagfrequenzen [Hz] progressiv motiler Spermien
PROG DAP: gemittelte Bahnen [um] progressiv motiler Spermien

LIN P: Anteile [%] geradlinig beweglicher Spermien
HYPER P: Anteile [%] hyperaktiv beweglicher Spermien
IMMOT P: Anteile [%] unbeweglicher Spermien

K: Kontrolle: BTS + 544 yM Gentamicin

Ai.4: WFW: 5 uM, 10 uM, 20 puM und 40 uM

Bi.4: WWW: 5uM, 10 uM, 20 pM und 40 uM
Ci4: WWWIF]: 5 puM, 10 pM, 20 pM und 40 M
D,.4: MK5E: 5 uM, 10 uM, 20 pM und 40 uM
Ei4: [FI-M2a: 5 uM, 10 uM, 20 uM und 40 uM

Aus der Spermienmotilitdtsanalyse des Versuchs B Iasst sich schlussfolgern, dass:

o die Konzentration des Peptids einen entscheidenen Einfluss auf die Bewegungsform
der Eberspermien hatte,

e in der Regel ein Konzentrationsoptimum vorlag,

e allgemein eine Konzentrationssteigerung einen negativen Einfluss auf die Motilitat
hatte,

o die Kopplung der Fluoreszenzgruppe das Bewegungsmuster der Spermien zusatzlich
beeintrachtigte und

e Magainin-Derivate in der Lage waren, kapazitationsahnliche Veranderungen im
Bewegungsmuster zu erzeugen.

4.3 Effekt einer Supplementierung von AMP und Gentamicin im
Verlauf der Lagerung (Versuch C)

Ziel dieses Abschnitts war die Prifung synergistischer Effekte zwischen dem Antibiotikum
Gentamicin und den synthetisch hergestellten Peptiden WFW (V,), WWW (V3) und MK5E
(V4). Die Peptide und deren Konzentrationen (4 uM V5, 2 yM V3 und 1 pM V,) wurden durch
die vorangegangenen Untersuchungen festgelegt (Kap. 4.1 und 4.2).

Unabhangig von den Ergebnissen der MIC-Bestimmung des Gentamicins (Kap. 4.1.6) wurde
die Dosis in den Varianten V,_4 auf 34 uM reduziert. Die Variante V, enthielt kein Peptid.

Als Kontrollverdinner diente BTS + 544 yM Gentamicin. Es wurde an 20 Ejakulaten
untersucht, ob sich die einzelnen Varianten V.4 (Kap. 3.2) spermatologisch nach 12, 48 und
96 Stunden Lagerung signifikant (p < 0,05) vom Kontrollverdinner unterschieden.

Weiterhin wurde die Bestimmung der MIC an ausgewahlten Bakterienstdmmen (Kap. 3.7,
Tabelle 10) nach CLSI-Standardverfahren in Mueller-Hinton-ll1-Bouillon (MHIIB) durchgefiihrt
und die Ergebnisse mit Testreihen im Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) verglichen [378].
Abschlieliend wurde das Keimspektrum untersucht.

Die Ergebnisse folgender Parameter werden in dieser Abfolge dargestellt:
e pH-Wert,
e Akrosom-, Membran- und Mitochondrienstatus,
e Spermienmotilitat,
e qualitativer, quantitativer Keimgehalt und Resistenzprifung an ausgewahlten Keimen.
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4.3.1 Auswirkungen der Kombination aus Peptid und reduzierter Gentamicin-
konzentration auf den pH-Wert des Verdiinners

Nach 12 Stunden (V,.) und teilweise nach 48 Stunden Lagerung (V4, V3 und V,) erhohte sich
der pH-Wert der Versuchsproben signifikant (p < 0,05) im Vergleich zum Kontrollmedium
(K: BTS + 544 pM Gentamicin), ohne jedoch den fur Spermien physiologischen Bereich zu
verlassen. Erst nach 96 Stunden Lagerung waren die pH-Werte in allen untersuchten Proben
in einem vergleichbaren Bereich (Abbildung 31).
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Abbildung 31: pH-Werte nach Zusatz der verschiedenen Varianten (K, V,.5).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 yM Gentamicin)

4.3.2 Auswirkungen der Kombination aus Peptid und reduzierter Gentamicin-
konzentration auf den Akrosom-, Membran- und Mitochondrienstatus

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse bestatigten die Daten der mikros-
kopischen Untersuchung. Der Anteil von Spermien mit ,Normalem Apikalen Rand“ (NAR)
und der Anteil gefarbter (akrosomgeschadigter) Spermien lag vom Gewinnungstag an bis
zum Ende der Untersuchungen fir die Varianten V; bis V3 auf einem mit dem Kontroll-
verdinner (BTS + 544 yM Gentamicin) vergleichbaren Niveau (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Anteile defekter Kopfkappen und Anteile FITC-PNA und/oder FITC-PSA gefarbter
Spermien nach Zusatz der verschiedenen Varianten (Vi4). Der Anteil gefidrbter Spermien mit
Akrosomendefekten errechnete sich im durchflusszytometrischen Verfahren aus der Summation
der Quadranten zwei und vier (Kap. 3.6.2, Assay A).

* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uyM Gentamicin)
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Der Anteil gefarbter Spermien mit Akrosomendefekten errechnete sich im durch-
flusszytometrischen Verfahren aus der Summation der Quadranten zwei und vier (Kap.
3.6.2, Assay A). Die Differenzen zwischen dem Kontrollmedium und den Varianten V;
waren sehr gering und konnten zu keinem Zeitpunkt statistisch gesichert werden (p > 0,05).
Signifikante Abweichungen von der Kontrollprobe ergaben sich fur die Variante V,
(p <0,001). Der negative Effekt des Magainin-Derivats MK5E auf den Akrosom- und
Membranstatus stieg mit zunehmender Lagerungsdauer an (Abbildung 32).

Die Versuchsvarianten V,4 hatten keinen statistisch (p > 0,05) gesicherten Einfluss auf den
Anteil Rhodamin-gefarbter Spermien (Rh123-positiv) und auf die Intensitat der Fluoreszenz-
farbung nach 72 Stunden Lagerung (Abbildung 33). Lediglich in der Variante V4, die kein
Peptid enthielt (BTS + 34 uM Gentamicin), war tendenziell die Intensitdt der Farbung
verringert.
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Abbildung 33: Anteile Rhodamin-gefarbter Spermien (Rh123-positiv) und Intensititen der
Fluoreszenzfarbungen in Gegenwart der verschiedenen Versuchsvarianten (K, V,4) nach 72

Stunden Lagerung. Der Anteil gefirbter Spermien wurde im durchflusszytometrischen Verfahren
bestimmt (Kap. 3.6.2, Assay B).

4.3.3 Auswirkungen der Kombination aus Peptid und reduzierter Gentamicin-
konzentration auf die Spermienmotilitat

Das Motilitatsprofil der verschiedenen Versuchsvarianten (K, V14) der motilen (MOT P) und
progressiv_motilen Spermiensubpopulationen (PROG P) unterschied sich wahrend der
Lagerungszeit und nach Inkubation im TRT kaum vom Kontrollverdiinner (K: BTS + 544 uM
Gentamicin). Es gab jedoch zwei Ausnahmen: zum einen die WFW-Variante V,, zum
anderen die MK5E-Variante V, (Abbildung 34).

Die Hexapeptidvariante V, zeichnete sich im Vergleich zum Kontrollmedium durch eine
héhere Persistenz im TRT aus. Der Anteil motiler Spermien MOT P (p = 0,02) und progressiv
motiler Spermien PROG P (p = 0,004) war nach 300-minutiger Inkubation nach 48 Lagerung
signifikant erhdéht. Hingegen verursachte die Kombination aus 34 uyM Gentamicin und 1 pM
MKS5E eine Depression in der Spermienbewegung. Der Unterschied war signifikant im TRT
nach 30 Minuten Inkubation (PROGP, p=0,019) und nach 96 Stunden Lagerung
(p < 0,001).

Die Kinetik der Spermienbewegung wird durch die durchschnittliche Gesamtgeschwindigkeit
PROG VAP und durch die gemittelte Bahn PROG DAP beschrieben. Fir die Motilitdtspara-
meter ergaben sich insbesondere nach 12 Stunden Lagerung signifikante Unterschiede
(Abbildung 35). Sowohl in der Variante V; (BTS + 34 yM Gentamicin) mit verringerter
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Gentamicinkonzentration ohne Peptidzusatz als auch in den mit Peptid kombinierten
Varianten V, bis V, verringerten sich die durchschnittlichen Gesamtgeschwindigkeiten
PROG VAP signifikant (p <0,001). In gleicher Weise verhielten sich die dazugehdrigen
Streckenparameter PROG DAP (p < 0,001).
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Abbildung 34: Anteile motiler Spermien (MOT P) und progressiv motiler Spermien (PROG P) in
Gegenwart der verschiedenen Versuchsvarianten (K, V.,).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 yM Gentamicin)

Auffallig war der Effekt des TRTs. Eine 300-minitige Inkubation fihrte zu einer deutlichen
Erhéhung der durchschnittlichen Gesamtgeschwindigkeit PROG VAP und gemittelten Bahn
PROG DAP in allen Proben im Vergleich zum Basiswert nach 30 Minuten Inkubation. Dabei
unterschied sich der Basiswert des Streckenparameters PROG DAP der Varianten V,
(p =0,007), V> (p =0,013) und V; (p = 0,022) signifikant vom Kontrollwert. Nach 96 Stunden
Lagerung wiesen V4 (p = 0,019) und V, (p = 0,019) im Geschwindigkeitsparameter PROG VAP
und V4 (p=0,019) im Streckenparameter PROG DAP gegeniber dem Kontrollverdiinner
signifikant niedrigere Werte auf (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Durchschnittliche Gesamtgeschwindigkeiten [ums™] und gemittelte Bahnen
[um] progressiv motiler Spermien (PROG VAP, PROG DAP) in Gegenwart der verschiedenen

Versuchsvarianten (K, Vy.4).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 yM Gentamicin)

Weiterhin  verringerten sich die seitlichen Kopfauslenkungsamplituden PROG ALH
(p = 0,005) und die Schlagfrequenzen PROG BCF (p < 0,004) der Varianten V, bis V4 nach
12 Stunden Lagerung signifikant (Abbildung 36). Zu Testbeginn des TRTs wiesen alle
Versuchsvarianten signifikant geringere Schlagfrequenzen auf (p <0,009). Am Ende des
TRTs stieg die Amplitude der Kopfauslenkung bei allen Versuchsvarianten (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Kopfauslenkungsamplituden [um] und Schlagfrequenzen [Hz] progressiv motiler
Spermien (PROG ALH, PROG BCF) in Gegenwart der verschiedenen Versuchsvarianten (K, V).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 yM Gentamicin)

Die Ergebnisse im Anteil linear progressiv motiler Spermien (LIN P) wiesen zwischen dem
Kontrolimedium (K: BTS + 544 uM Gentamicin) und den Varianten V4, V> und V, signifikante
(p < 0,05) Differenzen auf (Abbildung 37). Statistisch gesichert war eine Abnahme im Anteil der
geradlinig beweglichen Spermien (LIN P) nach 96 Stunden Lagerung fur V¢ (p = 0,006) und V4
(p=0,024). Einen signifikant héheren Anteil der linear beweglichen Spermien erreichte
lediglich die Variante V, im TRT, speziell nach 300-mindtiger Inkubation (p = 0,007).

Die durchschnittlichen Gesamtgeschwindigkeiten der linear beweglichen Spermiensub-
populationen LIN VAP verringerten sich signifikant fur die Versuchsvarianten V; (p = 0,012),
Vs (p=0,012) und V4 (p <0,001) nach 12 Stunden Lagerung und tendenziell nach 96

Stunden Lagerung (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Anteile linear progressiv motiler Spermien und durchschnittliche Gesamtge-
schwindigkeiten [pum s'1] linear progressiv motiler Spermien (LIN P, LIN VAP) in Gegenwart der

verschiedenen Versuchsvarianten (K, V).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Im Anteil hyperaktiv beweglicher Spermien HYPER P konnten zwischen dem Kontroll-
verdinner BTS + 544 uM Gentamicin und den Versuchsvarianten keine statistisch gesicherten
Unterschiede (p > 0,05) nachgewiesen werden (Abbildung 38).

Im direkten Vergleich der unbeweglichen Spermiensubpopulation IMMOT P zeigte sich
wiederum eine erhohte Stressresistenz der Variante V, im TRT nach 300 Minuten. Der Effekt
war signifikant (p = 0,02). Ebenso signifikant, aber gegensatzlich war der Einfluss des Magainin-
Derivats MK5E (p = 0,002), insbesondere nach 96 Stunden Lagerung (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Anteile hyperaktiv progressiv motiler (HYPER P) und unbeweglicher (IMMOT P)
Spermien in Gegenwart der verschiedenen Versuchsvarianten (K, V).
* kennzeichnet signifikanten Unterschied (p < 0,05) zur Kontrolle (K: BTS + 544 uM Gentamicin)

Die Daten der Spermienmotilitatsanalyse des Versuchs C lassen sich wie folgt zusammen-
fassen.

e Die Reduktion der Gentamicinkonzentration auf 34 uM ohne Peptidzusatz hatte einen
negativen Einfluss auf die Motilitdtsparameter.

e Alle Varianten mit reduzierter Gentamicinkonzentration flihrten nach 12 Stunden Lage-
rung zur Verringerung der durchschnittlichen Gesamtgeschwindigkeit PROG VAP, der
gemittelten Bahn PROG DAP, der seitlichen Kopfauslenkungsamplitude PROG ALH und
der Schlagfrequenz PROG BCF progressiv motiler Spermien.

o Die Kombination aus 4 yM WFW und 34 pM Gentamicin hatte einen positiven
Einfluss auf den Anteil aktiv vorwarts beweglicher Spermien (PROG P), linear beweg-
licher Spermien (LIN P) und unbeweglicher Spermien (IMMOT P) im TRT nach 300-
mindtiger Inkubation.

o Die Kombination aus 1 yM MK5E und 34 uM Gentamicin fihrte insgesamt zu einer
negativen Beeintrachtigung der Spermienbewegung.

4.3.4 Untersuchungen des Keimspektrums nach Zusatz verschiedener
Peptide und reduzierter Gentamicinkonzentration

Jedes Ejakulat wurde nach der Flissigkonservierung in drei Aliquots aufgeteilt und diese
nach drei definierten Lagerungszeiten (12, 48 und 96 Stunden Lagerung) auf ihren Keimge-
halt untersucht (Tabelle 14). Die Ergebnisse wurden im Vergleich zum Kontrollverdinner
(K: BTS + 544 yM Gentamicin) und zum Nativsperma beurteilt.

Tabelle 14: Maximale Lebendkeimzahlen [KbE mlI"] im Sperma nach 12, 48 und 96 Stunden Lagerung

Konservierungsvariante (n = 20) 12 h 48 h 96 h
K: BTS + 544 uM Gentamicin 0-<10> 0-<10° 0-<10°
V,: BTS + 34 uM Gentamicin >10-<10° >10-<10® >10-<10°

V,: BTS + 34 uM Gentamicin + 4 (M WFW ~ 0-<10*  0-<10°  0-<10*
Vj: BTS + 34 uM Gentamicin + 2 pM WWW  0-<10°  0-<10°  0-<10°
V,: BTS + 34 uM Gentamicin + 1 pM MK5E ~ 0-<10>  0-<10*  0-<10’
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Die Lebendkeimzahl (KbE ml”) im Nativsperma stieg nach 96 Stunden Lagerung auf {iber
10® KbE mlI™". Bei Anwendung des Standardverfahrens (K: BTS + 544 uM Gentamicin) waren
23% der Proben ohne nachweisbaren Keimgehalt. Bei Verwendung von 34 yM Gentamicin
und WFW (V,) waren nach 96 Stunden 10% ohne nachweisbaren Keimgehalt. Gentamicin
und WWW (V3) ergaben 15% und Gentamicin und MK5E (V,4) eine Kultur-negative Probe
nach 96 Stunden Lagerung. Die maximale Menge an Keimen des Standardverfahrens
(K: BTS + 544 yM Gentamicin) ergab nach 12, 48 und 96 Stunden Lagerung weniger als 10°
KbE ml™ (Tabelle 14). Bei Verwendung von 34 yM Gentamicin und den Peptiden WFW 4 uM
(V2), WWW 2 uM (V3) und MKSE 1 pM (V4) waren nach 12 Stunden Lagerung ebenfalls
weniger als 10° KbE mlI”" nachweisbar. Nach 48 Stunden Lagerungszeit ergaben nur noch
die Versuchsvarianten V, und V3 weniger als 10% KbE ml™. Die Variante V, erreichte weniger
als 10* KbE ml”". Nach 96 Stunden Lagerung ergab die Lebendkeimzahl fiir die Variante V,
weniger als 10* KbE ml”, fiir die Variante V5 weniger als 10° KbE ml™ und fiir die Variante V,
weniger als 10" KbE mI” (Tabelle 14).

Mit Ausnahme der MK5E-Variante V4, und der Variante mit reduzierter Gentamicin-
konzentration ohne Peptid (V,) waren die Werte vergleichbar mit den Ergebnissen des
Standardverdinners BTS + 544 yM Gentamicin. Verglichen mit dem Standardverfahren
fuhrte die alleinige Reduktion der Gentamicinkonzentration von 544 yM auf 34 yM in der
Variante V, ohne Peptidzusatz bereits nach 48 Stunden Lagerung zu einem deutlichen Anstieg
der Keimzahl von 10® auf 10® KbE ml”. Bei Anwendung von 34 pM Gentamicin und 4 uM
WFW bzw. 2 yM WWW reduzierten sich die Lebendkeimzahlen im Vergleich zur
Anwendung von 34 uM Gentamicin ohne Peptid nach 48 Stunden Lagerung um den Faktor
10° bzw. nach 96 Stunden Lagerung um den Faktor 10° bis 10* (Tabelle 14). Besonders die
Kombinationsvariante V, aus 4 yM WFW und 34 uM Gentamicin zeigte nach 96-stiindiger
Lagerung stabile Gesamtkeimzahlen.

Abbildung 39 gibt einen Uberblick (iber das Keimspektrum. Sieben verschiedene gram-
negative Keime wurden aus den verdiinnten Spermaproben isoliert. Fiinf davon gehoérten zur
Familie der Enterobacteriaceae. Alle Varianten der Flissigkonservierung enthielten bis zu
drei verschiedene Proteus-Arten. Stenotrophomonas maltophilia war in einem Drittel aller
Proben nachweisbar.
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Abbildung 39: Keimspektrum bei Verwendung der verschiedenen Synergievarianten.

a: kein Keimgehalt; b: unspezifische Mischflora; c: Proteus mirabilis; d: Proteus vulgaris;

e: Proteus sp.; f: Serratia liquefaciens; g: Providencia alkalifaciens; h: Ralstonia pickettii;

i: Stenotrophomonas maltophilia
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4.3.5 Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) an
ausgewahliten Bakterienstammen nach Zusatz verschiedener Peptide
und reduzierter Gentamicinkonzentration

Die Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) wurde nach dem CLSI-
Standardverfahren in Mueller-Hinton-ll1-Bouillon (MHIIB) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit
Testreihen im Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) verglichen [378]. Bei jedem Versuch
wurde die Bestimmung der MIC fur Gentamicin ,alleine” als Kontrollwert mitgefuhrt. Es wurde
eine Gentamicin-Verdinnungsreihe (2,2 uM bis 0,05 uM) fir die MHIIB-Versuche hergestellt
und mit der gewlinschten Peptidkonzentration versetzt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Bestimmung der MIC [puM] fiir Gentamicin (Standardwert) und Gentamicin bei
gleichzeitiger Anwendung von WWW oder MK5E im MHIIB, die angegebenen Werte sind
Maximalwerte

Bakterium MIC Gentamicin MIC Gentamicin MIC Gentamicin
[uM] WWW 2 uM MKS5E 1 pM

E. coli ATCC 25922 1,7 1,5 1,7
St. aureus ATCC 29213 1,5 1,5 1,3
E. coli, hamolysierend 2,2 1,9 1,9
K. pneumoniae 2,2 1,5 1,3
Enterobacter cloacae 2,2 0,9 0,9
Proteus vulgaris 2,2 1,7 1,7
Proteus myxofaciens 4,3 1,9 1,9

Fir die Untersuchungen im LB-Medium wurden fir die Tests mit den Referenzstdmmen
(Kap. 3.7, Tabelle 10) eine Verdiinnungsreihe von 22 uyM bis 1 uM gewahlt, da die MIC von
Gentamicin gegenulber beiden Referenzstdmmen bei 17 uM lag (Kap. 4.1.6, Tabelle 13). Fir
die Wildtypstamme wurde eine Verdinnungsreihe von 500 uM bis 0,25 yM gewahlt. Im
CLSI-Standardverfahren waren alle Keime, sofern MIC-Referenzbereiche zur Verfligung
standen, gegenliber Gentamicin empfindlich. Vergleicht man die Ergebnisse in den zwei
unterschiedlichen Nahrmedien LB und MHIIB miteinander, wird auch hier wiederholt deutlich,
dass sich die MIC-Werte zwischen beiden Medien stark unterscheiden. Diese Daten
bestatigen vorangegangene Untersuchungsreihen (Kap. 4.1.6). Das Standardantibiotikum
Gentamicin erreichte die MIC im LB-Medium im Vergleich zum MHIIB-Medium erst bei einer
vielfach hdheren Konzentration. Unterschiede zwischen Gentamicin und Gentamicin + Peptid
(WWW, MK5E) wurden nicht festgestellt (Tabelle 16).

Tabelle 16: Bestimmung der MIC [pM] fiir Gentamicin (Standardwert) und Gentamicin bei
gleichzeitiger Anwendung von WWW oder MK5E im LB-Medium, die angegebenen Werte sind
Maximalwerte

Bakterium MIC Gentamicin MIC Gentamicin MIC Gentamicin
[MM] WWW 2 uM MK5E 1 uyM

E. coli ATCC 25922 12,1 12,1 121
St. aureus ATCC 29213 7,8 6,9 6,0
E. coli, hdmolysierend 31,3 31,3 31,3
K. pneumoniae 31,3 31,3 31,3
Enterobacter cloacae 15,6 15,6 15,6
Proteus vulgaris 62,6 62,6 62,6
Proteus myxofaciens 62,6 62,6 62,6
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Die Anwendung von Gentamicin (MIC-Bereich) und 2 yM WWW sowie 1 yM MK5E im
MHIIB-Medium fiuhrte zu einer Verringerung der MIC gegenlber K. pneumoniae,
Enterobacter cloacae und Proteus myxofaciens (Tabelle 15). Bezogen auf die anderen
Bakterien verschob sich die MIC nur geringfiigig. Insgesamt gesehen lagen die MIC-Werte fir
Gentamicin und Gentamicin + Peptid (WWW, MK5E) im aquimolaren Bereich.

4.4 Bindungsstudien carboxyfluoreszeinmarkierter Peptide an
Eberspermien

Mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) wurden im Rahmen dieser
Arbeit Bindungsstudien carboxyfluoreszeinmarkierter, antimikrobieller Peptide an Eber-
spermien durchgefiihrt. Die Untersuchungen ermdglichten Aussagen Uber eine raumliche
Lokalisation fluoreszenzmarkierter Konjugate an Eberspermien. Eine Fixierung der Zellen mit
chemischen Agentien kann zu einer Artefaktbildung mit daraus resultierender Fehlinterpreta-
tion der Lokalisation fihren. Fir die Bindungsstudien wurden die fluoreszeinmarkierten
Peptide WWIF], WWW]IF] und [F]-M2a genutzt (Kap. 3.8, Tabelle 11). Durch Kopplung der
Fluoreszenzgruppe unterschieden sich die Peptide hinsichtlich Ladung und Amphipathie von
den zyklischen und helikalen Ausgangspeptiden (Kap. 3.1, Tabelle 1). In Abbildung 40A und
40B sind Eberspermien dargestellt, die mit Propidiumjodid und WWW]IF] inkubiert wurden.
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Abbildung 40: Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von Eberspermien mit charakteristischem
Bindungsmuster nach Inkubation mit Propidiumjodid und carboxyfluoreszeinmarkiertem
Hexapeptid (WWWI[F], Uberlagerungsbilder aus DIC, griinem und rotem Fluoreszenzkanal).

A) koinkubiert mit Propidiumjodid (rot) und WWW][F] (griin). Das membrandefekte Spermium
zeigt sowohl Rotfluoreszenz im Kopfbereich (Pl-positiv) als auch homogene Griinfluoreszenz im
Schwanzbereich. Die Gelbfiarbung im Kopfbereich resultiert aus der Uberlagerung von Griin- und
Rotfluoreszenz. Der Pfeil markiert ein stirkeres Griinfluoreszenzsignal am Ubergang zwischen
Kopf und Schwanz.

B) koinkubiert mit Propidiumjodid und WWWIF] (griin). Besonders auffillig ist die sehr starke
Griinfluoreszenz im Bereich der Insertionsgrube bzw. Basalplatte (Pfeil), hier bei einem PI-
negativen, plasmamembranintakten Eberspermium.

Abbildung 40A zeigt ein Eberspermium, das nach Anregung eine Rotfluoreszenz im
Kopfbereich (Pl-positiv) und eine typische Grinfluoreszenz (WWWIF]) im Kopf- und
Mittelstickbereich aufweist. Die Grinfluoreszenz ist diffus verteilt. Die Gelbfarbung im
Kopfbereich resultiert aus der Uberlagerung von Griin- und Rotfluoreszenz. Der Pfeil
markiert eine verstarkte Akkumulation des Peptids am Ubergang zwischen Kopf und
Mittelstick. Abbildung 40B zeigt ein Pl-negatives, vitales Eberspermium, das nach Anregung
eine verstarkte Grinfluoreszenz (WWWIF]) im Bereich der Insertionsgrube (Pfeil) aufweist.
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Die Eberspermien, die in Abbildung 41A und 41B dargestellt sind, wurden mit Propidiumjodid
und [F]-M2a inkubiert. Beide Spermien in Abbildung 41A fluoreszieren nach Anregung grin
([FI-M2a) im Bereich der defekten Akrosomen (Pfeile). Die geschadigten Akrosomenkappen
(grin) heben sich dabei feinwolkig strukturiert vom Pl-positiven Nukleus (rot) ab. Das PI-
positive Eberspermium (rot) in der Abbildung 41B ist primar im Bereich des Mittelstlicks
(Mitochondrienscheide) durch [F]-M2a fluoreszenzmarkiert (Pfeil).

080618-2.#F-2 080708-1.M-3

Abbildung 41: Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von Eberspermien mit charakteristischem
Bindungsmuster nach Inkubation mit Propidiumjodid und carboxyfluoreszeinmarkiertem
Magainin-Derivat ([F]-M2a, Uberlagerungsbilder aus DIC, grilnem und rotem Fluoreszenzkanal)
A) koinkubiert mit Propidiumjodid (rot) und [F]-M2a (griin). Die membrandefekten Spermien
zeigten ein starkes Griinfluoreszenzsignal im Bereich der geschwollenen Akrosomenkappen
(Pfeile). Beide Spermien waren zusatzlich Pl-positiv (rot).

B) koinkubiert mit Propidiumjodid (rot) und [F]-M2a (griin). Das Pl-positive Spermium (rot) ist
vor allem im Bereich des Mittelstiicks (Mitochondrienscheide) durch das Magainin-Derivat
fluoreszenzmarkiert (Pfeil).

Aus den Beobachtungen lasst sich folgern, dass grundsatzlich eine Peptid-Spermien-
Interaktion bestand. Einen wesentlichen Einfluss hatten dabei die Strukturcharakteristika
der Peptide. Die Experimente zeigten weiterhin, dass beide Peptidgruppen unterschied-
liche, aber typische Bindungsmuster besalien.

Die fluoreszenzmarkierten Hexapeptide wiesen eine Grinfluoreszenz im Kopf- und
Schwanzbereich der Spermien mit verstarktem Fluoreszenzsignal an der Insertionsgrube
auf. Dagegen zeigten die Magainin-Derivate eine hohe Affinitat zu den Akrosomen und zum
Mittelstiick (Mitochondrienscheide) der Eberspermien. Die Peptidstruktur beeinflusst
demnach die Lokalisation der Konjugate an verschiedenen Zellkompartimenten und kann
folglich fir eine unterschiedliche biologische Aktivitat der Peptide verantwortlich gemacht
werden.

4.5 Charakterisierung der Wechselwirkung von Peptiden mit der
Spermienzellmembran

Um eine mdgliche Wechselwirkung der Peptide mit der Spermienzellmembran zu
charakterisieren, wurden spinmarkierte Phospholipidanaloga in die Zellmembran von
Eberspermien eingebaut [242].

Unmittelbar nach dem Einbau der Spinlabel SL-PC, SL-SM und SL-PS (Kap. 3.9.1) bei
Raumtemperatur wurden die Proben in die Messkivette Uberfihrt und auf die jeweilige
Messtemperatur gebracht. Die Spektren wurden bei 16 °C, 22 °C und 38 °C aufgenommen.
Die Form der ESR-Spektren spiegelt die Rotationsbeweglichkeit der Spinsonden wider. Nach
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Zusatz der Peptide konnten anhand der Spektrenform unterschiedliche Beweglichkeiten der
Spinlabel abgeleitet werden (Abbildung 42 und 43).

Die aus den ESR-Spektren berechneten Korrelationszeiten werden als quantitatives Mal} der
Rotationsbeweglichkeit der Label in Abwesenheit (BTS) und in Gegenwart der verschiedenen
Peptidzusatze dargestellt (Tabelle 17). Eine verringerte Korrelationszeit (1;) entspricht dabei
einer erhdhten Mikrofluiditat in der Umgebung des spinmarkierten Lipids. Mit steigender
Temperatur wurde fir alle Label eine erhéhte Fluiditat ermittelt (Tabelle 17). Der Vergleich
der Beweglichkeit verschiedener Phospholipide ergab, dass SL-PS eine geringere
Korrelationszeit als SL-SM besal’. Dieses lasst sich dadurch erklaren, dass SM hauptsach-
lich in der duBeren und PS vorrangig in der inneren Halfte der Zellmembran lebender
Spermien lokalisiert ist.

—

0G
BTS

WFW

MKSE

Gentamycin

WFW +
Gentamycin

ot

Abbildung 42: ESR-Spektren von SL-PC in der Zellmembran von Eberspermien nach Zusatz der
verschiedenen AMP (BTS-Verdiinner, WFW, MK5E, WWW, Gentamicin und WFW + Gentamicin).
Die ESR-Spektren wurden auf die Intensitiat des Mittelfeldsignals normiert und beziiglich der
Hydrolyse der Label korrigiert. Der Einbau der spinmarkierten Lipidanaloga erfolgte bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Spermien in der Messkiivette auf die Versuchs-
temperatur eingestellt (hier: 16 °C) und die ESR-Spektren aufgezeichnet (Leistung: 10 mW;
Modulation: 2 G; Scanbreite: 100 G; Akkumulation: 2-4fach).

Generell wird davon ausgegangen, dass die Fluiditat in der dem Zytoplasma zugewandten
Halfte der Membran hoher ist als auf der exoplasmatischen Seite [118, 246, 257]. PC ist
zwischen beiden Membranhalften annahernd gleich verteilt. SL-PC zeigte dementsprechend
mittlere Korrelationszeiten (Tabelle 17).

Die ESR-Spektren von SL-PC in Spermien mit bzw. ohne Peptidzusatz unterschieden sich,
wie aus Abbildung 43 durch Uberlagerung der Spektren ersichtlich wird. Anhand der Form
der ESR-Spektren war das Auftreten freier spinmarkierter Fettsauren erkennbar. Zersetzt die
Hydrolyse durch Phospholipasen mehr als 20% der Label, sollte die Auswertung der Daten
als kritisch angesehen werden. Fur eine Korrektur wurden daher die Spektren der freien
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Fettsauren nach kompletter Hydrolyse der Label aufgenommen und der den markierten
freien Fettsauren zuzuordnende Anteil von den Gesamtspektren subtrahiert [285].

Tabelle 17: Korrelationszeiten (tc) fiir die Rotation der Spinlabel SL-SM, SL-PC und SL-PS in
der Zellmembran von Eberspermien bei 16 °C, 22 °C und 38 °C. Die Korrelationszeiten [ns]
wurden aus den ESR-Spektren berechnet.

Temperatur BTS Gentamycin WFW WwWw MKS5E
SL-SM 16 °C 3,94 3,62 4,39 4,42 3,06
22 °C 3,04 n.b. 4,17 3,91 2,83
SL-PC 16 °C 2,58 2,56 3,12 3,3 2,41
22 °C 2,61 2,18 3,17 3,06 1,93
38 °C 0,95 n.b. 1,12 n.b. 0,86
SL-PS 16 °C 2.32 2,26 2,45 2,44 2,53
22 °C 1,85 n.b. n.b. 1,87 1,87

n.b. = nicht bestimmt

Die Hexapeptidvarianten WFW und WWW bewirkten eine Verbreiterung der ESR-Spektren
bzw. eine Erhdéhung der Korrelationszeit, die eine Immobilisierung des SL-PC in der
Spermienzellmembran anzeigten (Tabelle 17). In Anwesenheit von MK5E verringerte sich
hingegen die Korrelationszeit. Die Spermienzellmembran wurde durch den Zusatz des
Magainin-Derivats fluider, was auch nach Zusatz von IVWTI-M2a gefunden wurde (nicht
dargestellt).

BTS vs. WFW

BTS vs. MK5E

BTS vs. WWW

Abbildung 43: Vergleichende Darstellung der ESR-Spektren SL-PC markierter Eberspermien in
BTS mit/ohne Peptidzusatz (WFW, MK5E und WWW). Die Spektren wurden auf die Intensitét des
Mittelfeldsignals normiert und beziiglich der Hydrolyse der Label korrigiert. Der Einbau der
spinmarkierten Lipidanaloga erfolgte bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Spermien in
der Messkiivette auf die Versuchstemperatur eingestellt (hier: 16 °C) und die ESR-Spektren
aufgezeichnet (Leistung: 10 mW; Modulation: 2 G; Scanbreite: 100 G; Akkumulation: 2-4fach).
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Gentamicin hatte, wenn (berhaupt, einen leicht fluidisierenden Effekt auf die
Spermienzellmembran. Die Auswirkungen der Peptidzusatze auf die Rotationsbeweglichkeit
der spinmarkierten Phospholipidanaloga sind bei SL-SM und SL-PC gegeniber SL-PS
starker ausgepragt (Tabelle 17). Der fluidisierende Effekt von MK5E blieb gegentiber SL-PS
ganzlich aus.

Demnach sprechen die ESR-Untersuchungen flr eine Wechselwirkung der Peptide
vornehmlich mit Lipiden auf der exoplasmatischen Spermienmembranhdlfte. Eine
Kopfgruppenspezifik der Peptid-Lipid-Wechselwirkungen konnte ausgeschlossen werden, da
die Peptide mit allen Labeln im BTS-Verdunner ohne Spermien in Wechselwirkung traten
(nicht dargestellt).

Um eine Aussage zur Bindungsaffinitat bzw. zur Reversibilitat der Wechselwirkung von
Peptiden und Spermienzellmembran zu treffen, wurden SL-PC- und SL-SM-markierte
Spermien nach der Messung mit den Peptiden in BTS gewaschen, in BTS ohne Peptide
resuspendiert und erneut vermessen. Im Fall der zyklischen Hexapeptide war der
immobilisierende Effekt fast vollstandig aufgehoben. Daraus lasst sich folgern, dass die
Rigidifizierung der Zellmembran an die Gegenwart dieser Peptide geknipft und deren
Bindungsaffinitat an die Membran gering ist. Der fluidisierende Effekt des MK5E blieb
dagegen weitgehend erhalten.
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5 Diskussion

Antibakterielle Zusatze schaffen eine erhdhte Sicherheit bei einer unbeabsichtigten
bakteriellen Verunreinigung des Spermas wahrend der Gewinnung, Verarbeitung und
Lagerung [74]. Vor dem Hintergrund steigender Resistenzen gegenuber herkémmlichen
antibakteriellen Konservierungsstoffen spielt die Erforschung alternativer Stoffsubstanzen
eine zunehmend wichtige Rolle [8]. Die deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie (DART)
fordert eine Risikominimierung in der Tierhaltung, indem zum einen Antibiotika kontrolliert
angewandt werden, zum anderen Alternativen zur Antibiotika-Anwendung verstarkt
entwickelt werden, um langfristig die Mengen der eingesetzten Antibiotika abzusenken.

Gegenstand dieser Arbeit waren Versuche, in denen antimikrobielle Peptide ,allein“ (Kap. 4.1
und 4.2) und in Kombination mit Gentamicin (Kap. 4.3) zur Flissigkonservierung von
Eberspermien bei 16 °C eingesetzt wurden. Zuvor wurden am Leibniz-Institut fur Molekulare
Pharmakologie aus einem Spektrum von Uber 40 antimikrobiellen Verbindungen durch
Struktur-Wirkungs-Analysen vier geeignete Peptidvarianten fir eine Konservierung aus-
gewahlt. Dazu zahlten die zyklischen Hexapeptide WWW und WFW und die helikalen
Magainin-Derivate IVWTI-M2a und MK5E.

Im Versuch A (Kap. 4.1) wurden zur Charakterisierung von Lagerungs- und Konzentrations-
effekten jeweils neun Ejakulate in einem ,split-sample“-Verfahren mit den Hexapeptiden
(Kap. 2.4.3) WWW (2 und 4 pM) und WFW (4 und 8 uM) und den Magainin-Derivaten (Kap.
2.4.4) IVWTI-M2a (2,5 und 5 yM) und MK5E (1 und 2 uM) aufbereitet. Nach 12, 48 und 96
Stunden Lagerung wurde der Einfluss der AMP-Supplementierung im Vergleich zum
Standardverdinner BTS + 544 uM Gentamicin analysiert. Die Peptidkonzentrationen bewegten
sich im Bereich der einfachen und doppelten MIC (Kap. 3.1, Tabelle 1). Diese wurden am
Leibniz-Institut fir molekulare Pharmakologie (FMP) an zwei Laborstdmmen (E. coli DH-5q,
B. subtilis DSM 347) bestimmt [79, 183].

Im Versuch B (Kap. 4.2) wurden mittels computerassistierter Spermienmotilitdtsanalyse die
Effekte einer AMP-Supplementierung auf die Spermienmotilitat in Abhangigkeit von der
Peptidkonzentration Uberprift. Nach 24 Stunden Lagerung wurden dafir konservierte
Ejakulate in einem ,split-sample“-Verfahren mit steigenden Konzentrationen (5 - 40 uM) der
Peptide WFW, WWW, MK5E (Kap. 3.1, Tabelle 1) und der fluoreszenzmarkierten Peptide
WWWIF] und [F]-M2a (Kap. 3.8, Tabelle 11) fir funf Minuten inkubiert.

Ziel des Versuchs C (Kap. 4.3) war die Prufung der Effekte des kombinierten Einsatzes des
Antibiotikums Gentamicin mit den antimikrobiellen Peptiden WFW, WWW und MK5E. Die
Peptide und deren Konzentrationen wurden durch die Versuche A und B festgelegt (4 uM
WFW, 2 uM WWW und 1 puM MKS5E). Unabhangig von den Ergebnissen der MIC-
Bestimmung des Gentamicins (Kap. 4.1.6) wurde die Dosis in den kombinierten Varianten
auf 34 yM reduziert. Es wurde an 20 Ejakulaten in einem ,split-sample“-Verfahren
untersucht, ob sich die einzelnen Varianten spermatologisch nach 12, 48 und 96 Stunden
Lagerung vom Kontrollverdiinner unterschieden.

Die mit den Peptiden konservierten Ejakulate wurden im Versuch A und C spermatologisch
und mikrobiologisch untersucht. Zur Charakterisierung der Peptidwirkung auf die
Spermienzelle wurden u.a. morphologische Untersuchungen an Spermien, computerassis-
tierte Spermienmotilitdtsanalysen, die Durchflusszytometrie, die konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie und die Elektronenspinresonanzspektroskopie genutzt. Die mikrobiologische
Untersuchung umfasste eine Analyse des Keimspektrums sowie eine Prifung der Resistenz
ausgewahlter Keime gegen die Peptide.
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5.1 Auswirkungen verschiedener Peptide auf die Spermaqualitat

Neben einer breiten antimikrobiellen Aktivitdt der AMP entscheidet vor allem die Spermien-
toxizitat solcher Wirkstoffe GUber den Einsatz in Konservierungsmedien.

Im Rahmen der spermatologischen Untersuchung wurden kontinuierlich pH-Wert-Messungen
durchgefiihrt (Kap. 4.1 und 4.3). Die Wasserstoffionenkonzentration des Mediums beeinflusst
in erheblichem MaRe die Motilitat und den Stoffwechsel von Spermienzellen. Das
Puffersystem im Verdlinner wird besonders durch den CO,-Gradienten zwischen dem
BTS-Medium und der restlichen Luft in der Spermatube beeintrachtigt [372]. Weiterhin
bestimmen Verschiebungen im pH-Wert entscheidend die Aktivitat antimikrobiell wirksamer
Substanzen [252, 266].

Fir Eberspermien liegt der optimale pH-Wert im Bereich zwischen 7,0 - 7,5 [49]. In den
Messungen wurde eine Erhéhung des pH-Wertes im Verdinnermedium bei Zusatz der
verschiedenen Peptidvarianten festgestellt. Die pH-Wert-Erhdhung in den Versuchsvarianten
l&sst sich aus der Basizitat der Peptide ableiten. Dagegen ist der pH-Wert-Anstieg Uber die
Lagerungszeit auf die begrenzte Kapazitidt des Bikarbonat-Puffers zurickzufiihren [373].
Demnach Uberschritt der pH-Wert erst nach 96 Stunden Lagerung den fir Spermien
physiologischen Bereich im Mittel um 0,1 Einheit [16, 49, 338].

In der mikroskopischen Untersuchung (Kap. 4.1) zeigte sich eine konzentrationsabhangige
Verringerung des Anteils an Spermien mit einem ,Normalem Apikalen Rand“ (NAR),
insbesondere fur die beiden Magainin-Derivate IVWTI-M2a und MK5E. Gleiches galt fur die
MK5E-Variante im Versuch C (Kap. 4.3).

Durchflusszytometrisch wurden die Konzentrationseffekte verifiziert und hoéhere Anteile
membran- und/oder akrosomgeschadigter Spermien sowohl fir die helikalen Magainin-
Derivate IVWTI-M2a und MK5E als auch fir die zyklischen Hexapeptide WWW und WFW im
héheren Konzentrationsbereich nachgewiesen (Kap. 4.1).

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen deuteten darauf hin, dass der grofte Teil der
avitalen Spermien gleichzeitig eine Stérung der Membranen aufwies. Eine Stérung der
Mitochondrienaktivitdt (Kap. 4.3) als Ursache fur einen spermiziden Effekt konnte in
Anlehnung an die Ergebnisse von De Waal et al. (1991) nicht nachgewiesen werden [87].
Der Vitalitatsverlust gegeniber dem Standardverdunner BTS + 544 yM Gentamicin hielt sich
bei niedrigen Konzentrationen der Hexapeptide (Kap. 4.1 und 4.2) WWW (2 uM) und WFW
(4 yM) und in den kombinierten Varianten aus Peptid und Gentamicin (Kap. 4.3) in fir die
Praxis vertretbaren Grenzen. Insgesamt flhrte der Zusatz der Hexapeptidvarianten in
héheren Konzentrationen gegeniber den Magainin-Derivaten zu geringeren Akrosomen- und
Membranschaden.

Aus Bindungsstudien fluoreszenzmarkierter Peptide an Eberspermien wurden charakte-
ristische Bindungsmuster abgeleitet (Kap. 4.4). Diese lieferten Informationen Uber die
Verteilung und Affinitdt von AMP zu bestimmten Zellstrukturen der Spermien. Die Peptide,
die fir diesen Versuch eingesetzt wurden, unterschieden sich durch Kopplung der
Fluoreszenzgruppe hinsichtlich Ladung und Amphipathie von den zyklischen und helikalen
Ausgangspeptiden. Rlckschlisse Uber peptidabhangige Auswirkungen auf die
Spermienzellmorphologie und den Wirkmechanismus der Ausgangspeptide waren daher nur
eingeschrankt maoglich.

Aus den Beobachtungen lasst sich dennoch folgern, dass grundsatzlich eine Peptid-
Spermien-Interaktion bestand. Die fluoreszenzmarkierten Hexapeptide zeigten ein ver-
starktes Fluoreszenzsignal an der Insertion zwischen Kopf und Mittelstiick. Dagegen wiesen
die Magainin-Derivate eine hohe Affinitdt zum akrosomalen Bereich des Kopfes und zum
Mittelstick der Spermien auf (Mitochondrienscheide). Die Peptidstruktur beeinflusste
demnach die Lokalisation der Konjugate an verschiedenen Membrankompartimenten und
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kann wahrscheinlich auch fir eine unterschiedliche biologische Aktivitat der Peptide
verantwortlich gemacht werden.

Die durch die computerassistierte Spermienmotilitdtsanalyse (CASA) erhobenen Daten
belegten, dass die Peptide im Versuch A (Kap. 4.1) gegenlber der Kontrolle mit
Gentamicinzusatz Uber die Lagerungszeit keinen Einfluss auf den Prozentsatz progressiv
motiler Spermien (PROG P) auslbten.

Im Versuch B (Kap. 4.2) wurden die Kurzzeiteffekte steigender Konzentrationen der AMP
mittels CASA Uberprift. Hervorzuheben war hier der positive Einfluss des Hexapeptids WFW
auf den Anteil aktiv vorwarts beweglicher Spermien (PROG P). Weiterhin lie} sich aus der
Motilitatsanalyse folgern, dass die Konzentration der AMP einen entscheidenen Einfluss auf
die Bewegungsform der Spermien hatte. In der Regel lag ein Konzentrationsoptimum vor.
Eine weitere Konzentrationssteigerung hatte allgemein einen negativen Einfluss auf die
Motilitat. Die Kopplung der Fluoreszenzgruppe an die Peptide beeintrachtigte zuséatzlich das
Bewegungsmuster der Spermien, da fluoreszenzmarkierte und nichtmarkierte Peptide
verschiedene Bewegungsmuster zeigten. Deutlich wurde der negative Effekt auf die Motilitat
bei den Magainin-Derivaten [297]. Die durchschnittlichen Gesamtgeschwindigkeiten
(PROG VAP) und die gemittelten Bahnen (PROG DAP) progressiv motiler Spermien wurden
teilweise peptid- und konzentrationsabhangig negativ beeinflusst. Eine Beeinflussung der
Ergebnisse durch Lagerungseffekte konnte im Versuch B von vornherein ausgeschlossen
werden. Trotzdem muss die Frage gestellt werden, ob die schlechteren Motilitatswerte in
Gegenwart der Magainine durch Bakterien oder durch die Peptide verursacht wurden [95,
99, 109, 297, 335]. Diese Frage wird durch den Konzentrationsversuch beantwortet, da hier
der direkte Peptideffekt durch die Kurzzeitinkubation Gberprift und nicht durch eine
bakterielle Besiedlung Uberlagert werden konnte.

Weiterhin konnte in den Versuchen A und B (Kap. 4.1 und 4.2) beobachtet werden, dass die
zyklischen Hexapeptide, darunter besonders WFW die Linearitdt (PROG LIN) und
infolgedessen den Anteil linear progressiv motiler Spermien (LIN P) erhdhten. In hdheren
Konzentrationen wurde die seitliche Kopfauslenkungsamplitude (PROG ALH) verringert
(Kap. 4.1 und 4.2) und gleichzeitig die Schlagfrequenz (PROG BCF) erhoht (Kap. 4.2).
Daraus resultierte, dass sich die geradlinig bewegliche Spermiensubpopulation nach
WFW-Supplementation mit einer héheren Durchschnittsgeschwindigkeit (LIN VAP) vorwarts
bewegte (Kap. 4.1 und 4.2). Den gleichen, jedoch starker ausgepragten Effekt einer
Linearitatssteigerung der Spermienbewegung bewirkte eine langere Inkubation der Spermien
im Thermoresistenztest (TRT) bei 38 °C. Die langere Inkubation bei 38 °C entspricht dabei
den Gegebenheiten im weiblichen Genitaltrakt. Inwiefern das verstarkte Fluoreszenzsignal in
den Bindungsstudien der carboxyfluoreszeinmarkierten Hexapeptide an der Insertion
zwischen Kopf und Mittelstiick die Linearitatssteigerung erklaren kann oder ob diese in
einem ursachlichen Zusammenhang stehen, kann nicht beantwortet werden (Kap. 4.4).
Dessen ungeachtet kann aber die Stimulierung der Geradlinigkeit der Spermienbewegung
(PROG LIN) durch WFW mdglicherweise funktionell positiv gewertet werden (Kap. 4.1 und
4.2). Untersuchungen von Coronel et al. (1990) am Hausmeerschweinchen (Cavia porcellus)
ergaben, dass ein basisches Seminalplasmaprotein (Caltrin) im akrosomalen Bereich und im
Schwanzbereich der Spermien bindet. Das Protein wird auch in der Samenblasendrise bei
Ebern und Bullen gebildet. Es reguliert den Kalziumeinstrom in die Zelle. Die Forschergruppe
stellte fest, dass eine Behandlung von Spermien mit Caltrin zu einer dhnlichen Motilitats- und
Linearitatssteigerung in der Spermienbewegung fihrte [65, 66].

Uber die Elektronenspinresonanzspektroskopie war es mdglich, die Peptid-Spermien-
Interaktion auf Membranebene zu charakterisieren (Kap. 4.5). Lipide grenzen, als
Grundbestandteil der Membranen, Zellen von ihrer Umgebung ab. Neben der lateralen
Verteilung der Lipide spielt auch die transversale Asymmetrie eine wichtige Rolle. Die
Aminophospholipide sind sehr heterogen angeordnet. Phosphatidylserin (PS) und
Phosphatidylethanolamin (PE) findet man zu 96% bzw. zu 80% in der zytoplasmatischen

59



Diskussion

Halfte der eukaryotischen Membran. Die Phospholipide Phosphatidylcholin (PC) und
Sphingomyelin (SM) sind zu 70% bzw. zu 90% in der dul3eren Lamelle angereichert [406].

In der Phospholipidzusammensetzung der Spermienzellmembran ist der Anteil von PC
verdoppelt, wahrend SM, PE und PS einen geringeren Anteil der Membranphospholipide
ausmachen. Unter Annahme einer ungerichteten transversalen Diffusion und einer
anndhernd gleichen Anzahl von Lipidplatzen in beiden Membranhalften wird die
Phospholipidasymmetrie durch eine Aminophospholipid-Translokase aufrecht-erhalten [242].

Um eine mogliche Wechselwirkung der Peptide mit der Spermienzellmembran zu
charakterisieren, wurden spinmarkierte Phospholipidanaloga (SL-PC, SL-PS, SL-SM) in die
Zellmembran von Eberspermien eingebaut [242]. Diese sind in ihren Eigenschaften den
natlrlichen Phospholipiden ahnlich. Der Einbau der Phospholipidanaloga in die
Spermienmembran erfolgte bei Raumtemperatur [182]. Die Korrelationszeiten (1;) wurden in
Annaherung an ein isotropes System als empirisches Mal} fir die Bewegungsfreiheit und
Rotationsgeschwindigkeit der Label aus den Membranspektren berechnet. Eine geringe
Korrelationszeit entspricht einer groReren Fluiditat in der unmittelbaren Nachbarschaft des
Markers (Mikrofluiditat).

Die Hexapeptidvarianten WFW und WWW bewirkten eine Verbreiterung der ESR Spektren
bzw. eine Erhéhung der Korrelationszeiten, die eine Immobilisierung des SL-PC in der
Spermienzellmembran kennzeichneten. Durch Zusatz von MK5E verringerte sich hingegen
die Korrelationszeit. Die Spermienzellmembran wurde fluider, was auch nach Zusatz von
IVWTI-M2a gefunden wurde. Um eventuelle synergistische, antibakterielle Wirkungen
aufzuzeigen, wurden die ESR-Spektren in Gegenwart von Gentamicin und WFW aufgezeichnet.
Fir alle verwendeten Label wurde eine deutlichere Immobilisierung gemessen als mit WFW
allein. Die Auswirkungen der Peptidzusatze auf die Rotationsbeweglichkeit der spin-
markierten Phospholipidanaloga waren bei SL-SM und SL-PC gegeniber SL-PS starker
ausgepragt. Der fluidisierende Effekt von MK5E blieb gegeniber SL-PS ganzlich aus.
Demnach sprechen die ESR-Untersuchungen flir eine Wechselwirkung der Peptide
vornehmlich mit Lipiden auf der exoplasmatischen Membranhalfte [118, 246, 257].

Eine Kopfgruppenspezifik der Peptid-Lipid-Interaktion konnte ausgeschlossen werden, da die
Peptide mit allen Labeln im BTS-Verdinner ohne Spermien in Wechselwirkung traten. Um
eine Aussage zur Bindungsaffinitat bzw. zur Reversibilitat der Wechselwirkung von Peptiden
und Spermienzellmembran treffen zu koénnen, wurden SL-PC- und SL-SM-markierte
Spermien nach der Messung mit den Peptiden mit BTS gewaschen, in BTS ohne Peptide
resuspendiert und erneut vermessen. Im Fall der zyklischen Hexapepeptide war der
immobilisierende Effekt fast vollstandig aufgehoben (Reversibilitat). Dementsprechend ist die
Rigidifizierung der Zellmembran an die Gegenwart dieser Peptide geknipft und deren
Bindungsaffinitat an die Membran gering. Der fluidisierende Effekt des MK5E blieb dagegen
weitgehend erhalten (Irreversibilitat). Die Reversibilitat bzw. Irreversibilitdt der Peptideffekte
kam sehr deutlich im Thermoresistenztest (TRT) der Motilitdtsanalyse zum Tragen.

Die ESR-Spektren und die Motilitdtsparameter kénnten in engerem Zusammenhang stehen.
Eine rigidere Spermienzellmembran nach Inkubation mit WFW kénnte der Grund dafiir sein,
dass sich die seitliche Kopfauslenkungsamplitude der Spermien (PROG ALH) verringerte und
gleichzeitig die Geradlinigkeit der Spermienbahn (PROG LIN) erhéhte. Dagegen wirkte eine
Inkubation mit MKSE membranfluidisierend, mit der Folge einer héheren Kopfauslenkungs-
amplitude (PROG ALH, Kap. 4.2). Parallel dazu stieg die durchschnittliche Gesamtge-
schwindigkeit (PROG VAP) an. Dies kann als Hinweis auf kapazitationsahnliche Verande-
rungen gewertet werden.

Studien belegen, dass synthetische Molekile in der Lage sind, detergenzahnlich einen
Cholesterol-Efflux Uber der Spermienplasmamembran zu erzeugen [60, 321]. Eberspermien
besitzen ein extrem niedriges Cholesterol/Phospholipidverhaltnis (C/P) in der Zellmembran.
Ein Entzug von Cholesterol aus der Zellmembran vermindert das C/P und stellt einen
wesentlichen Bestandteil der Kapazitation dar [205]. Veranderungen der Lipidzusammen-

60



Diskussion

setzung kdnnen u.a. eine Fluidisierung und/oder ggf. eine Destabilisierung der Zellmembran
verursachen. Aus diesem Zusammenhang heraus, konnte womdglich auch die erhdhte
akrosomale Reaktivitdt bzw. Destabilisierung der akrosomalen Membranen in der
vorliegenden Studie nach Magaininsupplementation erklart werden [67, 99].

Als Schlussfolgerung der spermatologischen Analyse ergibt sich, dass die getesteten
Peptide mit hoher Wahrscheinlichkeit auch mit der eukaryotischen Zellmembran der
Spermien wechselwirkten, da es zu einer Schadigung der Zellen kam, die sich jedoch bei
niedrigen Konzentrationen von WWW (2 uM) und WFW (4 uM) in vertretbaren Grenzen hielt.

Besonders hervorzuheben ist die Kombination aus dem Peptid WFW (4 uM) und Gentamicin
(34 uM), die einen positiven Einfluss auf den Anteil aktiv vorwarts beweglicher Spermien
(PROG P), linear beweglicher Spermien (LIN P) und unbeweglicher Spermien (IMMOT P) im
TRT nach 300-mindtiger Inkubation ausuibte.

5.2 Antimikrobielle Wirksamkeit verschiedener Peptide

Bereits nach den ersten Untersuchungen wurde deutlich, dass der Keimgehalt im Sperma
starken Schwankungen unterworfen ist, die vom Einzeltier, der Spermagewinnung und
Spermaverarbeitung mitbestimmt werden [6].

Die in den Untersuchungen im Nativsperma (Versuch A, Kap. 4.1) ermittelte aerobe Flora
setzte sich aus 11 Gattungen gramnegativer und 9 Gattungen grampositiver Keime
zusammen. Dabei dominierten Hautbesiedler und Fakalkontaminanten. Der Hauptteil der
gefundenen Bakterien gehoérte zur Familie Enterobacteriaceae mit Proteus als haufigstem
Vertreter. Zu den gleichen Ergebnissen kamen Althouse et al. (2005).

Das verdinnte Ebersperma (BTS + 544 yM Gentamicin) zeigte eine deutlich andere
Gewichtung der Gattungen bzw. Arten als das native. Auffallig waren die verringerte
Bandbreite des Keimspektrums und die Abnahme der Nachweishaufigkeit eines grofien
Teils davon. Die Keimreduktion erfasste vor allem den grampositiven Teil des Spektrums.
Proteus ssp. konnten nicht nachgewiesen werden. Die in den meisten nativen Proben
vorkommenden Corynebakterien wurden in ca. zwei Drittel der ausschliellich mit Gentamicin
verdinnten Proben eliminiert.

In den mit Peptidvarianten konservierten Spermaproben (Versuch A, Kap. 4.1) wurde eine
Zunahme des Keimspektrums im Vergleich zum Standardverfahren BTS + 544 yM Gentamicin
beobachtet. Als so genannte ,Problemkeime® wurden an erster Stelle Proteus-Spezies
angesehen. Die Anwesenheit resistenter Keime in den zugrunde liegenden Untersuchungen,
wie Ralstonia pickettii, Providencia rettgeri, Burkholderia cepacia und Stenotrophomonas
maltophilia, lasst auf ein Missverhaltnis zwischen eingesetzter AMP-Konzentration und
Ausgangskeimgehalt im nativen Ejakulat schlieRen. Die meisten dieser multiresistenten
Erreger wurden aber auch von anderen Autoren im verdinnten Ebersperma isoliert [6, 55,
74, 342, 384].

Die recht grole Gruppe der unspezifischen Mischflora zeigte sich unempfindlich. Einige
Wissenschaftler weisen auf das Problem der Unwirksamkeit polykationischer Peptide hin.
Sie flhren Veranderungen der duReren Membranbestandteile, die einer Initialbindung der
Peptide entgegenwirken, als Hauptgrund fir die Resistenz an. Haufig sind auch enzyma-
tische Inaktivierungen der AMP Gegenstand der Diskussion [31, 276].

Bei Anwendung des Standardverfahrens BTS + 544 yM Gentamicin waren 23% der Proben
nach 96 Stunden Lagerung ohne nachweisbaren Keimgehalt. Die maximale Menge an
KbE ml™ betrug weniger als 10*. Das entsprach einer guten mikrobiologischen Sperma-
qualitat. Bei Verwendung der antimikrobiellen Peptide war die nachgewiesene Lebend-
keimzahl nach 48 Stunden Lagerung vergleichbar mit der Standardverdiinnung BTS +
544 uM Gentamicin. Nach 96 Stunden stieg die Anzahl an KbE mI™" in den Verdiinnungen mit
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WWW und WFW um den Faktor 10, bei Anwendung von IVWTI-M2a um den Faktor 100 und
MKS5E erbrachte einen Anstieg der KbE ml™ um den Faktor 1000 verglichen mit dem Standard-
verfahren (Versuch A, Kap. 4.1).

Um die Wirksamkeit der Peptide gegenliber den ausgewahlten Bakterienstdmmen zu
Uberprifen, wurden zwei unterschiedliche Nahrmedien genutzt. Zur Anwendung kamen das
Luria-Bertani-Medium und das kationenausgeglichene Mueller-Hinton-1l-Bouillon-Wachstums-
medium. Die Ergebnisse der Versuche A und C (Kap. 4.1 und 4.3) zeigten, dass das
Wachstumsmedium entscheidend die Wirksamkeit der Testsubstanzen beeinflusste. Eine
hohe Wirksamkeit des Gentamicins konnte in den Untersuchungen bestéatigt werden. Alle
untersuchten Stdmme waren gegeniber Gentamicin empfindlich. So wurde in den Tests zur
minimalen Hemmestoffkonzentration (Versuch A, Kap. 4.1) in Abhangigkeit vom Medium MICs
ermittelt, die teilweise 100fach unter der routinemafig eingesetzten Dosis von 544 yM lagen.

Betrachtet man die Ergebnisse (Versuch A, Kap. 4.1) der verschiedenen Peptidvarianten an
den aus Ebersperma isolierten Bakterienarten (,Feldisolate” oder Wildtypstamme), so fallt
auf, dass die ermittelten MICs im Vergleich zu den Laborstammen E. coli DH-5a und
B. subtilis DSM 347 wesentlich héher lagen. Fir die beiden Proteus-Arten konnte bis zu
einer Konzentration von 100 uM und héher keine Wachstumshemmung festgestellt werden.
Eine hohe Resistenzrate von Proteus-Stammen gegenlber konventionellen Antibiotika
wurde schon in friiheren Arbeiten beschrieben [74, 336, 347, 377].

Da das verwendete Nahrmedium die Ergebnisse stark beeinflusste, stellt sich die Frage,
welches Testverfahren angewandt werden sollte. Nach CLSI-Standards muss MHIIB
verwendet werden, da bestimmte Antibiotika in ihrer Wirkung stark vom pH-Wert abhangig
sind [252, 266, 378]. Auch der Gehalt an Substanzen im Medium wie z.B. Thymidin oder
Thymin kann zu einer Aufhebung der hemmenden Wirkung bestimmter Antibiotika flhren,
was zu einer Einstufung von Keimen als resistent fihren kénnte [42].

Welches Testverfahren in vitro verwendet werden sollte, muss mit entsprechenden
Fachkollegen diskutiert werden. Es erscheint wichtig, fir solche Versuche ein Kontrollsystem
zu etablieren, das regelmaRig validiert und evaluiert wird, da das verwendete Medium die
Ergebnisse stark beeintrachtigte. Mit dem Verfahren nach CLSI und den dort vorgegebenen
Referenzstdmmen steht ein solches System zur Verfigung [378]. Besagte Referenzstamme
sind eingehend untersucht, ihre Eigenschaften bekannt. Trotzdem wurden zusatzlich aus
Ebersperma isolierte Wildtypstdmme verwendet, deren Eigenschaften in Bezug auf
moglicherweise vorhandene Resistenzmechanismen nicht bekannt sind. Im Vergleich zum
E. coli-Referenzstamm reagierten diese Wildtyp-E. coli-Stdmme unterschiedlich. Daraus
ergaben sich zwangslaufig Schwierigkeiten in der Interpretation der Reaktionen innerhalb
einer Bakterienart gegeniber antimikrobiellen Wirkstoffen.

In der Literatur wird darauf verwiesen, dass AMP an Bakterien in einem System ,vergleich-
bar mit dem Wirtssystem® und nicht an Bakterien in Kulturmedien getestet werden sollten.
Dorschner et al. (2006) konnten zeigen, dass das Mikromilieu, insbesondere Natriumbikar-
bonat, eine natlrlich in der Sdugetierzelle vorkommende Puffersubstanz, die Wirkung von
AMP beeinflusste [96]. Natriumbikarbonat ist ein wesentlicher Bestandteil des BTS-
Verdinners [179]. Ein weiterer wichtiger Zusatz des Standardverdiinners ist
Ethylendiamintetraacetat (EDTA). EDTA potenziert als Verdinnerbestandteil die Wirkung der
poly-kationischen Aminoglycosidantibiotika. Es wirkt indirekt antimikrobiell [44]. Divalente
Kationen stabilisieren das LPS der bakteriellen Membranen. Werden sie Uber Chelat-
komplexe gebunden, so kann die naturliche Barrierefunktion der duReren Bakterienmembran
nicht mehr aufrechterhalten werden [89, 218, 255, 256]. Dagegen verursacht ein hoher Anteil
divalenter Kationen eine drastische Erhéhung der MIC des eingesetzten Antibiotikums. Im
Seminalplasma des Ebers sind grof3e Mengen solcher Kationen enthalten [228, 252].

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Tatsache, dass im CLSI-Standardverfahren die
elektrostatischen Wechselwirkungen der Peptide mit ihren Zielmembranen in einem
kationengesattigten Umfeld deutlich an Kraft verlieren, da gerade die kationische Komponen-
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te der Peptide Grundlage der Coulombschen Wechselwirkung mit der bakteriellen Membran
ist [101]. Anders verhalt es sich im BTS-Verdinner, der eine niedrige lonenstarke aufweist
[179].

Ziel des Versuchs C (Kap. 4.3) war es, zu untersuchen, ob bei gleichzeitiger Anwendung von
Gentamicin und den synthetisch hergestellten antimikrobiellen Peptiden mdglicherweise
synergistische Effekte zu beobachten sind [75, 152, 361, 363, 396, 416]. Im Vergleich zur
Anwendung von Gentamicin oder dem antimikrobiellen Peptid ,alleine“ wiirde man in diesem
Fall gleiche mikrobiologische Ergebnisse bei einer reduzierten Konzentration der einzelnen
Komponenten erwarten. Bei Anwendung von Gentamicin und WWW sowie MKS5E in MHIIB
reduzierte sich die MIC fir Gentamicin gegentber K. pneumoniae, Enterobacter cloacae und
Proteus myxofaciens. Bezogen auf die anderen Bakterien verschob sich die MIC nur gering-
fugig. Insgesamt gesehen, lagen die MIC-Werte fur Gentamicin und die Kombination aus
Gentamicin und Peptid im gleichen Bereich, so dass sich die Frage ergibt, ob der bakterizide
Effekt auf die alleinige Wirkung von Gentamicin zurtickgeflihrt werden kann.

Unabhangig von der Methode (LB-Medium vs. MHIIB) ist die fir alle vier Peptide ermittelte
MIC fir die Anwendung im Sperma nicht geeignet, da die spermatologisch akzeptable
Konzentration wesentlich niedriger lag. Trotz alledem scheint eine Wirkung der AMP in der
angewandten niedrigen Konzentration im Sperma zu bestehen. Das zeigt sich in den Werten
im Versuch C fir die Keimbelastung nach 48 und 96 Stunden Lagerung (Kap. 4.3).
Verglichen mit dem Standardverfahren BTS + 544 yM Gentamicin fuhrte die alleinige
Reduktion der Gentamicinkonzentration von 544 yM auf 34 uM bereits nach 48 Stunden
Lagerung zu einem deutlichen Anstieg der Keimzahl von 10° auf 10® KbE ml’. Bei
Anwendung der Kombination von Gentamicin in niedriger Konzentration (34 uM) und den
Peptiden WFW oder WWW zeigten sich im Vergleich zum Standardverfahren gute Ergebnisse,
die aber in den Versuchen zur MIC-Bestimmung, wie oben diskutiert, nicht bestatigt werden
konnten.

Erstaunlicherweise reduzierte sich die Keimzahl bei Verwendung von Gentamicin (34 uM)
und WFW (4 uM) in der Konservierung im Vergleich zum Gentamicin (34 uM) ohne Peptid
nach 48 Stunden Lagerung um den Faktor 10° bzw. nach 96 Stunden Lagerung um den
Faktor 10* (Kap. 4.3). Eine mégliche Erklarung fiir die Diskrepanz der Laborergebnisse
konnte sein, dass die im Sperma vorkommende unspezifische Begleit- oder Mischflora, die
Uberwiegend aus grampositiven Bakterien der Haut- und Urogenitalflora besteht, kompetitiv
verdrangt wurde und sich nur ,Problemkeime” im Wachstum durchsetzten. Weiterhin gibt es
in der Literatur Hinweise auf synergistische und antagonistische Wirkungen von Bakterien
untereinander [15, 52, 116, 133, 364].

Genauso denkbar ware es, dass die Peptide in geringen Konzentrationen eine bakterio-
statische Wirkung besitzen und eine bakterielle Vermehrung durch eine einfache mecha-
nische Hinderung der Zellteilung in den Spermaportionen unterbunden wurde. Der Aspekt,
dass die Peptide in der mikrobiologischen Untersuchung im Plattenverfahren ausverdinnt
wurden und so eine Revitalisierung der Bakterien folgte, darf ebenso nicht auller Acht
gelassen werden.

5.3 AbschlieBende Bewertung und Ausblick

Die vorliegenden Untersuchungen bestéatigen die Ansicht, dass die getesteten antimikro-
biellen Wirkstoffe allein nicht in der Lage sind, die Keimvermehrung im Sperma voéllig zu
unterbinden. Einen wesentlichen Beitrag zur Verringerung des Keimeintrags und zur
Absicherung der Spermaproduktion liefern Hygienemallnahmen im Rahmen des
Qualitdtsmanagements in den einzelnen Besamungseberstationen.

Erfolg versprechend erscheint nach den Ergebnissen dieser Arbeit die weiterfihrende
Untersuchung des kombinierten Einsatzes von WFW bzw. WWW und Gentamicin, zwei
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keimhemmende Stoffe, die sich im BTS-Verdinner in ihrer Wirkung ergénzten. Eine
Dosisreduktion von Gentamicin als Folge eines kombinierten Einsatzes mit anderen
Wirkstoffen im Verdinner ware ein erster Schritt zur Entwicklung von sinnvollen Alternativen
fur die Flissigkonservierung von Ebersperma. Durch eine Dosisreduktion steigt die Gefahr
der Resistenzbildung. Daher sind zur Klarung der Wirkungsweise und Synergiemechanis-
men und damit auch der Anwendungsmdglichkeiten weiterflihrende Untersuchungen
notwendig. Moglicherweise waren Strukturmodifikationen der Peptide sinnvoll. Ein Vorbild ist
das im mannlichen Genitaltrakt nattrlich vorkommende (3-Defensin [120, 173, 215, 397, 404,
409, 418].

Hilfreich ware, die Synthese der Hexapeptide voranzutreiben und in einem gréReren
industriellen MaRstab zu realisieren. Darlber hinaus ist eine Optimierung des Verdlinners
hinsichtlich Elektrolyt-, EDTA- und Natriumbikarbonatkonzentration vorstellbar. Ziel ist es, ein
Milieu zu schaffen, in dem die einzelnen Komponenten so aufeinander abgestimmt sind, dass
die antimikrobielle Wirksamkeit, die auf den amphipathischen Eigenschaften der Peptide
aufbaut, maximiert und die potenziellen Synergien voll ausgeschopft werden.

In einem weiterfUhrenden Projekt wird der Einfluss bakterieller Spaltprodukte auf die
Spermaqualitat des Ebers unter verschiedenen Konservierungsbedingungen beleuchtet
werden. Im Blickpunkt steht die Neutralisierung von LPS durch antimikrobielle Peptide.

Es ist denkbar, dass die Entwicklung von Kalteschutzmitteln so weit voranschreitet, dass die
Lagerung des Eberspermas in einem Temperaturbereich von unter 10 °C zur Praxisreife
gelangt [8]. Eine Temperaturabsenkung wirde eine Verschiebung des Keimspektrums zu
Gunsten psychrophiler Keime bewirken [9]. Dann kénnte die Wirksamkeit der AMP erneut
Uberpruft werden. Vergleichbare Studien zu einer temperaturabhangigen Wirkung
konventioneller Antibiotika wurden bereits durchgefiihrt [160, 270, 385].
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6 Zusammenfassung

Die Wirkung antimikrobieller Peptide (AMP) bei der Konservierung von Ebersperma

Antibiotika sind fir die Flissigkonservierung von Sperma von herausragender Bedeutung.
Aufgrund der rasanten und weltweiten Entwicklung von Antibiotikaresistenzen im ver-
dinnten Sperma besteht die Notwendigkeit, Alternativen zu konventionellen Wirkstoffen zu
entwickeln. Die Anwendung antimikrobieller, synthetischer Peptide als Verdlnnerzusatz stellt
ein Novum fir die Reproduktionsbiologie dar. Die Arbeit dokumentiert Versuche, in denen
zyklische Hexapeptide, helikale Magainin-Derivate und Kombinationen aus Gentamicin und
Peptiden in einem ,split-sample“-Verfahren zur Flissigkonservierung von Eberspermien bei
16 °C aufbereitet und mit dem Kontrollverdinner Beltswille Thawing Solution + 544 yM
Gentamicin verglichen wurden.

Die spermatologische Untersuchung ergab, dass die getesteten Peptide mit der eukaryotischen
Spermienmembran interagierten. Es kam peptid- und konzentrationsabhangig zu einer
Schadigung der Zellen. Der Vitalitatsverlust gegeniiber dem Standardverfahren hielt sich bei
niedrigen Konzentrationen der Hexapeptide WFW (4 yM) und WWW (2 uM) und im
kombinierten Einsatz mit Gentamicin (34 yM) in fir die Praxis vertretbaren Grenzen. Durch
Verwendung der Elektronenspinresonanzspektroskopie konnte gezeigt werden, dass die
Peptide vornehmlich mit Lipiden auf der exoplasmatischen Membranhalfte in Wechsel-
wirkung treten. Die Hexapeptidzusatze bewirkten eine reversible Immobilisierung des
spinmarkierten Fettsaurelipids Phoshatidylcholin in der Spermienzellmembran. Der Zusatz
des Magainins MK5E fuhrte zu einer irreversiblen Membranfluidisierung. Bindungsstudien
fluoreszenzmarkierter Peptide an Eberspermien mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie zeigten, dass beide Peptidgruppen unterschiedliche, aber typische Lokali-
sationsmuster aufwiesen.

Unabhangig vom mikrobiologischen Untersuchungsmedium war die fur alle vier Peptide an
den bakteriellen Referenz- (nach CLSI M31-A2), Labor- und Wildtypstdmmen ermittelte
minimale inhibitorische Konzentration fiir die Anwendung im Sperma nicht geeignet, da die
spermatologisch akzeptable Konzentration wesentlich niedriger lag. Die kombinierte
Anwendung einer reduzierten Gentamicinkonzentration in Verbindung mit den Peptiden
WFW oder WWW in der Spermakonservierung reduzierte die mikrobiologische Belastung der
Proben auf ein mit dem Kontrollverdiinner vergleichbares Niveau. Dagegen flhrte
Gentamicin in geringer Konzentration (34 uM) ohne Peptidzusatz zu einem deutlichen
Anstieg der Keimzahl.

Erfolg versprechend erscheint nach den Ergebnissen dieser Arbeit die weiterfihrende
Untersuchung des kombinierten Einsatzes von 4 yM WFW bzw. 2 yM WWW und Gentamicin.
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7 Summary

Effect of antimicrobial peptides (AMP) in boar sperm preservation

Antibiotics are essential components of semen extenders to control bacterial contamination
and growth. Galloping worldwide resistance to conventional antibiotics in semen extenders
requires the development of alternative solutions to common antibiotics. Therefore, cationic
antimicrobial peptides attract central interest as a novel class of antimicrobial additives in
boar sperm preservation. The present study investigates the spermatological and
microbiological effects of cyclic hexapeptides and helical magainin derivatives on boar sperm
conservation during semen storage at 16 °C. Combinations of the standard antibiotic
gentamicin with single peptides were also tested and compared to the control extender
beltswille thawing solution + 544 yM gentamicin. The ejaculates were prepared in a split-
sample process.

Spermatological examination revealed interaction of the tested peptides with eukaryotic
membranes of sperm cells as well as peptide and concentration-dependent negative effects
on spermatozoa. However, in low peptide concentrations of the cyclic hexapeptides WFW
(4 yM) or WWW (2 pM), alone or in combination with a reduced gentamicin (34 uM)
concentration, the total amount of damaged cells remained in a range comparable to the
control extender. Electron spin resonance spectroscopy detected differential interactions of
the peptides with different lipids, in particular in the outer leaflet of the sperm membrane.
Cyclic hexapeptides reversibly immobilized the spin-labelled phoshatidylcholin. By contrast,
magainin MK5E caused irreversible membrane fluidization. Confocal Laser-Scanning-
Microscopy with fluorescein-labelled peptides showed staining patterns typical for each
group of peptides.

Independent of the microbiological culture medium, minimal inhibitory peptide concentrations
specified for reference strains (according to CLSI M31-A2), laboratory strains, and wild-type
strains of bacteria were not suitable for use in sperm preservation due to lower than
acceptable concentration values for spermatology. Combined application of peptides WFW
or WWW and reduced gentamicin concentration (34 uM) in BTS produced microbiological
results comparable to the control extender. Furthermore, bacterial contamination in low
gentamicin-concentrated semen (34 uM), without peptides, were found to be high compared
to the control extender.

In summary, synergism of 4 yM WFW or 2 yM WWW and gentamicin provide a promising
basis for further investigation of peptide antibiotic-based media for boar sperm preservation.
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