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Summary

Human B-defensin-1 (hBD-1), belonging to the antibiotic peptide family of the
defensins, was first isolated from human blood filtrate by our group. Further studies elucidate
the significance of this peptide in the human urogenital and gastrointestinal tract. Functional
characterization of hBD-1 was carried out with native material purified from human body
fluids, namely blood filtrate and urine. Several different N-terminally truncated variants
derived from the 68-amino acid-containing precursor of hBD-1 occur in blood filtrate and in
urine. Generation of these variants can be explained by digestion through a chymotrypsin-like
protease.

Only few microorganisms, for example bacilli, are significantly inhibited by hBD-1.
Moreover, antibiotic activity is suppressed in solutions containing physiological sodium
chloride concentrations. Unlike the o-defensins which are structurally related peptide
antibiotics, the activity profiles of the molecular hBD-1 variants show no direct correlation
with the length of the N-terminus but the extent of the N-terminus modulates the bioactivity
of hBD-1 in dependence on the environment, e.g. the pH. Thus the release of molecular
variants from a single precursor may liberate a large number of functional defensins with
individual capacities increasing the effectivity of this antimicrobial defence arsenal.

In order to identify the putative origin of hBD-1, we analyzed the occurence of hBD-1
and the distribution of its mRNA in human secretory and epithelial tissues. We detected
hBD-1 transcripts but no hBD-1 peptide in kidney tubules. In the gastrointestinal tract both
the hBD-1 peptide and mRNA were found. Immunohistochemical studies located hBD-1 in
the bowel and the pancreas of patients with chronic inflammatory diseases, cancer, and
healthy controls. In the pancreas hBD-1 was found in acinar cells and duct epithelium,
whereas in the bowel the peptide was localized in goblet cells of Lieberkiihn crypts.

We assume that hBD-1 and other defensins play a pivotal role, not only in
antimicrobial host defense, but also in physiological and pathological conditions of infection

and inflammation. Both human defensin families, o and [3, participate in the host defense at

epithelial barriers in a complementary manner.

Keywords: antimicrobial peptide, peptide antibiotics, defensin

Stichworter: Antimikrobielle Peptide, Peptidantibiotika, Defensin
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1 Einleitung

1.0 Einleitung

Gegenstand dieser Dissertation ist die Lokalisierung und Charakterisierung von
humanem [-Defensin-1 (hBD-1). hBD-1, ein aus humanem Blutfiltrat isoliertes
antimikrobielles Peptid mit Homologie zu bovinen B-Defensinen [Bensch ef al., 1995], ist ein

endogenes Peptidantibiotikum aus der Defensin-Familie, das dem urspriinglichen,

unspezifischen Immunsystem zugerechnet wird.

1.1 Einfithrung und historischer Kontext

1.1.1 Antibiotika

Krankheitserregende Mikroorganismen sind eine ernsthafte Bedrohung fiir die
Gesundheit aller hoheren Organismen. Die initiale Interaktion zwischen pathogenen
Mikroben und hoheren Eukaryoten erfolgt gewohnlich an epithelialen Oberfldachen. Hier
adherieren die Mikroben und, wenn sie iiberleben, vermehren sie sich am Invasionsort oder
dringen in tiefere Gewebeschichten und die Blutzirkulation ein. Die Mobilisierung einer
pathogenspezifischen Immunabwehr mit der Bildung von komplexen Proteinen wie den
Immunglobulinen ist im Verhéltnis zur Kinetik der mikrobiellen Proliferation ein langsamer
Vorgang. So war es unumginglich, dass Eukaryoten weitere Verteidigunsstrategien
entwickelt haben, die speziell in der friihen Phase einer Invasion von potentiell pathogenen
Mikroorganismen wirksam sind. Hierzu gehort einerseits die Bereitstellung von relativ
einfachen anorganischen Molekiilen wie Stickoxiden (NOy) und Wasserstoffperoxid (H,O,)

sowie andererseits die Synthese von kleinen organischen Molekiilen, den Antibiotika.

Antibiotika gehoren mit den Desinfizientia, Antiseptica und Sterilisantia zu den
aetiotropen Mitteln, die sich gegen ,lebendige" Ursachen (Bakterien, Pilze, Protozoen und
Metazoen) von Krankheiten richten. Diese Definition der Krankheitsursachen geht auf
historische Vorstellungen zuriick, nach denen die Erreger immer von auflen kamen und
lebendig waren. Bei den Babyloniern war dies ein Wurm, im Mittelalter ein boser Geist.

Urspriinglich verstand man unter Antibiotika (Hemmstoffe) nur von Mikroorganismen
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produzierte Substanzen, die bestimmte andere Mikroorganismenarten in ihrer Entwicklung
hemmen, sie schiadigen oder toten. Von anderen Stoffwechselprodukten der Mikroorganismen
mit Hemmwirkung (Ethylalkohol, Milchsédure) unterscheiden sich die Antibiotika, indem sie
bereits in viel geringeren Konzentrationen wirksam sind und durch ihre spezifische Wirkung.
Charakteristische Merkmale von Antibiotika sind ihr Wirkungsspektrum, d.h. bestimmte
Antibiotika hemmen das Wachstum  verschiedener = Mikroorganismenarten in
unterschiedlichem Malle, und dass sie auf die erzeugende Mikroorganismenart selbst nicht

einwirken. Diese Definitionen wurden in heutiger Zeit prézisiert.

Im weiteren Sinne werden zu den Antibiotika auch Stoffwechselprodukte von Pilzen,
Pflanzen und Tieren gerechnet. Mykotoxine, z.B. Nivalenol und Penicillinsdure, sind
gewoOhnlich niedermolekulare Substanzen, die vorwiegend von niederen Pilzen gebildet
werden. Sie kommen gemeinhin in verschimmelten pflanzlichen Lebensmitteln vor und
konnen bei Menschen und Tieren zu schweren Lebensmittelvergiftungen fiihren. Aflatoxine,
von bestimmten Aspergillus-Stimmen gebildete Difuran-Cumarin-Derivate, gehdren zu den
starksten natiirlichen Zellgiften. Teilweise wirken diese Pilzgifte auch auf andere
Mikroorganismenarten, so dass eine Abgrenzung zu den Antibiotika nicht immer eindeutig
ist. Viele Pflanzen enthalten antibiotisch wirksame Stoffwechselprodukte, sogenannte
Phytonzide. Hierzu zidhlen z.B. in Zwiebelgewédchsen und Senfkdrnern enthaltene Senféle,
dtherische Ole vieler Gewiirzarten wie Nelkendl aus Gewiirznelken oder Fencheldl, das in
Pfefferkornern enthaltene Alkaloid Piperidin und Eugenol, ein Terpen-Alkohol aus
Muskatnuss, Zimt und Piment. Hohere Organismen, sowohl Tiere als auch Pflanzen,
produzieren zudem eine Reihe von Proteinen und Peptiden mit antimikrobiellem Potential
und erweitern so die Palette der Antibiotika.

Die tierischen Peptidantibiotika unterscheiden sich von den ,klassischen”
Antibiotika der Mikroorganismen in mehrerer Hinsicht [Boman, 1995]. Alle tierischen
Peptidantibiotika sind Produkte einzelner Gene und werden von speziellen Zellen als
Preproproteine hergestellt. Auch wenn die tatsdchlichen Prozessierungsschritte bislang
weitgehend unbekannt sind, wird vermutet, dass sie, wie beim Prozessing anderer
regulatorischer Peptide, iiber definierte Stoffwechselwege eine Umwandlung zum reifen
Peptid erfahren. Diese Art der Biosynthese unterscheidet sich konzeptionell von der
konventioneller Antibiotika. Als Beispiel sei hier Gramicidin oder Penicillin (Bakterien und

Pilze) genannt, welche durch unterschiedliche Enzyme aus einzelnen Aminosduren
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sequenziell zusammengesetzt werden. Auch funktionell unterscheiden sich Antibiotika von
Mikroben und hoheren Organismen. Wiéhrend die Ersteren hdufig als sekundire
Stoffwechselprodukte bezeichnet werden, weil deren Nutzen fiir den Produzenten primér
nicht ersichtlich ist [Sahl & Pulverer, 1988], werden die tierischen Peptidantibiotika dem

angeborenen Immunsystem zugeordnet.

1.1.2 Geschichtlicher Hintergrund

Die Erforschung von Protein- und Peptidantibiotika begann im spédten neunzehnten
Jahrhundert. 1879 folgerte Paul Ehrlich aus seinen Untersuchungen iiber die Eigenschaften
von Blutzellen, dass eosinophile Granulozyten basische Proteine beinhalten und die Granula
der Neutrophilen aus einer Mixtur von basischen und sauren Proteinen bestehen. Metchnikov
beschrieb 1883 die Uberlegenheit von Phagozyten einschlieBlich der Neutrophilen
(Mikrophagen) in der Verteidigung des Wirtes gegen Mikroben. Kanthack & Hardy
entdeckten 1895, dass die Phagozytose von Bakterien zu einer Degranulation von
Granulozyten fiihrt. Schon 1905 schrieb Petterson die antimikrobielle Aktivitdt von wissrigen

Extrakten aus Eiter basischen Proteinen zu, die er im Eiter fand.

1.1.3 Entdeckung von antimikrobiellen Proteinen und Peptiden

Erst in den 60iger Jahren unseres Jahrhunderts wurden die Erkenntnisse iiber
Protein-/Peptidantibiotika durch neue Methoden in der Zellbiologie und der Proteinchemie
erweitert. Spitznagel & Chi zeigten 1963 mit histochemischen Methoden, dass die
zytoplasmatischen Granula von Meerschweinchenneutrophilen kationische, argininreiche
Proteine enthalten. In den Folgejahren konnten Zeya & Spitznagel (1963-69) die Existenz von
kationischen, antimikrobiellen und proteinreichen Granula in Neutrophilen von
Meerschweinchen, Kaninchen, Menschen und anderen Spezies nachweisen. Zudem zeigten
sie, dass Meerschweinchenneutrophile mehrere verschiedene kationische antimikrobielle
Proteine enthielten. Die Aminosdureanalyse dieser Proteine ergab einen Cystein- und
Arginingehalt von 3,5 % bzw. 25 %, Eigenschaften, die sie klar von Histonen, kationische
Proteine des eukaryotischen Zellkerns, die unter physiologischen Bedingungen elektrostatisch

an DNA binden und ebenfalls antimikrobielle Wirkungen entfalten, unterscheiden. So war es
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in den frithen 70er Jahren klar, dass Neutrophilengranula bis dahin unbekannte kationische
Peptide bzw. Proteine mit antimikrobiellem Potential enthielten.

In den folgenden 20 Jahren wurden mehr und mehr dieser Substanzen isoliert und
charakterisiert. Unabhingig voneinander entdeckten zwei Arbeitsgruppen in humanen
Neutrophilen ein Protein, dass sie ,,Bakterien Permeabilisierung Induzierenden Faktor* (BPI)
bzw. ,,kationisches antimikrobielles Protein“ (CAP57) nannten [Weiss et al., 1978, Pereira et
al., 1990]. Die Arbeitsgruppe um Shafer (1984) beschrieb ein weiteres antimikrobielles
Protein, CAP37 oder auch Azurocidin. BPI/CAP57 und CAP37/Azurocidin sind kationisch
und hydrophob und haben Molekulargewichte von 57 bzw. 37 kDa. Scocchi und Mitarbeiter
(1993/94) entdeckten zwei antimikrobielle, prolin- und argininreiche Proteine, Bac7 und
Bac5 (Bactenicine) sowie ein weiteres Protein mit 87 % Homologie zu CAP37 in Extrakten
aus den Granula von bovinen polymorphkernigen Zellen. Phagozyten produzieren aber nicht
nur antibakterielle Proteine wie BPI, CAP oder auch Lysozym und Cathepsin G [Spitznagel,
1990]. Im Gegenteil, Ganz und Mitarbeiter (1985) zeigten, dass Molekiile mit niedrigem
Molekulargewicht (<10 kDa) ca. 30-50 % der kationischen antimikrobiellen Wirkstoffe in
azurophilen Granula ausmachen. Sie gaben diesen Molekiilen die Bezeichnung
DEFENSINE. Defensine sind kationische, relativ argininreiche, nichtglykolisierte Peptide
mit einem charakteristischen Cysteinmotiv und drei intramolekularen Schwefelbriicken
[Selsted & Harwig, 1989]. Auf diese bei den Mammaliern dominierende Familie von

Peptidantibiotika wird weiter unten noch ausfiihrlich eingegangen.

1.1.4 Antimikrobielle Peptide der Siaugetiere

Bei Tieren sind antimikrobielle Peptide wichtige Effektoren des angeborenen
Immunsystems. Diese Peptide toten mikrobielle FEindringlinge in der vordersten
Verteidigungslinie. Das erworbene und spezifische Abwehrsystem mit der Produktion von
Antikorpern entfaltet seine Wirkung erst spiter. Dieses Konzept wird unterstiitzt durch die
Tatsache, dass Peptidantibiotika nicht nur in den Granula von Phagozyten akkumuliert sind,
sondern auch in Korperfliissigkeiten freigesetzt sowie in epithelialen Geweben produziert
werden. So konnte u.a. nachgewiesen werden, dass spontane Zungenverletzungen bei
weidenden Rindern die Bildung eines spezifischen Peptidantibiotikums rund um die
Verletzungszone stimulieren, das Peptid triagt deshalb auch die Bezeichnung LAP ,,Lingual

Antimicrobial Peptide" [Schonwetter et al., 1995]. Alle Korperbarrieren von Sdugetieren sind
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mit verschiedenen antibiotischen Peptiden ausgeriistet. Beim Menschen wurden die Peptide
oder ihre Transkripte in Sekreten und/oder Geweben des Urogenitaltraktes [Bensch et al,
1995], des Gastrointestinaltraktes [Zhao et al., 1996], der Lunge [McCray et al., 1997] und
der Haut [Harder et al., 1997] detektiert. Murine Paneth Zellen, epitheliale Zellen der
Diinndarmkrypten, sind als Syntheseorte diverser Cryptdine, den murinen Homologen der
Defensine, bekannt [Eisenhauer ef al., 1992; Ouelette et al., 1992]. Interessanterweise wurden
in Neutrophilen diverser Miusestimme keine Defensine entdeckt [Eisenhauer & Lehrer,
1992]. Auch humane Paneth Zellen bilden zwei Peptide aus der Familie der Defensine [Jones
& Bevins, 1992 und 1993]. Aus Schweinedarm wurde ein prolin/argininreiches 39 AS langes
Peptid, PR-39, mit antimikrobiellem Potential isoliert [Storici & Zanetti, 1993]. Es
unterscheidet sich strukturell von den Defensinen, ndmlich es enthilt z.B. keine Cysteine und
hat eine Sequenzhomologie zu Cathelin, einem vermeintlichen Cystein-Proteaseinhibitor aus
Schweineleukozyten [Ritonja et al., 1989]. Ein entsprechendes humanes Peptid, FALL-39,

wurde 1995 von Agerberth et al. beschrieben.

1.1.5 Antimikrobielle Peptide bei nichtsiugenden Wirbeltieren

Das Gebiet der endogenen Antibiotika wurde noch ausgeweitet durch die
Einbeziehung von antibiotischen Peptiden aus nichtsdugenden Wirbeltieren. So enthalten bei
den Vogeln die den Neutrophilen dquivalenten heterophilen Zellen ebenfalls antimikrobiell
wirksame Substanzen. Aus Hiihnerleukozyten wurden cysteinreiche Peptide, die Gallinacine
(Gal 1, 1o, 2 oder CHP 1-3), und aus der Heterophilengranula von Truthéhnen die ,,Turkey
Heterophil Peptides THP 1-3 isoliert [Harwik et al., 1994; Evans et al., 1994]. Auch bei
kaltbliitigen Wirbeltieren spielen kationische Peptide eine wichtige Rolle in der Verteidigung
gegen Mikroben. Die Beobachtung, dass Frosche bei Hautverletzungen natiirlicher oder
chirurgischer Art praktisch nie eine bakterielle Infektion erleiden, fiihrte zur Entdeckung

linearer a-helikaler Peptidantibiotika, der Magainine, in der Froschhaut [Zasloff, 1987].

1.1.6 Antimikrobielle Peptide von wirbellosen Tieren und Pflanzen

Invertebraten bilden eine reichhaltige Quelle fiir unzédhlige antimikrobielle

Substanzen. Das Immunsystem von z.B. Insekten beschrinkt sich auf eine angeborene
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Immunantwort mit zelluliren und humoralen Faktoren. Die zelluldre Antwort umfasst die
Phagozytose und Einkapselung von Eindringlingen. Die humorale Antwort beinhaltet die
schnelle Synthese einer Palette von antimikrobiellen Peptiden. Seit der Entdeckung des ersten
antimikrobiellen Peptides aus Insekten [Steiner et al., 1981] wurden in 22 Spezies iiber 100
verschiedene antimikrobielle Peptide bzw. Polypeptide entdeckt und nédher beschrieben
[Hetru et al., 1997]. Bei Invertebraten ist die Hauptquelle von Peptidantibiotika der Hemozyt.
Interessanterweise sind die meisten Peptidantibiotika nicht in der Hemolymphe von gesunden
Tieren enthalten, sondern werden erst durch eine Verletzung oder den Kontakt mit Mikroben
induziert [Cociancich et al., 1994].

Wie weit das Prinzip der Immunabwehr durch antibiotische Peptide zuriickreicht,
dokumentiert die Entdeckung derartiger Substanzen in Skorpionen, die zu den wahrscheinlich
dltesten Landlebewesen (Arachnidae) gezidhlt werden [Cociancich et al., 1993]. Dariiber
hinaus wurde die Freisetzung von antimikrobiellen Substanzen schon beim wasserlebenden,
fossilen Schwertschwanz (Limulus polyphemus) beobachtet. Durch infektiose Agenzien wird
hier die Freisetzung von z.B. ,,Big Defensin” und ,,Tachyplesinen” induziert [Iwanaga et al.,
1994 und 1998].

Auch Pflanzen nutzen das Potential kleiner antibiotischer Peptide zur Abwehr von
Bakterien und Pilzen [Garcia-Olmedo et al., 1998]. So wurden z.B. in Rettich [Fant et al.,
1998], Spinat [Segura et al., 1998], Tomatenpflanzen [Brandstadter et al., 1996] und
Kartoffeln [Segura et al., 1999] Peptide mit fungizider und auch antibakterieller Wirkung

gefunden.

1.1.7 Gruppen antimikrobieller Peptide in Flora und Fauna

Aus Flora und Fauna sind heute einige hundert antimikrobielle Peptide bekannt, und
obwohl sie groBe strukturelle Unterschiede aufweisen, sind die meisten kationisch und
amphiphil. Aufgrund ihrer GroBe, der Struktur und der Aminosdurekomposition kdnnen sie in
fiinf Gruppen aufgeteilt werden:

1. cysteinreiche amphiphile -Faltblatt Peptide

2. lineare amphiphile o-helikale Peptide ohne Cysteine

3. ringbildene Peptide mit einer Disulfidbriicke

4. lineare Peptide mit ein oder zwei vorherrschenden Aminosiuren

5. Peptidfragmente aus groBeren Molekiilen mit anderen bekannten Funktionen

10
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Um einen Eindruck von der Vielfiltigkeit endogener Peptidantibiotika zu vermitteln, listet
Tabelle 1 einige ausgewihlte Vertreter aus den genannten Peptidgruppen auf. Fiir einen

umfassenden und detaillierten Uberblick wird auf die Monographien von Bomann HG (1995)

sowie Shafer WG, Ed. (1997) verwiesen.

Tabelle I: Antimikrobielle Peptide in Flora und Fauna.

»Sub”- o Spezies/ N Antimikrobielles
Gruppe Familie Beispiele Quelle Lokalisation Spektrum
o-Defensine | HNP 1-4 Sduger Leukozyten Bakterien (G+; G-)
HDS5,6 Paneth Zellen Pilze, Viren
1 MCP-1, 2 Makrophagen
CRYPT 1-20
NP-3A
GNCP-2
B-Defensine | HBD-1, 2 Sauger, Epithelien Bakterien (G+; G-)
TAP Vogel, Leukozyten Pilze
1 EBD Gliederfiifiler | Hamozyten
BNBD 1-13
GAL 1-3
Big Defensin
1 Insekten- Defensin A Insekten Himozyten Bakterien (G+)
defensine Tenecin 1 Fettkorper
1 Pflanzen- rs-AFP1 Radieschen Samen Bakterien (G+; G-)
defensine So-D1-7 Spinat Blitter Pilze
1 Protegrine PG 1-4 Sauger Leukozyten Bakterien (G+; G-)
Pilze, Viren
Magainine Magainin Amphibien Epithelien Bakterien (G+; G-)
) Cecropine Cecropin A-D Insekten Fettkorper Pilze, Parasiten
Cecropin P1 Séduger Hémozyten
Héamolymphe
3 Brevinine Cyclic dodeca Amphibien Epithelien Bakterien (G+; G-)
Bactenicine | peptide Sduger Granulozyten
Catheline CAP18 Sauger Granulozyten, Bakterien (G+; G-)
Indolicidine | PR-39 Insekten Himozyten
4 Bactenicine | Fall-39 Epithelien
Bac 5,7
Apidaecin
Laktoferrin Laktoferricin Séuger Leukozyten Bakterien (G+; G-)
5 Casein Casocidin Amphibien Muttermilch Pilze,Viren
Pepsinogen | bPaAP Magensaft

Abkiirzungen: HNP, human neutrophile peptide; HD, human defensin, MCP, macrophage cationic peptide
(rabbit); CRYPT, Cryptdine (mouse); NP-3A, neutrophil peptide (rabbit); GNCP-2, guinea pig neutrophil cationic
peptide; HBD, human beta defensin; TAP, tracheal antimicrobial peptide (bovine); EBD, enteric beta defensin
(bovine); BNBD, bovine neutrophile beta defensin; GAL, Galinacine (chicken); rs-AFP1, raphanus sativus
antifungal protein; So-D1-7, Spinacia oleracea Defensin; PG, protegrin; CAP, cationic antimicrobial protein; Bac,

Bactenicine; bPaAP, bullfrog pepsinogen A-derived antimicrobial peptide; G+, Gram-positiv; G-, Gram-negativ.
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1.2 Die Peptid-Familie der Defensine

Bei den Mammaliern sind die Peptide der Defensinfamilie die wichtigsten
Komponenten bei der Bildung einer ersten "Abwehrlinie" gegen mikrobielle Infektionen.
Defensine sind kleine (29 - 34 Aminosduren, AS) nichtglykolysierte Peptide mit drei
intramolekularen Disulfidbriicken [Ganz & Lehrer, 1995]. Aufgrund struktureller
Eigenschaften auf Gen- und Peptidebene lassen sich bei dieser Familie zwei Subfamilien

unterscheiden: die klassischen Defensine (c-Defensine) und die B-Defensine.

1.2.1 alpha-Defensine

o—Defensine wurden urspriinglich aus Alveolar-Makrophagen von
Kaninchen isoliert [Selsted et al., 1983]. Sie finden sich in den neutrophilen Granulozyten der
meisten Sdugetiere, wo sie 5 - 10 % der zelluldren Proteine dieser Zellen repriasentieren [Ganz
et al., 1990]. o-Defensine reifen posttranslational durch eine aminoterminale Prozessierung
des 90 - 95 AS langen Prepropeptides zum aktiven Peptid [Valore et al., 1992]. Beim
Menschen sind bislang vier a-Defensine in Neutrophilen nachgewiesen worden: HNP 1, 2, 3
und 4 [Ganz et al., 1985; Wilde et al., 1989]. AuBBerdem werden zwei weitere o-Defensine

(HD 5 und HD 6) in den Paneth Zellen des Diinndarmes [Jones & Bevins, 1992; Porter et al.,
1997] sowie in Epithelzellen des weiblichen Reproduktionstraktes gebildet [Quayle et al.,
1998].

1.2.2 beta-Defensine

B-Defensine sind eine kiirzlich entdeckte Klasse von Defensinen, die in
epithelialen Geweben und Leukozyten von Vogeln und Sdugern weit verbreitet ist und
erstmals 1991 von Diamond et al. beschrieben wurde. Sie isolierten aus Epithelzellen der
Luftrohre von Rindern ein den o-Defensinen @hnliches, 38 AS langes kationisches Peptid, das
sie ,tracheal antimicrobial peptide” (TAP) nannten. Kurz darauf wurden aus bovinen
Neutrophilen 13 dhnliche Peptide mit 38 - 42 AS, die sogenannten bovinen neutrophilen

B-Defensine (BNBD) isoliert und charakerisiert [Selsted et al., 1993]. B-Defensine werden als

12
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67 - 72 AS lange Precursor-Molekiile mit einer Signalsequenz und nachfolgender Proregion
synthetisiert. Im Gegensatz zu den o-Defensinen ist die posttranslationale Reifung nicht
genau untersucht.

Bis heute sind zwei humane B-Defensine bekannt. hBD-1 ist als 36 AS langes Peptid
aus Blutfiltrat isoliert worden [Bensch et al., 1995]. hBD-2 ist ein 41 AS langes Peptid, das in

Keratinozyten der Haut von Psoriasis-Patienten identifiziert wurde [Harder et al., 1997].

1.2.3 Tertiarstruktur und Definition des Defensinmotivs

Das Defensinmotiv umfasst 6 konservierte Cysteine, die 3 intramolekulare
Disulfidbindungen bilden. Diese fiir kleine Peptide zahlreichen Disulfidbriicken tragen zu
einer bestimmten Fixierung der Molekiilstruktur bei. Die Schwefelbriicken fiihren zu einer
globulédren, sehr stabilen Struktur mit einer komplex gefalteten tripel-helikalen P-Faltblatt
Konfiguration. Alle bekannten Pflanzendefensine haben vier Disulfidbriicken und, neben drei
B-Faltblattstrukturen, einen o-helikalen Bereich [Bruix er al., 1993, Fant et al., 1997].

Interessanterweise dhneln die Pflanzendefensine strukturell eher den Invertebraten- als den

Vertebratendefensinen (Abb. 1).

Defensine unterscheiden sich in der charakteristischen Schwefelbriickenkonfiguration:
o-Defensine haben die Konfiguration 1-6,2-4,3-5 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ . Dagegen haben B-Defensine
die Konfiguration 1-5, 24, 3-6 [¢ ¢ e¢lé . Diese charakteristischen
Schwefelbriickenkonfigurationen unterscheiden sie von anderen biologisch wichtigen
Molekiilen mit intramolekularen Disulfidbindungen, z.B. der EGF/TGF-o-Familie mit einer
Cystein-Bindungskonfiguration von 1-3, 2-4, 5-6 ¢ %4 %44 [Thim, 1989]. Die
Charakteristika sind innerhalb einer Sequenz von durchschnittlich 35 AS mit &dhnlichen
Abstinden als auch mit zusitzlichen konservierten Aminosdureresten enthalten (Abb. 2).

Somit ergibt sich ein definiertes Defensinmotiv:

o-Defensine: CXCRX3CX4EX4CX3GX5CC
-Defensine: CX6CX4CXT7GXCX6CC

13
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HNP-3 Pflanzendefensin Rs-AFP1

(Sowohl in Losung als auch in der kristallinen Form bilden

HNPs Dimere)

4

U

BNBD-12 Insektendefensin A

Abb. 1. Tertiarstrukturen von verschiedenen Defensinklassen. Alle Daten beruhen auf
Kernresonanzmessungen (NMR) und wurden o6ffentlichen Datenbanken entnommen. Die Darstellungen wurden
mittels der Software RasMol realisiert.

Gelb = hydrophobe AS, hellblau = polare AS, . = basische AS, . = saure AS, -= Cysteine.
BNBD-12, Bovines Neutrophilen B-Defensin-12, PDB Id: IBNB [Zimmermann et al., 1995]; HNP-3, Humanes
Neutrophilen Peptid-3, PDB Id: 1DFEN [Hill ez al., 1991]; Insect Defensin A, PDB Id: 1ICA [Cornet ef al., 1994];
Rs-AFP1, Raphanus sativus Antifungal Protein 1. PDB Id: 1AY]J [Fant & Borremans, 1997].
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B-Defensine

Tk ko ko ko : I e e e e e e L T R B I R R e
hBD-1 MRTSYLLLFTLCLLLS----E-MAS -G GNFL--------- TGL----GHRS---D----HYN-------- CVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYR-G--KAKCCK
hBD-2 MRVLYLLFSFLFIFLM----- PLPGVFG G------------ IG------------ D----PVT-------- CLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPG- - - TKCCKKP

t—l

o-Defensine

iRttt R I I Rttt M R b b b R e T 1r----- Fommm - AR b L *k o
HNP-1/2 MRTLAILAAILLVALQAQA EPLQARADEVAA------ APEQIAADIPEVVVSLAWDESLAPKHPGSRKNMAC- - - - - YCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
HNP-3 MRTLAILAAILLVALQAQA EPLQARADEVAA------ APEQIAADIPEVVVSLAWDESLAPKHPGSRKNMDC- - - - - YCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC
HNP-4 MRITALLAAILLVALQVRA GPLQARGDEAPG------- QEQRGPEDQDISISFAWDKSSALQVSGSTRGMVC- -S- - -CRLVFCRRTELRVGNCLIGGVSFTYCCTRVD
HD-5 MRTIAILAAILLVALQAQA ESLQERADEATT------- QKQSGEDNQDLAISFAGNGLSALRTSGSQARATC- - - -~ YCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR
HD-6 MRTLTILTAVLLVALQAKA EPLQAEDDPLQAKAYEADAQEQRGANDQDFAVSFAEDASSSLRALGSTRAFTC----- HERR— SCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL

Abb. 2: Aminosduresequenzen der bekannten humanen Defensine. Die Cysteinmuster sind hervorgehoben.
Konservierte Aminosiuren sind durch Sterne markiert, identische Aminosduren innerhalb der Defensine sind

jeweils durch Punkte markiert. Die vermeintlichen Signalsequenzen sind schattiert. HNP, human neutrophil

peptide; hBD, human B-defensin; HD, human defensin.

1.2.4 Defensin-Peptid-Gene und -Expression

Die Gene der myeloiden a-Defensine HNP-1 bis 3, NP-3A, GNCP-2 und MCP-1, 2
bestehen aus 3 Exons und 2 Introns [Linzmeier et al., 1993]. Das erste Exon codiert eine
5-untranslatierte Region (5-UTR), das zweite Exon bildet die Preprosequenz und das dritte
Exon ergibt das reife Peptid sowie eine 3-untranslatierte Region (3'-UTR). Bei der
neutrophilen Zellreihe werden die Gene nur in unreifen Precursor-Zellen, Promyelozyten und
Myelozyten exprimiert [Daher et al., 1988; Nagaoka et al., 1992]. Die Defensinexpression,
oo und P, in Makrophagen wurde nur in Alveolarmakrophagen, nicht aber in
Peritonealmakrophagen beobachtet [Selsted et al., 1983 und 1985; Ganz et al., 1989;
Linzmeier et al., 1993; Ryan et al., 1998]. Im Gegensatz zu den oben genannten Peptiden
werden die bovinen neutrophilen B-Defensine (BNBD-4, -12 und -13) durch 2-Exon-Gene
codiert und dhneln in ihrer Genstruktur den epithelialen Defensinen (s.u.) [Yount e al.,
1999].

Enterale o-Defensine wie die murinen Cryptdine oder Human Defensin-5/6 und die
Epithel-assoziierten -Defensine TAP, EBD, hBD-1 und hBD-2 werden durch ein Gen aus
zwel Exons, getrennt durch ein Intron, codiert [Diamond et al., 1993; Huttner et al., 1994;
Tarver et al., 1998; Liu et al., 1998]. Das erste Exon codiert die 5-UTR und die
Preprodomine. Exon 2 enthilt den Code fiir das reife Peptid und eine 3-UTR. Einige

Defensingene (TAP, hBD-2) enthalten in ihrer Promotorregion ein NFkB-Element (nuclear

factor-xB), einen Genregulator fiir eine ,,Akute-Phasen-Antwort” bei entziindlichen Prozessen
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[Diamond et al., 1993; Liu et al., 1998]. Beim Menschen sind die Gene fiir hBD-1 und hBD-2
auf dem kurzen Arm von Chromosom 8 (8p22-23.1) in unmittelbarer Ndhe zu den Genen der
a-Defensine lokalisiert [Sparkes et al., 1989; Harder et al., 1997; Liu et al., 1998]. Im
Mausgenom scheinen die Genorte fiir o- und -Defensine ebenfalls auf Mauschromosom 8
benachbart zu sein [Ouellette et al., 1989; Huttner et al., 1997]. Beim Rind befinden sich die
Gene fiir die B-Defensine als Kluster auf Chromosom 27 [Gallagher et al., 1995], beim Schaf

wurde ein homologer Genlokus identifiziert [Huttner et al., 1998].

Analysen der Genstrukturen der B-Defensine lassen vermuten, dass zwei Subgruppen
dieser Defensinklasse existieren, die sich in Sequenzhomologie, Introngrosse, Expressionsort
und regulatorischen Elementen unterscheiden [Diamond & Bevins, 1998]. Die erste Gruppe
dhnelt dem TAP. Die Mitglieder haben eine sehr #hnliche Nukleotid- und auch
Aminosiuresequenz sowie ein kurzes (~ 2kb) Intron. Sie werden in verschiedenen Epithelien
exprimiert. Die Expression ist durch Entziindungsmediatoren induzierbar. Die zweite Gruppe
umfasst hBD-1 und das murine Homolog mBD-1. Die Gene dieser Defensine haben ein sehr
grofles Intron (~10 kb), werden prinzipiell im Urogenitaltrakt exprimiert und sind durch

Entziindungsmediatoren nicht induzierbar [Valore et al., 1998].

Zwischen den zwei Defensinklassen o und 3 gibt es nur eine geringe Homologie der
priméren Sequenzen und doch haben sie eine sehr dhnliche Tertidrstruktur [Zimmermann et
al., 1995]. Sie entwickeln vergleichbare antimikrobielle Aktivititen, werden an dhnlichen
anatomischen Orten exprimiert und ihre Gene sind bei verschiedenen Spezies auf einem
korrespondierenden Chromosom zusammengefasst. Einige der defensinkodierenden Gene
werden konstitutiv - exprimiert, wihrend andere durch infektiose Agenzien oder
inflammatorische Mediatoren induzierbar sind. All diese Merkmale weisen auf einen
gemeinsamen genetischen Ursprung der diversen Mitglieder der Defensinfamilie hin. Es ist
anzunehmen, dass jedes Mitglied im Laufe der evolutiondren Entwicklung individuelle
Funktionen erworben hat, wihrend einige generelle Funktionsprinzipen allen

Familienmitgliedern erhalten bleiben.
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1.2.5 Physikalische Interaktionen zwischen Defensinen und Zellmembranen

Bakterielle Zellwinde bestehen aus 2 bis 3 Schichten: Kapsel (duflere ,,Membran"),
Zellwand und Zell-(Plasma-)membran. Peptide der Defensin-Familie beeintrdchtigen die
Integritdt der Zellmembran, welche im wesentlichen aus einer bilamindren Lipidschicht mit
eingelassenen Proteinen besteht. Durch Stérung der hydrophoben Lipid-Lipid-Interaktionen
(Detergentienwirkung) wird eine der Hauptfunktionen der Membran, ndmlich die
Aufrechterhaltung von Ionengradienten, gestort. Voraussetzung fiir eine Membranzerstdrung
und die Bildung von Poren ist Amphiphilie, d.h. ein Molekiil hat sowohl hydrophobe als auch
hydrophile Bestandteile. Die [-Hairpin-Struktur eines HNP-Dimers hat hydrophobe

Seitenketten, wahrend die N- und C-terminalen Enden polare Eigenschaften haben. Dies fiihrt

zu einer Struktur mit einem hydrophoben Boden und einer polaren Spitze.

Membranen von Mikroorganismen haben typischerweise ein negatives Potential.
Defensine mit ihrer positiven Ladung werden deshalb durch elektrostatische Krifte von den
Membranen angezogen. Der hydrophobe Boden des Defensins bildet einen geeigneten Keil
fiir die Penetration der Zellmembran, da die interne Membran bevorzugt hydrophob ist. Diese
Eigenschaften bilden die Grundlage fiir die Konstruktion von Poren aus einer Kombination
von mehreren ineinander verflochtenen Defensinmolekiilen. Eine Studie mit Micrococcus
luteus zeigte, dass die Porenbildung in der Zelle einen Verlust von zytoplasmatischem K,
eine Membrandepolarisation, eine Verminderung von zytoplasmatischem ATP und eine
Inhibierung der Zellatmung verursacht. Arbeiten von Kagan er al. (1990) zeigten, dass
Defensine bei verschiedenen Membranen mit dem selben Potential zu einer Porenformation
fiihrten, wihrend Membranen ohne Potential keine Porenbildung zeigten. Die
spannungsabhingige Porenbildung mag eine Erklirung dafiir sein, dass Defensine selektiv
Mikrobenmembranen und nicht korpereigene Membranen angreifen, da Mikrobenmembranen
charakteristischerweise ein hoheres Potential haben. Ob Defensine tatsichlich Komplexe

formen und tddliche Ionenkanile in Mikrobenmembranen bilden, bleibt zu kliren.
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1.2.6 Weitere Wirkungen von antimikrobiellen Peptiden

Eine offene Frage ist, ob alle antibiotischen Proteine und Peptide in erster Linie
durch ihr antimikrobielles Potential dazu dienen, den Wirt in der Verteidigung gegen

Mikroben zu unterstiitzen.

Bei einigen dieser Molekiile hat sich bereits gezeigt, dass sie auch andere als
antibiotische Eigenschaften haben. BPI und CAP37 binden und neutralisieren Endotoxine
[Levy et al., 1995]. CAP37 und HNP-1/2 sind potente Chemotaxine fiir immunkompetente
T-Zellen und andere Zellen der Entziindungskaskaden [Chertov et al., 1996]. In nanomolaren
Konzentrationen sind o-Defensine (HNP-1 und HNP-2, aber nicht HNP-3) potente spezifische
Chemoattraktantien fiir Monozyten [Territo et al., 1989]. HNP-1 bildet sehr stabile Komplexe
mit o-2-Makroglobulin [Panyutich & Ganz, 1991]. Einige Defensine wirken in der
Nebennierenrinde kortikostatisch [Singh er al., 1988], was den Peptiden die synonyme
Bezeichnung ,,Corticostatins” eintrug. o-Defensine zeigen eine unspezifische, zytotoxische
Aktivitdt gegen eine Reihe von normalen und malignen Zellen, einschlieflich Zellen, die
resistent gegen TNF-o. und NKCF (natural killer cytotoxic factor) sind [Lehrer ef al., 1993].
Fir HNPs konnte gezeigt werden, dass sie im Plasma von Sdugern mit
Serinproteaseinhibitoren (Serpine) Komplexe bilden. Diese Komplexierung inhibiert die
biologischen Aktivititen sowohl der Defensine als auch der Serpine [Panyutich et al., 1995].
HNP-1 ist fahig, die hdmolytische Aktivitdt des Komplementfaktors C1q zu inhibieren, und
greift so moglicherweise direkt in das klassische Komplement-System ein, welches ein
weiteres Element des Immunsystems zur unspezifischen Abwehr darstellt [van den Berg et
al., 1998]. Diese vielfdltigen Eigenschaften von antibiotischen Peptiden deuten darauf hin,
dass sie nicht nur der direkten Abwehr von Mikroben dienen, sondern auch bei der

Regulation von Entziindungen, Infektionen und der Wundheilung beteiligt sein konnen.
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1.3 Gegenwirtiger Stand der Forschung und Aufgabenstellung

Bensch und Mitarbeiter (1995) isolierten aus Blutfiltrat (Hamofiltrat) das erste
humane B-Defensin, hBD-1.

Expressionsanalysen ergaben, dass hBD-1-Transkripte in nahezu allen epithelialen
Geweben und sekretorischen Driisen vorkommen, wobei Niere und Pankreas die hochsten
Syntheseraten zeigten [Zhao et al., 1996; Goldmann et al., 1997].

Obwohl das hBD-1-Gen kloniert und seine Expression weitgehend charakterisiert
wurde, konnten noch keine Zellen, die das korrespondierende Peptid enthalten, lokalisiert
werden [Zhao et al., 1996; Lui et al., 1997].

Die Quelle der im Plasma vorkommenden Defensine ist unklar, und wihrend es
einige Erkenntnisse iiber die Prozessierung von o-Defensinen gibt, sind /n-vivo-Translation
und mogliche Prozessierung von hBD-1 noch unbekannt [Valore & Ganz, 1992; Nakazato et
al., 1995].

Das tatsdchliche antimikrobielle Potential von hBD-1 sowie weitere mogliche
funktionelle Charakteristika, dhnlich denen der o-Defensine, wurden bislang nicht

aufgedeckt.

Defensine stellen uns vor eine Reihe von ungekldrten Fragen: Woher stammt das
Peptid? Werden Defensine schnell degradiert, und wenn ja, wo findet dieser Prozess statt?
Rezirkulieren Defensine oder durchqueren sie epitheliale Barrieren? Durchdringen
extrazelluldre Defensine Gewebe, wie z.B. die Lunge oder den Gastrointestinaltrakt?

Imprignieren sie vielleicht Epithelzellen, basale Membranen und mukosale Gewebe?

In der vorliegenden Arbeit werden die zelluldre Lokalisation sowie individuelle
funktionelle Eigenschaften von hBD-1 untersucht und ,,patho”-physiologische Korrelationen
zu infektios-inflammatorischen Erkrankungen betrachtet. Um Beziehungen und Kontraste in
Struktur und Funktion der Subfamilien darzustellen, werden die Resultate mit ausgewihlten

Aspekten anderer endogener Antibiotika, insbesondere den humanen «o-Defensinen,

verglichen.
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2 Menschen und Versuchstiere

2.0 Menschen und Versuchstiere

2.1 Patienten und Probanden

Humane Proben von Geweben und Korperfliissigkeiten wurden bei Patienten und
Probanden gesammelt. Die Einverstindniserkldarung (informed consens) wurde nach lokaler
GLP-Vorschrift und Vorschriften der Konvention von Helsinki eingeholt. Humane Gewebe
wurden aus Resektaten im Rahmen von Operationen an der Medizinischen Hochschule
Hannover und am Insel-Spital, Bern, Schweiz erhalten. Hiamofiltrat wurde im Rahmen der
Routine-Hamofiltration = von  Niereninsuffizienten am  Nephrologischen Zentrum
Niedersachsen (Hannoversch-Miinden) aus dem Routine-Arbeitsprogramm des IPF
iibernommen. Die Experimente stehen in Ubereinstimmung mit den Richtlinien der ortlichen

Ethikkommissionen und der Deklaration von Helsinki.

2.2 Versuchstiere

Fir die Durchfiihrung der Immunisierungen wurden weibliche Maduse
(NZBxNZW Fl) der Firma Winkelmann, Borchen bezogen. Die Experimente stehen in
Ubereinstimmung mit den gesetzlichen Bestimmungen des Tierschutzgesetzes und den

Richtlinien des IPF.
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3 Material und Methoden

3.0 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

Geriit Typ/Software
Aminosédureanalyzer ~ AminoQuant 1090, Series II
HP 9000 Series 300 Data System
BioPilot Préparative Chromatographieanlage
Software BioPilot-Manager V. 2.0
Fraktionssammler Model 2110 Fraction Collector
Grosslyophille Epsilon /45
HPLC
Kontronsystem 400/322 HPLC Pumpen 420/322
HPLC Autosampler 465/360
HPLC Datasystem 450
HPLC Detector 430/742

Pilot-Scale-Anlage
Waagen

Zentrifugen

Inkubatoren, Riihrer

Sonstiges

Batch-Extraktionsanlage
Analytik-Waage AC 120 S
Laborwaage MC-1

Biofuge 28 RS

Centrikon T-142

Sigma 201 m

Speedvac RC 10.10

Speedvac Univapo 150 H
Inkubationsschrank B 6120
Thermomixer 5436
Kulturschiittler Innova TM 4340
Wasserbad 1012

Magnetrithrer KMO 2

pH-Meter CG 804

Photometer Uvikon 940
Reinstwasseranlage Milli-Q" plus
Bioclav 3.021001

ELISA-Reader, BioTek EL 311sx
Software Mikrowin Version 3.14
Gen-Amp Cycler 2400
Photomikroskop Axiophot
Kryostat Microm HM 5000M
Mikrotom, Microm H 340
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Hersteller

Hewlett Packard, Waldbronn
Pharmacia, Freiburg

BioRad, Miinchen
Christ, Osterode

Kontron, Neufahrn

Eigenbau, IPF, Hannover
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Heraeus, Hanau
Kontron, Henningen
Heraeus, Hanau

Jouan, Miinchen
Uniequip, Martinsried
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
New Brunswick, C.A., USA
GFL, Burgwedel

Janke & Kunkel, Staufen
Schott, Hoftheim a. Ts.
Kontron, Henningen
Millipore, Eschborn
Schiitt Labortechnik,
Gottingen

Mikrotek, Overath

Perkin-Elmer, Uberlingen
Carl Zeiss, Oberkochen
Microm, Heidelberg
Microm, Heidelberg
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3.1.1 Bakterienstimme, Zellen, Kultur- und Assaymedien

Die  verwendeten  Bakterienstimme und  Zelllinien  (NIH-3T3-Zellen,
Mausfibroblasten; THP-1 und U-937, humane monozytére Linien) wurden, wenn nicht anders
angegeben, von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellen (DSMZ) in

Braunschweig bezogen und gemil deren Anweisung kultiviert.

Bacillus subtilis DSM 10T (ATCC 6051)
Bacillus megaterium DSM 32T (ATCC 14581)
Micrococcus luteus DSM 348 (ATCC 9341)
Pseudomonas fluorescens  DSM 6147 (ohne)
Escherichia coli K12 DSM 498 (ATCC 23716)
Neisseria cinerea DSM 4630" (ATCC 14685)

Staphylococcus carnosus TM300 wurde von F. Goetz (Universitit Miinchen), Rhodotorula
rubra und Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) von J. Zimmer (Laborarztpraxis
Hannover), Escherichia coli BL21 (DE3) und Staphylococcus epidermidis von J. Alves
(Medizinische Hochschule Hannover) zur Verfiigung gestellt.

Immortalisierte humane Nierenepithelzellen (IHKE) wurden freundlicherweise von Sven
Mollerup, National Institute of Occupational Health, Oslo, Norwegen zur Verfiigung gestellt.
Die Anzucht der Bakterien erfolgte in der Regel in LB-Medium (Lauria Bertani Vollmedium).
Neisseria cinerea wurde in TSB-Medium (Tryptic Soy Broth) angezogen. Rhodotorula rubra

und Saccharomyces cerevisiae wurden in YPD-Medium (Yeast-Peptone-Dextrose) kultiviert.

LB-Medium' TSB-Medium® YPD-Medium®

5 g Hefeextrakt 30 g Tryptic Soy Broth 10 g Hefeextrakt

10 g Caseinhydrolysat 3 g Hefeextrakt 20 g Pepton

5 g NaCl ad 11 bidest. Wasser ad 11 bidest. Wasser

ad 11 bidest. Wasser

'Der pH-Wert des Mediums wurde vor dem Autoklavieren mit 1 M NaOH auf 7,4 eingestellt.
Fiir Agarplatten wurden 15 g/l Agar Agar zugesetzt. “Der pH-Wert wurde vor dem
Autoklavieren mit 1 M NaOH auf 7,2 eingestellt. *Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren

mit 1 M HCL auf 6,5 eingestellt. Nach dem Autoklavieren wurde dem Medium 20 g/l
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sterilfiltrierte Glukoselosung zugegeben. Alle o.g. Medien wurden im Autoklaven fiir

20 Minuten bei 121° C sterilisiert.

Nahrmedien fiir die Zellinien

NIH-3T3-Medium THP-1 + U 937 IHKE-Medium

500 ml DMEM mit 4,5 g/l Glukose 90 % RPMI + 10 % FCS DMEM/F12 1:1 (Endkonzentration)

2,5 ml 200 mM Glutamin 2.5 ml 200 mM Glutamin NaHCO; 1,1 g

50 ml hitzeinaktiviertes (30 min, 56° C) 1,1 ml 500x P/S HEPES (15 mM, pH 7,3)

Kilberserum (FCS) Epidermal Growth Factor (10ng/ml)

1,1 ml 500x Penicillin/Streptomycin (P/S) Insulin (5 pg/ml)
Hydrokortison (36 ng/ml)
Transferrin (5 pg/ml)
Na,SeO; (5 ng/ml)
Penicillin (100 U/ml)
Streptomycin (100 U/ml)
FCS (1 %)

Serumfreie Medien wie oben, aber ohne Zugabe von FCS.

3.1.2 Chemikalien

Allgemeine Laborchemikalien wurden, wenn nicht anders erwéhnt, von den Firmen
Merck, Darmstadt, Sigma, Deisenhofen und Serva, Heidelberg bezogen. Die Bezugsquelle
richtete sich nach dem jeweils aktuellen Preisangebot. Die Chemikalien entsprachen
mindestens dem Reinheitsgrad pro analysi. Die Losungsmittel fiir die Chromatographie
wurden von der Firma J.T. Baker, Deventer, NL mit dem Reinheitsgrad ,,prepsolv”’ oder
»gradient grade” bezogen. Helium, reinst zur Entgasung von Puffern, stammte von Linde,

Miinchen.
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3.1.3 Enzyme, Peptide, Antikorper

Trypsin aus Rinderpankreas (E.C. 3.4.21.50, modifiziert, sequencing grade),
Chymotrypsin aus Rinderpankreas (E.C. 3.4.21.1, sequencing grade) und Subtilisin aus
Bacillus subtilis, (E.C. 3.4.21.149) wurden von Boehringer, Mannheim bezogen.

Magainin-II Bachem, Heidelberg
HNP-2 Sigma, Deisenhofen
K-Casein Fluka, Buchs, CH

Die synthetischen Peptide hBD-1-(Ds3-Kes) und Casocidin-I (bovines casein-a-165-203)
wurden am IPF in der Abteilung Peptidsynthese unter der Leitung von Dr. K. Adermann

hergestellt.

3.1.4 Antikorper und Reagenzien fiir die Immunologie

DEF 3 (monoclonal Mouse Anti-Human-Defensin 1-3) BMA, Koln
EG 2 (monoclonal Mouse Anti Human ECP/EPX) Pharmacia Upjohn, Freiburg
POD-conjugated Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Sigma, Deisenhofen
aP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Sigma, Deisenhofen
POD-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Sigma, Deisenhofen
aP-conjugated Goat Anti-Mouse IgG (whole molecule) Sigma, Deisenhofen
BCIP/NBT-Substrat Sigma, Deisenhofen
(5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate/nitro blue tetrazolium)
DAB (Diaminobenzidine) Sigma, Deisenhofen
ImmunoPure® TMB Substrate Kit Pierce, Rockford, USA
(3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine)
Roti®-Block Roth, Karlsruhe
Hematoxylin, Accustain, Gill No. 1 Sigma, Deisenhofen
Kaleidoscope Polypeptide Standard BioRad, Miinchen
Immun-Blot® PVDF-Membran BioRad, Miinchen
Ready-Gel 16,5 % Tris-Tricine BioRad, Miinchen
Giemsa-Farbelosung Merck, Darmstadt
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3.1.5 Materialien fiir die Molekularbiologie

Combi Polymerase
RNase H
Superscriptl
Taq DNA Polymerase
pGEM-T Vector System I

Terminale Transferase

ITM

Random Primed DNA Labelling Kit
Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kit

QIAquick GelExtraction Kit
QIAquick GelPurification Kit

Random Primed DNA Labelling Kit

3.1.6 Standard-Losungen

Natriumphosphatpuffer, pH 7,2:

Tris-HCI-Puffer:
Ammoniumcarbonatpuffer:

TBS(T)-Puffer:

RNA-Lysispuffer:

50 x TAE

Reverse Transcriptase

InViTek, Berlin-Buch

Gibco BRL, Eggenstein

Gibco BRL, Eggenstein

Biomol, Hamburg

Serva, Heidelberg

Gibco BRL, Eggenstein
Boehringer, Mannheim

Applied Biosystems, Weiterstadt
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Boehringer, Mannheim

10 mM Natriumhydrogenphosphat
10 mM Natriumdihydrogenphosphat

100 mM Tris-HCI, pH 7,4
100 mM Ammoniumhydrogenphosphat, pH 8,0

150 mM NaCl
10 mM Tris-base, pH 8,0
(0,01 % TWEEN 20)

4 M Guanidiniumisothiocyanat
25 mM Natriumcitrat pH 7,0
0,5 % (w/v) Sarcosin

0,7 % (w/v) B-Mercaptoethanol

2 M Tris-Base

1 M Essigséure
100 mM EDTA
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3.2 Isolierung von Defensinpeptiden

3.2.1 Extraktion von Peptiden aus Hamofiltrat

Die Herstellung von Peptidbanken aus humanen Korperfliissigkeiten bildet am IPF
die Grundlage zur Identifizierung und Isolierung von Peptiden. Auch hBD-1 wurde auf diese
Weise entdeckt [Bensch et al., 1995]. Im Detail ist das Verfahren der groBtechnischen
Priparation von zirkulierenden Peptiden von Schulz-Knappe und Mitarbeitern (1996/97)
beschrieben worden.

Zur Gewinnung von Himofiltrat wird das Blut der Patienten iiber einen Filter mit einer
spezifischen Ausschlussgrofle von 20 kDa filtriert. Das Filtrat wird gesammelt, sofort auf
4° C gekiihlt und mit HCI auf pH 2,7 eingestellt, um Bakterienwachstum und Degradation der
Peptide durch Proteolyse zu vermeiden. Die anschlieBende Peptidextraktion beginnt mit
einer Bindung an Ionenaustauschmaterial und einer pH-Stufenelution. Fiir die

pH-Stufenelution werden folgende Puffer in der aufgefiihrten Reihenfolge eingesetzt:

Puffer Puffersubstanz pH-Wert Leitfahigkeit
Auftragspuffer: VE-Wasser pH= 2,42 LF=0,10 mS
Elutionspuffer 1: 0,1 M Citronensdure-1-hydrat pH= 3,60 LF=2,92 mS
Elutionspuffer 2: 0,1 M HAc + 0,1 M NaAc pH=4,50 LF=4,06 mS
Elutionspuffer 3: 0,1 M Apfelsﬁure pH= 5,00 LF=6,15mS
Elutionspuffer 4: 0,1 M Bernsteinsiure pH= 5,60 LF=6,10 mS
Elutionspuffer 5: 0,1 M NaH2PO4 pH= 6,60 LF=4,87 mS
Elutionspuffer 6: 0,1 M Na2HPO4 pH= 7,40 LF=6,73 mS
Elutionspuffer 7: 0,1 M Ammoniumcarbonat pH= 9,00 LF=6,65 mS

Die aus der Stufenelution resultierenden 7 pH-Pools werden zur Entsalzung und weiteren
Fraktionierung mittels Reversed-Phase Chromatographie (RPC) weiterverarbeitet
[Schulz-Knappe et al., 1997]. In einem Ansatz werden routineméfig die Peptide aus bis zu
10.000 1 Hamofiltrat extrahiert und fraktioniert. Die dabei entstehende Peptidbank enthélt
etwa 300 Fraktionen, in denen die Peptide in einer bioaktiven, entsalzten und lyophilisierten

Form vorliegen.
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3.2.2 Aufbereitung von Urin

Neben der Peptidbank aus Hamofiltrat wird am IPF auch eine Peptidbank aus
humanem Urin erstellt [Heine et al., 1998]. Im Einzelnen wurden 10 Liter Urin von gesunden,
erwachsenen Probanden (Alter: 23-58 Jahre) sofort nach der Sammlung zusammengefiihrt,
angesduert (pH 2,5) und bei -20° C eingefroren. Der Urin wurde mit Membranfiltern filtriert
(AP20, 8um und AA 0,8 pm, Millipore, Eschborn) und iiber eine Reversed-Phase
Festphasenkartusche (SourceRPC) entsalzt. Das Eluat wurde, wie fiir Hamofiltrat
beschrieben, in 7 pH-Pools aufgetrennt (Fractogel TSK SP 650 (M), 125 mm x 10 mm,

Merck) und analysiert.

3.2.3 Isolierung von Defensinen aus Korperfliissigkeiten im Milligramm-MaBstab

Die priparative Reinigung der in dieser Arbeit beschriebenen Peptide wurde in der

Abteilung Priparative Peptid-Chemie (IPF) durchgefiihrt.

Die Molekiile der Defensinfamilie haben einen hohen Grad an Sequenzhomologie und
die physikalischen Eigenschaften der Peptide sind voraussehbar ebenfalls sehr &hnlich.
Deshalb wurde die hohe Auflosungskraft der High Performance (Pressure) Liquid
Chromatographie (HPLC) fiir die Entwicklung von Methoden zur Isolation und Reinigung der
Defensine genutzt. Da die gereinigten antibiotischen Peptide gewohnlich in antimikrobiellen
Assays getestet werden, ist es essentiell, Artefakte (antimikrobielle) wihrend der
Aufreinigung auszuschlieBen. In dieser Hinsicht ist die HPLC eine vorziigliche Methode fiir
die Herstellung hochreiner Prédparationen zur Charakterisierung antimikrobieller Peptide.
Aufgrund der amphipatischen Natur der Defensine empfiehlt sich zur Isolierung dieser
Molekiile besonders die Reversed-Phasen-Chromatographie (RPC), bei der die Trennung
polarer Verbindungen vorrangig durch hydrophobe Interaktionen zwischen mobiler Phase
(Losung) wund fester Phase (Sdulenmaterial) erfolgt. Im Gegensatz z.B. zur
Ionenaustauschchromatographie werden die Proben bei der RP-HPLC gleichzeitig entsalzt,
was bei der Testung der gereinigten antimikrobiellen Peptide von besonderer Bedeutung ist

(siche Ergebnisse der Antibiosetests). Zur hohen Trennschirfe bei der Separation von
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kationischen Peptiden trigt auch die Modifizierung der Selektivitiat der RP-HPLC durch den
Gebrauch von Ionenpaarbildnern wie TFA bei.

Mit Hilfe der Massenspektrometrie werden in verschiedenen Fraktionen der
Hamofiltrat- und der Urin-Peptidbank die Massen putativer Defensine identifiziert
(Tabelle II, Abschnitt 4.1.2). Zur Analyse und Reindarstellung der verschiedenen Defensine
aus diesen Fraktionen wurde ein chromatographisches 3-Schritt-Verfahren entwickelt und auf
einen priparativen Malstab adaptiert. Als Ausgangsmaterial fiir die priaparative Darstellung
von hBD-1 aus Blutfiltrat diente ein 10.000 1 HF-Aquivalent von pH-Pool 7 Fraktion 25. Die
Isolierung der urinalen hBD-1-Varianten erfolgte aus einem 10 1 Urin-Aquivalent von
pH-Pool 7. HNP-1/2 wurde aus HF-Pool 4 isoliert. Im ersten Schritt wurde das
Ausgangsmaterial auf eine RP-C4-Sdule geladen und die Peptide in einem linearen
Gradienten eluiert. Die Identifikation defensinhaltiger Fraktionen erfolgte mittels
MALDI-TOF und ESI-MS. Die individuellen Fraktionen wurden gepoolt, auf einer
RP-C18-Séule rechromatographiert und erneut analysiert. Zur abschlieBenden Reinigung der
isolierten Peptide erfolgte eine Chromatographie auf einer RP-C18-Sdule mit sehr feinem

Saulenmaterial.

Chromatographiebedingungen: Puffer A: 0,1 % TFA in Wasser
Puffer B: 80 % Acetonitril, 20 % Wasser, 0,1 % TFA in Wasser
Séule 1: RP-C4, 300 A, 5 pm, 10x125 mm; Biotek, Ostringen
Gradient: Fluss 2 ml/min, (2 % B/min)
Séule 2: RP-C18, 300 A, 5 pm, 10x250 mmy;
Gradient: Fluss 0,7 ml/min, 25 %-45 % B in 60 min (0,33 % B/min)
Saule 3: RP-C18,120 A, 5 pm, 4,6x250 mm oder 10x125 mm;
Gradient: Fluss 0,7 ml/min, 20 %-30 % B in 40 min (0,25 % B/min)
Detektion: 230 nm, 280 nm

Die Identitdt und Reinheit der Peptide wurde mittels Kapillarzonenelektrophorese (CZE) und
AS-Sequenzierung gepriift. Identische Peptidfraktionen wurden zusammengefiihrt und

lyophilisiert. Die Peptide wurden ausgewogen, aliquotiert und bei -20° C gelagert.
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3.3 Peptid-Analytische Methoden

Die Analysenmethoden 3.3.1 - 3.3.6 wurden in der Abteilung , Analytische
Peptidchemie* (IPF) von Dr. M. Raida und Mitarbeitern durchgefiihrt.

3.3.1 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie beruht auf der Eigenschaft elektrischer und magnetischer
Felder, Ionen nach ihrer Masse, Ladung und ihrer kinetischen Energie zu trennen. Die zu
analysierende Probe wird dabei zunichst ionisiert. AnschlieBend werden die Ionen im
Massenanalysator aufgrund ihres Masse-Ladungs-Verhiltnisses (m/z) aufgetrennt. Die
Massenbestimmungen erfolgten entweder an einem Elektrospray-Massenspektrometer (Sciex
ABI III, Perkin-Elmer, Uberlingen) oder mit einem MALDI-TOF Massenspektrometer
(LaserTec RBT II, PerSeptive/Vestec, Houston, TX, USA).

3.3.2 Electrospray-Ionization-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Bei der Massenbestimmung mittels ESI erfolgt die Ionisation durch Verspriihen
einer fliissigen Phase in einem elektrischen Feld. Zur Massentrennung wird das
Hochfrequenzfeld eines Quadrupol-Stabsystems eingesetzt. Die Berechnung der Masse iiber
die Mittelwertbildung vieler mehrfach geladener Ionen eines Molekiils fiihrt bei dieser
Methode zu einer hohen Messgenauigkeit von etwa 0,05 %. Die Datenaufnahme erfolgt mit
der Software TUNE (Perkin Elmer), die Auswertung mit der Software MacSpec 3.22,
Perkin-Elmer, Uberlingen.

Die salzfreien, lyophilisierten Proben werden in Analyse-Puffer (50 % (v/v)
Acetonitril in 0,2 % (v/v) Essigsidure) gelost und iiber eine Hamilton-Spritze mittels einer
Infusionspumpe (Harvard Apparatus 22, FMI GmbH, Egelsbach) kontinuierlich mit einem
Fluss von 5 pl/min injiziert. Salzfreie Proben werden benoétigt, da Kationen wie Na'-, Tris- oder
Ammoniumionen einen Hintergrund erzeugen, der die Detektion der eigentlichen
Probensubstanz unmoglich macht.

Alle Messungen werden im Positiv-lonen-Modus aufgenommen. Dabei werden nur

Kationen im Spannungsfeld des Massenspektrometers beschleunigt und somit detektiert. Die
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verwendete [onisationsspannung betragt 5000 V, der detektierbare Massenbereich erstreckt sich

von 400 bis 2390 m/z in Schritten von 0,5 m/z.

3.3.3 Matrix-assisted Laser Desorption/Ionisation Time-of-Flight

Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS)

Bei der MALDI-TOF-MS wird die Probe an eine lichtabsorbierende Matrix gebunden,
die durch das Einstrahlen von kurzen Laserpulsen verdampft wird. Dabei entstehen neutrale und
ionisierte Proben- und Matrixmolekiile, die in ein Vakuumsystem desorbiert werden. Ionen mit
unterschiedlichen m/z-Quotienten bewegen sich mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten und
konnen so im Flugzeit-Massenanalysator getrennt und analysiert werden. Durch die Messung
der Flugzeit im Vakuum kann bei vorausgegangener Kalibrierung die Masse der Teilchen
bestimmt werden. Bei der MALDI-Massenbestimmung treten iiberwiegend einfach geladene
Ionen auf, so dass auch komplexe Peptidgemische analysiert werden konnen. Das Gerit wird
mit dem Programm Voyager™ RP Bio-Spectrometry™ Workstation, Version 3.06, PerSeptive
Biosystem (Cambridge, USA) gesteuert. Die Auswertung der Daten wird mit der Software
Grams/386™ Level II, Version 3.0, Galactic Industries Corporation (Salem, USA) durchgefiihrt.

Jeweils 1 pl Probe wurde direkt oder in dem Auftragspuffer (50 % Acetonitril,
0,1 % TFA) mit 1 pl der Matrix auf den Probentriger aufgetragen. AnschlieBend wurden die
Proben mit Hilfe eines Ventilators bei Raumtemperatur getrocknet. Als Matrixsubstanzen
dienten gesittigte Losungen von Sinapinsidure (SIN) und o-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHC) in
Auftragspuffer. Alle Messungen erfolgten im linearen Modus. Zur Erzeugung des gepulsten

Ionenstrahls wurde ein Stickstofflaser mit einer Wellenldnge von 337 nm eingesetzt.

3.3.4 Kapillarzonenelektrophorese

Die Kapillarzonenelektrophorese (CZE) ist eine hochauflosende analytische
Trennmethode, die hier zur Reinheitsiiberpriifung der isolierten Peptide eingesetzt wird.
Als Elektrophoresesystem wird ein Geridt der Firma Beckman (P/ACE 2000, Beckman,
Miinchen) verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgt durch die Software ,,Gold Version

6.01 (Beckman).
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Die zur Trennung verwendeten, mit Polyimid beschichteten Kapillaren (Typ TSP 075375,
Composite Metal Services LTD, Polymicro Technology Inc., Phoenix, USA) mit einem
inneren Durchmesser von 75 pm und einem dufleren Durchmesser von 400 pm haben eine
Gesamtldnge von 57 cm bei einer effektiven Linge bis zum Photometer von 50 cm.

Salzfreie, lyophilisierte Proben werden in VE-Wasser geldst und durch Anlegen
eines geringen Uberdruckes in die Kapillare injiziert. Als Injektionsvolumen wurde fiir
Peptidlosungen mit einer Konzentration von 1 mg/ml ein Volumen von 6 nl bei einer
Injektionsrate von 6 nl/s verwendet. Losungen mit geringerer Konzentration wurden
proportional ldnger injiziert. Die Detektion der Peptide erfolgt bei 200 nm. Die
Elektrophorese wird bei einer konstanten Stromstédrke von 120 pA und einer Spannung von
16-18 kV bei 35° C durchgefiihrt. Als Puffer dient 100 mM NaH,PO,, pH 2,5 mit 0,2 mg/ml
Hydroxypropylmethylcellulose.

3.3.5 Aminosaureanalytik (ASA)

Zur quantitativen Ermittlung der Aminosdurezusammensetzung sowie auch zur
Quantifizierung des Proteingehaltes wurde eine automatisierte Aminosdureanalyse
durchgefiihrt.

Peptide wurden einer sauren Totalhydrolyse mit 6 M HCI-Losung fiir 1 h bei 160° C
unterzogen. Die Aminosduren wurden vor der Auftrennung iiber die Reversed-Phase-Saule
der in dem AS-Analysensystem 1090 II Aminoquant (Hewlett Packard) integrierten HPLC
spezifisch derivatisiert. AS mit primdren Aminogruppen wurden mit ortho-Phtalaldehyd in
Gegenwart von 3-Mercaptopropionsdure bei pH 10 umgesetzt. Das bei dieser Reaktion
entstandene fluoreszierende Isoindolderivat wurde bei einer Anregungswellenlinge von
340 nm und einer Emission bei 450 nm fluorometrisch detektiert. Sekundidre Aminogruppen
wurden mit 9-Fluormethylchlorformiat derivatisiert. Dabei entstehen sekundire Amide. Die
Fluoreszenz der Produkte wurde mit Licht der Wellenlinge 266 nm angeregt und die
Emission bei 305 nm gemessen. Methodisch bedingt lassen sich Glutamin und Asparagin von
ihren entsprechenden Sduren nicht unterscheiden. Cystein wird bei der Hydrolyse vollstindig,
Methionin zu etwa 40 % zerstort, so dass beide gar nicht oder nur zum Teil erfasst werden

konnen.
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Als internen Standard enthilt der ASA-Puffer die Aminosduren Norvalin und

Sarcosin.

ASA-Puffer: 0,4 M Natriumborat, pH 7,2; 50 mM Norvalin; 50 mM Sarcosin.

Puffer A: 20 mM Natriumacetat, pH 7,2 (eingestellt mit Essigsiure);
0,018 % (v/v) Triethylamin; 0,3 % (v/v) Tetrahydrofuran.

Puffer B: 20 mM Natriumacetat, pH 7,2 (eingestellt mit Essigsiure);

40 % (v/v) Acetonitril; 40 % (v/v) Methanol.

3.3.6 Peptid-Sequenzierung

Um die isolierten Peptide eindeutig zu identifizieren, wurde deren Sequenz durch
schrittweisen ~Abbau und Nachweis der N-terminalen Aminosduren analysiert
(Edman-Abbau). Die Edman-Sequenzierung [Edman 1956; Hewick 1981] wird auf einem
473A Sequencer mit MicroCartridge (ABI, Weiterstadt) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die Datenaufnahme, Speicherung und Auswertung erfolgen auf einem Apple
MaclIntosh IIsi mit der Model 610A Data Analysis Software (Version 1.2.1, ABI,
Weiterstadt).

Die Proben werden vor der Sequenzierung gegebenenfalls entsalzt, die Reinheit mit Hilfe der
CZE iiberpriift und die molekulare Masse mit dem Sciex API III bestimmt. 50-100 pmol der
Probe werden auf eine mit PolyBrene™ Plus vorbehandelte Glasfasermembran aufgetragen.
Der Edman-Abbau wird mit dem Reagenzien-Kit von ABI nach dem Fast Cycle Protokoll
durchgefiihrt. Die Analyse der Phenylthiohydantoin-Aminosduren erfolgt iiber

RP-Chromatographie (nach Herstellerangaben).
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3.4 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Arbeiten wurden in der Abteilung ,,Molekularbiologie”
unter der Leitung von Dr. H.J. Migert durchgefiihrt. Die Sequenzierungen (Abschnitt 3.4.9)
wurden von Dr. H.D. Zucht und Frau M. Klingenberg durchgefiihrt.

3.4.1 Sterilisation von Losungen und Materialien

Alle verwendeten Losungen und Puffer wurden mit deionisiertem Wasser aus einer
Reinstwasseranlage (Milli-QUFplus, Millipore) angesetzt und durch Autoklavieren
sterilisiert. Losungen, die hitzeempfindliche Bestandteile enthielten, wurden durch
Cellulose-Acetat-Filter mit einer Porengrosse von 0,2 um sterilfiltriert. Glas-, Keramik- und

Metallwaren wurden fiir 4 h bei 180° C trockener Hitze entkeimt.

3.4.2 Photometrische Bestimmung von Nukleinsaurekonzentrationen

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsidurelosungen erfolgte
durch Aufnahme von UV-Absorptionsspektren im Wellenldngenbereich von 230-320 nm in
einer Quarzglaskiivette. Die Berechnung der Konzentration wurde nach folgenden, fiir eine

Schichtdicke von 1 cm geltenden Richtwerten durchgefiihrt:

1. Doppelstrang-DNA: ¢ = E 20nm X 50 pg/ml

2. Ribonukleinsduren: ¢ = E 260nm X 40 pg/ml

Die Reinheit der Nukleinsdurelosung wurde anhand des E.q/E.x-Quotienten ermittelt. Fiir

reine Nukleinsidurelosungen sollte er zwischen 1,8 und 2,0 betragen.
3.4.3 Fallung von Nukleinsauren aus wassriger Losung
Die Fillung von Nukleinsduren aus wissriger Losung erfolgte durch Zugabe von

0,1 Volumen 3 M NaAc (pH 4,3 fiir RNA; pH 5,2 oder pH 6,0 fiir DNA) und 2,5 Volumen

eiskaltem Ethanol. AnschlieBend wurden die Nukleinsduren sedimentiert (15.000 xg, 15 min,
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4° C) und der Uberstand verworfen. Zur Losung von Salzen wurde das Sediment zweimal mit
eiskaltem 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Im Anschluss wurden die Nukleinsduren im

Vakuum getrocknet und in einem gewiinschten Volumen H,O aufgenommen.

3.4.4 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die analytische Auftrennung von DNA-Fragmenten im Anschluss an
PCR-Reaktionen gemall ihrem relativen Molekulargewicht erfolgte elektrophoretisch in
Agarosegelen. Es wurden Flachbett-Gele mit folgenden Abmessungen, Gelvolumina und

durchschnittlichen Elektrophoresespannungen verwendet:

1. Mini-Gele, 90 x 78 x 6 mm, 42 ml, 90 V
2. Midi-Gele, 143 x 138 x 5 mm, 98 ml, 120 V

Sowohl als Puffersystem im Gel als auch als Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Je nach Grof3e
der erwarteten DNA-Fragmente wurden Agarosekonzentrationen zwischen 1 % (w/v) und 2 %
(w/v) verwendet und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Proben wurden vor der
Elektrophorese mit 0,2 Volumen Probenpuffer (50 % (v/v) Glycerin, 5 x TAE, 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau) vermischt. Die Ansicht der Gele erfolgte mit UV-Licht bei einer
Wellenldnge von 260 nm und die Dokumentation wurde mittels einer Polaroidkamera
durchgefiihrt. Die relative Grofle von unbekannten DNA-Fragmenten konnte anhand eines im
Gel aufgetrennten DNA-GroBenstandards bestimmt werden.

Fiir priaparative Gele wurde niedrigschmelzende Agarose ("NuSieve GTG" low melting point
Agarose, Biozym, Hameln) verwendet. Die DNA wurde nach Ethidiumbromidfiarbung (s.o.)
mittels aufscheinender Beleuchtung durch eine UV-Handlampe (312 nm) im Gel betrachtet

und die Gelbereiche mit den gewiinschten DNA-Fragmenten ausgeschnitten.

3.4.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen und wassrigen Losungen

Zur Extraktion der gewiinschten DNA-Fragmente wurde der QIAquick Gel
Extraction Kit eingesetzt. Zur Aufreinigung aus dem PCR-Ansatz, der QIAquick PCR
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Purification Kit. Extraktion und Aufreinigung erfolgten genau nach Herstellerangaben und

mitgeliefertem Protokoll.

3.4.6 RNA-Extraktion

Die Gewebeproben wurden nach der Entnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80° C gelagert. Die Homogenisierung des Gewebes erfolgte in eiskaltem
RNA-Lysispuffer (100 mg Gewebe/ml Lysispuffer) mit einem Ultraturrax T25 (30 s bei
8.000 rpm, 30 s bei 15.000 rpm, 1 min bei 24.000 rpm). Durch einen Zentrifugationsschritt
(10.000 x g, 10 min, 4° C) wurden unldsliche Bestandteile des Homogenats abgetrennt und
der Uberstand in ein neues GefiB iiberfiihrt.

Die Isolierung der RNA aus dem Gewebehomogenat erfolgte durch saure
Phenolextraktion. Hierfiir wurde das Gewebehomogenat mit 0,1 Volumen 3 M NaAc pH 4,3
versetzt, mit gleichem Volumen wassergesittigtem Phenol/Chloroform vorsichtig vermischt
und 10 min in Polypropylencarbonatrohrchen zentrifugiert (10.000 x g, 10 min, 4° C). Nach
der Phasentrennung wurde die wissrige Phase in ein neues Gefdll iiberfiihrt und die
Phenol-/Chloroformextraktion in den oben beschriebenen Volumenverhiltnissen wiederholt.
Zur Entfernung der Phenolreste folgte eine Chloroformextraktion. Die Fillung der RNA
erfolgte dann durch die Zugabe eines gleichen Volumenanteils Isopropanol und durch eine
weitere Zentrifugation (10.000 x g, 10 min, 4° C). Das Sediment wurde zweimal mit
eiskaltem 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, unter Vakuum getrocknet und in dem gewiinschten
Volumen H,O gelost. Der Nukleinsdurengehalt der Losung wurde fotometrisch bestimmt und
die Qualitdt der RNA-Priparation gelelektrophoretisch kontrolliert.

Die Isolierung der mRNA erfolgt mit dem mRNA-Aufreinigungs-Kit von Qiagen

nach Standardprotokoll.

3.4.7 Agarosegelelektrophorese von RNA

Fir die Gelelektrophorese wurde die gefillte RNA (5-50 pg) in 10 pl

Probenauftragspuffer geldst, fiir 15 min bei 55° C denaturiert, und die Proben wurden auf ein

1,2 %iges MOPS-Agarosegel mit 1 % Formaldehyd aufgetragen, welches 15 min bei 100 Volt
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vorgelaufen ist. Die Elektrophorese wurde bei 100 V fiir 3-4 h in Flachbettgelapparaturen
durchgefiihrt.

RNA-Probenpuffer in MOPS-Puffer 50 % Formamid
6,5 % Formaldehyd
10 pg Ethidiumbromid
10 % (v/v) Glycerin
0.01 % (w/v) Bromphenolblau

in 10 pl Volumen

3.4.8 Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Bei der RT-PCR wird die mRNA eines Gewebes vor der PCR in DNA
umgeschrieben. Die aus eukaryontischen Geweben extrahierte Gesamt-RNA wird zunéchst
mit einem Oligo(dT)-Primer hybridisiert. Hierbei bilden sich zwischen dem Poly(A)-Tail
eukyaryontischer mRNAs und der Oligo(dT)-Sequenz des Primers doppelstringige Bereiche
aus, die einer RNA-abhingigen DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase, RT) unter
geeigneten Reaktionsbedingungen als Startpunkt fiir die Synthese des komplementiren
Stranges dienen. Das Produkt dieser Reaktion ist ein DNA/RNA-Hybrid, wobei der
DNA-Strang eine revers komplementidre Kopie (cDNA) des entsprechenden mRNA-Molekiils
darstellt. Der RNA-Strang des Hybrides wird im Anschluss an die reverse Transkription mit
RNAse-H abgebaut. Die Produkte der Reaktion (cDNA-Erststrang) repridsentieren somit
theoretisch die polyadenylierte mRNA-Population einer RNA-Probe. Durch geeignete
PCR-Strategien kann anschlieend die Genexpression eines Gewebes untersucht oder die
mRNA-Sequenz eines neuen Gens durch Amplifikation der entsprechenden cDNA ermittelt
werden.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Technik, die es ermdoglicht, aus
geringsten DNA-Mengen definierte DNA-Abschnitte in vitro zu vervielfiltigen [Saiki et al.,
1988]. DNA-abhingige DNA-Polymerasen bendtigen als Startpunkt fiir die Synthese des zur
Matrize komplementédren Stranges kurze, doppelstriangige Sequenzbereiche. Fiir die PCR
verwendet man zwei synthetische Oligonukleotide (,,Primer), die jeweils zu einem der

beiden Stringe der Matrizen-DNA komplementdr sind und die gewiinschte Sequenz
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(Amplikon)  einschlieBen  (Sense- und  Antisenseprimer). Ein  Zyklus der
Polymerase-Kettenreaktion beinhaltet die temperaturgesteuerte Reaktionsfolge von
Denaturierung, Annealing und Extension.

Zunachst wird das zu untersuchende DNA-Gemisch (,,Template") bei hoher
Temperatur (94-99° C) denaturiert und zusammen mit den synthetischen Oligonukleotiden
abgekiihlt (,,Annealing"). Wiahrend des Annealings bilden sich Hybride zwischen den
Einzelstringen des Amplikons und den entsprechenden Primern aus. Diese doppelstringigen
DNA-Bereiche dienen einer hitzestabilen, DNA-abhidngigen DNA-Polymerase (z.B.
Taq-DNA-Polymerase) als Startpunkte fiir die Synthese des komplementédren Stranges
(Extension). Die Extension der Primer wird bei einer Temperatur durchgefiihrt, die iiber der
Schmelztemperatur (Tm) der Primer liegt und den Annealingvorgang beendet (65-75° C). Da
das Extensionsprodukt des einen Primers im nichsten Zyklus als Template des anderen dient,
wird theoretisch der durch die Primer eingeschlossene DNA-Abschnitt nach n-Zyklen um 2n

vermehrt; es kommt also zu einer Kettenreaktion.

Losungen und Puffer:

10 x Taq-DNA-Polymerase-Puffer (Biomol): 100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, pH 8,8
MgCl,-Loésung: 50 mM/25mM
Oligonukleotide: 10 pM
dNTP-MIX: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP
Taq-DNA-Polymerase (Biomol): 4 U/pl /3 U/ul
PCR-Standardansatz: 10 mM Tris-HCl (pH 8,8)

50 mM KCl

1,5 mM MgCl,

0,4 pM jedes Primer

200 pM dNTPs

0,04 U/pl Tag-DNA-Polymerase

PCR-Standardansitze wurden in einem Endvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Die Ansitze
wurden unmittelbar vor ihrer Verwendung aus den angegebenen Losungen erstellt, wobei als
Template Erststinge bzw. PCR-Voramplifikationen eingesetzt werden. Die Amplifikationen
mit der Taq-Polymerase wurden als ,hot start" durchgefiihrt. Die Zugabe der Taq-DNA-
Polymerase erfolgte generell in einem geeigneten Volumen (5 - 10 pl)

1 x Tag-DNA-Polymerase-Puffer bei 72° C nach einer initialen Denaturierung der
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PCR-Ansidtze von 5 min bei 95° C. Im letzten Zyklus jeder PCR-Reaktion wurde die
Extensionszeit auf 7 Minuten verlingert, um sicherzustellen, dass begonnene
Polymerisationen vollstindig abgeschlossen wurden. AnschlieBend wurden die Ansitze bis zu

ihrer Entnahme aus dem Gerit auf 4° C gekiihlt.

Standard-Temperaturprotokoll:

95° C 5 min Initiale Denaturierung
72°C | - Zugabe von Tag-Pol
95°C 30s Denaturierung
55°C 30s Annealing max. 40 Zyklen
72°C 30s Extension
72°C 7 min Extension

4°C Reaktionsende

Fiir die Amplifikation mit Combi-Polymerase entfillt der ,,hot start", das Enzym wird auf Eis
vorher hinzupipettiert. Das in dieser Arbeit verwendete PCR-Protokoll wurde durch Variation
der Primerkonzentration, der Annealingtemperatur, Reaktionszeiten (,,Annealingzeit*) und
der Zyklusanzahlen optimiert. Alle Reaktionen wurden im Gen-Amp Cycler 2400 der Firma

Perkin Elmer durchgefiihrt.

3.4.8.1 Primer/Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden aus experimentell ermittelten oder

publizierten DNA-Sequenzen abgeleitet und als Auftragssynthese von der Firma ABI,

Weiterstadt bezogen.

Bezeichnung Sequenz 5'- 3' Ursprung

B-TUB-1 TTCCCTGGCCAGCTGAANGCNGACCTNCGCAAG  B-Tubulin
universal

B-TUB-2 CATGCCCTCGCCNGTGTACCAGTGNANGAAGGC  B-Tubulin
universal

hBD-1-F1 CCATGAGAACTTCCTACCTTCTGC humane Niere

hBD-1-R1 CCAAGTGCTGCAAGTGAG humane Niere
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3.4.8.2 cDNA-Erststrangsynthese

cDNA-Erststrangsynthesen wurden routinemifig mit 5 pg Gesamt-RNA in einem
Endvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Die RNA wurde gefillt, in 31,5 pul H,O gelost, mit 5 pl
einer UNIP-5 Primerl6sung vermischt (10 pM) und fiir 10 min bei 70° C denaturiert. Der
Ansatz wurde anschlieBend fiir eine Minute bei 42° C equilibriert und die Reaktion durch
Zugabe von 13,5 pl RT-Premix gestartet. Nach einer Reaktionszeit von 60 min bei 42° C
wurde der Ansatz fiir 10 min bei 70° C zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase
inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz auf 50° C equilibriert, 0,5 ul RNAse H (10 U/ul)
hinzugegeben und fiir 10 min bei 50° C inkubiert. Durch eine weitere Inkubation des
Ansatzes bei 70° C fiir 10 min wurde die RNAse H inaktiviert. Die so erstellten
cDNA-Erststrangsynthese-Ansidtze wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20° C
gelagert. Als Kontrolle fiir die cDNA-Erststrangsynthese wurde von jedem cDNA-Erststrang
eine PCR mit B-Tubulin-spezifischen Primern durchgefiihrt. Die AnsatzgroBe betrug 25 pl.

Als Template wurde cDNA-Erststrang 1:10 (v/v) im Reaktionsansatz verwendet.

5x RTase-Puffer: 250 mM Tris-HCI (pH 8,3) RT-Premix: 10 pl 5 x RTase-Puffer
375 mM KCl 2,5 pl ANTP-Losung
15 mM MgCl, 1 pl SuperscriptlI™ Reverse

Transkriptase (200 U/ul)
Primerkombination: B-TUB-1/B-TUB-2
Annealing: 58°C,20s
Zyklusanzahl: 30

3.4.9 Sequenzierung

Zur Bestimmung der Nukleotidsequenz von DNA wurde das von Sanger (1977)
beschriebene enzymatische Kettenabbruchverfahren in modifizierter Form verwendet. Die
Sequenzierungsreaktionen wurden unter Verwendung von Ampli-Tag-DNA-Polymerase als
Enzym durchgefiihrt. Durch die Verwendung einer hitzestabilen DNA-Polymerase kann die
Reaktion als sogenanntes Cycle-Sequencing durchgefiihrt werden. Analog zur PCR setzt sich
eine Reaktionsfolge aus Denaturierung, Primerhybridisierung und Extension der Produkte
zusammen. Zusdtzlich zu den normalen dNTPs werden der Taqg-Polymerase
Didesoxy-Nucleosid-Triphosphate als Substrat angeboten. Werden diese ddNTPs wihrend der

Extension in den neu entstehenden Strang eingebaut, kommt es zur basenspezifischen
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Termination der Synthese. Da die Reaktionsfolge zyklusweise wiederholt wird, kommt es zu
einer Anreicherung der Abbruchprodukte. Im Gegensatz zu anderen enzymatischen
Sequenzierungsreaktionen reichen bei dieser Methode geringe DNA-Mengen fiir eine
erfolgreiche Sequenzierung aus. Zur Markierung der Abbruchprodukte werden vier
verschiedene Farbstoffe mit unterscheidbaren Fluoreszensspektren [Smith er al., 1986]
eingesetzt, so dass die automatisierte Detektion der spezifischen Produkte in nur einer
Gelspur wihrend der Elektrophorese moglich ist. Diese Fluoreszensgruppen sind entweder im
Sequenzierprimer lokalisiert oder direkt an die ddNTPs gebunden. Im ersten Fall wird je
ddNTP eine eigene Reaktion durchgefiihrt (A-, C-, G- oder T-Termination), im zweiten Fall
finden alle vier Abbrucharten in einem Reaktionsansatz statt.

Fir die Sequenzierung mit fluoreszensmarkierten ddNTPs unter Verwendung
selbstsynthetisierter Oligonukleotide wurde ein Kit der Firma Applied Biosystems eingesetzt
(Taq Dye Desoxy Terminator Cycle Sequencing Kit, Best.-Nr. 901497). Das
Herstellerprotokoll fiir die Sequenzierungsreaktion wurde eingehalten. Fiir jede
Sequenzierung ist nur ein Reaktionsansatz notig. Die Sequenzierung wurde an einem
Kapillarelektrophorese-Sequenzer durchgefiihrt (ABI PRISM™ 310 genetic analycer). Die

Datenregistrierung erfolgte vollautomatisch.

3.4.10 Herstellung von Gensonden

Als Gensonden wurden humane hBD-1-cDNA-Fragmente verwendet. Die
cDNA-Fragmente wurden aus klonierten Sequenzabschnitten mittels PCR amplifiziert und

nachfolgend iiber priparative Agarosegele mit anschlieBender Aufreinigung dargestellt.

3.4.10.1 Radioaktive Markierung von cDNA-Fragmenten

Die radioaktive Markierung von cDNA-Fragmenten wurde mit einem Random
primed labelling-Kit der Firma Boehringer unter Verwendung von [*P]-dCTP nach der von
Feinberg und Vogelstein (1983) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Bei dieser Methode
wird die zu markierende DNA denaturiert und mit Hexanukleotiden zufélliger Basensequenz
(random primer) hybridisiert. Die hierbei ausgebildeten Doppelstrangbereiche dienen einer

DNA-abhidngigen DNA-Polymerase (Klenow-Fragment) als Startpunkte fiir die Synthese. Der
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neu synthetisierte komplementire DNA-Strang wurde durch den Einbau eines [*P]-dNTP
radioaktiv markiert. Fiir eine Markierungsreaktion wurden routinem@fig 50-75 ng dsDNA

verwendet. Die weitere Durchfiihrung entsprach den Herstellerangaben.

3.4.10.2 Reinigung radioaktiv markierter DNA

Um nicht eingebaute radioaktive Nukleotide im Anschluss an die
Markierungsreaktion von der markierten DNA abzutrennen, folgte eine Gelfiltration des
Ansatzes mit Einwegsidulen ("Nuctrap™ push-columns", Stratagene). Der Ansatz wurde
hierfiir mit STE-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM EDTA) auf ein
Endvolumen von 70 pl gebracht und mittels einer Einwegspritze durch die vorab mit 70 pl
STE-Puffer equilibrierte Sdule gedriickt. AnschlieBend wurde die DNA mit 70 nl STE-Puffer

eluiert.

3.4.10.3 Aktivitatsmessung

Die Messung der *P-markierten DNA-Proben fand als Cerenkov-Zihlung im
Tritiumkanal eines Scintillationszihlers (Canberra Packard, 2500 TR) statt. Die spezifische
Aktivitdt in dpm/gDNA wurde (unter Beriicksichtigung einer Zdhlausbeute von 30 %) fiir jede

Probe unmittelbar nach der Aufreinigung ermittelt.

3.4.11 Northern-Blot-Analyse

In Anlehnung an den als Southern-Blot bezeichneten vertikalen Transfer
gelelektrophoretisch aufgetrennter DNA aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran
[Southern, 1975] wird der Transfer von RNA im Anschluss an die Gelelektrophorese auf eine
Nitrocellulosemembran als Northern-Blot bezeichnet [Thomas, 1983]. Anstatt der
Nitrocellulose kann auch eine Nylonmembran mit positiven Ladungen verwendet werden. Fiir
den Transfer von Nukleinsduren aus Agarosegelen wurde eine Elektroblotapparatur
verwendet. Hierbei wird nach der Elektrophorese durch Anlegen einer Spannung von 6-10 V
der Elektrotransfer auf die Membran durchgefiihrt. Die Nukleinsduren werden dabei durch

die angelegte Spannung auf die positiv geladene Nylonmembran (Hybond N+) transferiert.
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Die Transferzeit fiir den Elektroblot betrug 45 min. Die Membran wurde anschlieend
dreimal fiir 1 min in 500 ml 5x SSC gewaschen und an der Luft getrocknet. Nach der
Trocknung wurden die Nukleinsduren mittels UV-Licht (UV-Stratalinker 2400) an der
Membran fixiert. Als RNA-Transferlosung wurde MOPS-Puffer verwendet.

3.4.11.1 Hybridisierungen

Die Hybridisierungen membrangebundener Nukleinsduren mit radioaktiv markierten
Gensonden wurden in einem temperierbaren Inkubationsofen (Bachofer, 400 HY) in
rotierenden Glasrohren durchgefiihrt. Pro Rohre wurden 10-20 ml Hybridisierungslosung
verwendet. Vor Zugabe der Aktivitit wurden die Filter iiber Nacht in der
Hybridisierungslosung  bei der jeweiligen Hybridisierungstemperatur  equilibriert.
Doppelstringige Gensonden wurden unmittelbar vor ihrer Verwendung fiir 5 min bei 100° C
im Wasserbad denaturiert. Die Hybridisierungsdauer betrug 12-16 h. Im Anschluss an die
Hybridisierung wurden die Filter zur Entfernung nicht gebundener Aktivitit und zur

Erhohung der Stringenz der Signale mit SSC-Losungen gewaschen.

Hybridisierungslosung Waschlosungen 20 x SSC
1 M NaCl 3 M NaCl
0,1 M Na,Citrat 0,3 M Tri-Natriumcitrat pH 7,0

5 x Denhardt's Reagenz

50 mM Tris-Cl pH 8,0

10 % (w/v) SDS

10 % (w/v) PEG (MW 6000)

3.4.11.2 Autoradiographie

Die noch feuchten Filter wurden in Polyethylenfolie eingeschwei3t und in einer
Rontgenfilmkassette mit einem Kodak X-Omat ARS Rontgenfilm exponiert. Die
Expositionszeit richtete sich nach der mittels eines Geigerzidhlers abgeschitzten Aktivitit des

Filters (Tage). Die Entwicklung der Rontgenfilme erfolgte gemill Herstellerangaben.
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3.4.11.3 Computergestiitzte semiquantitative Analyse der Northern-Blots

Die Northern-Blots wurden semiquantitativ durch eine computergestiitze Bildanalyse
ausgewertet [Wicht er al., 1999]. Die digitalisierten Bilder der Northern-Blots wurden
verwendet um die integrierte Dichte der Banden zu kalkulieren. Die integrierte Dichte der
einzelnen Banden wurde in “SUMDENS”-Einheiten (= Summe der Pixeldichte einer

spezifischen Bande) ausgedriickt.

3.4.12 In-situ-Hybridisierung

Zur Lokalisation der hBD-1-Transkripte im Gewebe wurde die Technik der In-situ-
Hybridisierung eingesetzt. Gefrierschnitte einer humanen Niere (10 pm) wurden in
4 9% para-Formaldehyd fixiert. Fiir die Synthese einer RNA-Sonde wurde ein cDNA-Fragment
korrespondierend mit der Peptid-Position Ser33-Lys68 von hBD-1 in einen
pGEM-T 5(+)-Vektor (Promega, Madison, WI, USA) geklont. Fiir die /n-vitro-Transkription
wurde ein ,blunt-ended”“ PCR-Produkt verwendet, das sowohl ein T7- als auch ein
SP6-Promotorelement des Vektors enthilt. Die In-vitro-Transkription erfolgte mit T7- (sense)
oder SP6- (antisense) Polymerase (Promega, Madison, WI, USA) in der Gegenwart von
#S-UTP (ICN, Eschwege) fiir 2 h bei 37° C. AnschlieBend wurde die Template-DNA mit
DNAse-I (Promega, Madison, WI, USA) entfernt. Die markierte Probe wurde
chromatographisch gereinigt (Push-Column, Stratagene, Heidelberg, Germany) und eine
Probenmenge entsprechend einer Aktivitit von 1 x 10° cpm wurde mit 1 ml
Hybridisierungspuffer verdiinnt.

Fiir die Hybridisierungsreaktion wurden die Gewebeschnitte mit 70 pul Hybridisierungspuffer
iberschichtet, mit silanisierten Deckgldsern eingedeckt und iiber Nacht bei 50° C inkubiert.
Nach einer Waschprozedur wurden die hybridisierten Gewebeschnitte auf einem Rontgenfilm
fiir 4 Tage exponiert, danach in Fotoemulsion getaucht und fiir weitere 3 Wochen bei 4° C
exponiert. (Hyperfilm Betamax, bzw. Hypercoat LM-1 Emulsion, Amersham, Braunschweig).

Nach der Filmentwicklung wurden die Gewebeschnitte mit Giemsa-Losung gegengefirbt.
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3.5 Bioassays und Funktionstest

3.5.1 Proteolytische Verdauung von Defensinen

Defensine wurden in dieser Arbeit mit den gastrointestinalen Proteasen

Chymotrypsin und Trypsin und mit dem aus Bacillus subtilis stammenden Subtilisin
fragmentiert. Trypsin hydrolisiert spezifisch Peptidbindungen C-terminal von Lysin und
Arginin, Chymotrypsin spaltet an der Carboxygruppe von Tyrosin, Phenylalanin und
Tryptophan, wihrend Subtilisin Peptidbindungen unspezifisch 16st. Die enzymatischen
Hydrolysen wurden in 100 mM Ammoniumcarbonatpuffer, pH 8,0 bzw. die Hydrolyse mit
Subtilisin in 25 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,0 durchgefiihrt. Das Verhiltnis von Protease zu
Peptid betrug 1 : 100. Nach Inkubation bei 37° C (bis zu 16 h) wurde die Reaktion durch
Erhitzen auf 60° C fiir 2 min (Subtilisin) bzw. durch Anséduern der Reaktionslésung mit 0,1 %
TFA und anschlieBendem Lyophilisieren gestoppt.
Zur Reduktion der Disulfidbriicken wurden die Peptide in der Reduktionslosung (250 mM
B-Mercaptoethanol in 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 8,0) aufgenommen und fiir 5 min
im Wasserbad gekocht. Nach Abkiihlen der Proben wurden die Reaktionsprodukte mittels
MALDI-Massenspektrometrie untersucht und ggf. iiber RP-HPLC getrennt.

3.5.2 Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitiat von Defensinen

Die antimikrobielle Potenz der Peptide wurde an folgenden Mikroorganismen
getestet: Escherichia coli BL21, Escherichia coli K12 (ATCC 23716), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus carnosus TM300, Rhodotorula rubra,
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763), Micrococcus luteus (ATCC 9341), Neisseria cinerea
(ATCC 14685), Bacillus megaterium (ATCC 14581), Bacillus subtilis (ATCC 6051) und
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525).

Der Umgang mit den Mikroorganismen erfolgte unter sterilen Arbeitsbedingungen. Die
Lagerung der Bakterien erfolgte in Form von Dauerkulturen und Arbeitskulturen. Zur
Herstellung einer Dauerkultur wurde 1 ml einer dicht bewachsenen Ubernachtkultur mit 1 ml
sterilem Glycerin versetzt, gut gemischt und bei -80° C gelagert. Arbeitskulturen wurden auf

Agarplatten angelegt. Hierzu wurde ein Aliquot einer Bakteriensuspension mit einer Impfose
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auf Petrischalen mit 1,5 % Agar in dem Nahrmedium ausgestrichen. Die Platten wurden bei
37° C bzw. 30° C iiber Nacht kultiviert und die bewachsenen

Platten bei 4° C bis zu 3 Monaten gelagert.

Die nebenstehende Abbildung zeigt eine Arbeitskultur der

Hefe Rhodotorula rubra.

Fir die Vermehrung der Bakterien wurden Kulturrdhrchen mit 5 ml des jeweiligen
Nédhrmediums mit einer Impfose beimpft und iiber Nacht bei 30° C bzw. 37° C im

Kulturschiittler bei einer Drehzahl von 200 Upm inkubiert.
Die antimikrobielle Potenz der Peptide wurde mit dem Radial-Diffusionshemmtest
nach Lehrer et al. (1991) untersucht. Bei diesem Test wird die antimikrobielle Wirkung von

Probelosungen auf in Agarose suspendierte Bakterien getestet.

Agaroselosungen fiir Inkubation bei

3rcC und 30°C
30 mg Tryptic Soy Broth (TSB) 30 mg Tryptic Soy Broth (TSB)
0,7 % (w/v) Agarose ohne EEO 0,8 % (w/v) GTG-Agarose
0,02 % (v/v) Tween 20 0,02 % (v/v) Tween 20

werden in 100 ml 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2 gelost, aufgekocht und bis zur
Anwendung bei 50° C bzw. 37° C im Wasserbad temperiert.

Zu 100 ml temperierter Agaroselosung wurden 0,5 ml einer Bakteriensuspension in
Néhrmedium, die eine optische Dichte von 1,0 bei einer Wellenldnge von 600 nm aufwies,
gegeben. Die Agaroselosung wurde in Petrischalen gegossen und bei 4° C bis zur Aushértung
gelagert. Zur Durchfiihrung des Testes wurden mit einem abgeflammten Stahlzylinder Locher
mit 3 mm Durchmesser in die Agarose gestanzt und die entstandenen Agarosezylinder durch
Anlegen eines Wasserstrahlvakuums mit einer abgeflammten Pasteurpipette entfernt. In die

Locher wurde 10 pl Probelosung pipettiert. Zur Herstellung der Probeldsungen wurden die
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Peptide lyophilisiert, ausgewogen, eine Stammlosung mit einer Konzentration von
2 ng Peptid/pl sterilem, bidestilliertem Wasser hergestellt und diese durch Serienverdiinnung
mit sterilem Wasser auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Die Testplatten wurden
entweder bei 30° C (Hefen, Bacilli, Pseudomonas, Micrococcus) oder bei 37° C (alle anderen
Stamme) fiir 16 h im Brutschrank inkubiert.

Zur Auswertung wurden die entstandenen Hemmhofdurchmesser (Inhibitionszonen) direkt
oder nach Firbung der Platten mit Giemsa-Losung (Merck, Darmstadt, Germany) gemessen
und die Radien berechnet: r" =d /2 - 1,5 mm. Der Logarithmus der Antibiotikakonzentration
und der Hemmbhofradius sind linear miteinander korreliert.

Entsprechend der Arbeit von Lehrer et al. (1991) wurde ein Inhibitionsradius (r") von 1 mm
einer Aktivitdt von 10 Einheiten gleichgesetzt. Alle Experimente wurden mindestens dreimal
durchgefiihrt. Die Aktivitit von hBD-1 wurde mit der der Referenzpeptide HNP-2,

Magainin II und Casocidin I verglichen.

3.5.3 Zellkultur und WST-1-Uberlebensassay

Um den Einfluss von Defensinen auf Sidugerzellen abzuschidtzen wurde ein
Uberlebensassay (WST-1-Assay, Boehringer Mannheim) mit drei verschiedenen Zelllinien
(NIH-3T3 Swiss Mouse Embryo-Fibroblasten, humane monozytenidhnliche THP-1, humane
Kolonkarzinom-Epithelien T 84) durchgefiihrt. Der WST-1-Assay misst in erster Linie
Zelliiberleben/-vitalitit von Zellen und nicht Proliferation. Bestimmt wird die
Uberlebensqualitit der Zellen durch die Aktivititsmessung mitochondrialer Enzyme mit dem
WST-1-Zell-Proliferationsreagenz  (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene
disulfonat).

Nachfolgend ist das Durchfiihrungsprotokoll am Beispiel der adhéirent wachsenden
NIH-3T3 Swiss Mouse Embryo-Fibroblasten (DSM ACC 59) dargestellt. Die Durchfiihrung
mit den ebenfalls adhirenten T-84-Zellen und der Suspensionszelllinie THP-1 erfolgte
entsprechend.

Die Zellen wurden bei 37° C im Brutschrank unter 10 % CO, in 75 ml Kulturflaschen
kultiviert. Am 1. Tag des Experimentes wurden die Zellen geerntet. Dazu wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und mit 0,5 % Trypsin-EDTA abgelost. Nach 2' bis 5'-Inkubation wurde

die Zell-Trypsin-Losung in Kulturmedium aufgenommen und 10 min bei 300 x g
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abzentrifugiert. Die Zellen wurden wiederum in Medium aufgenommen, das Zellpellet

sorgféltig mit der Pipette resuspendiert und die Zellen ausgezihlt. Die Losung wurde auf
0,5-1 x 10° Zellen pro ml eingestellt. Pro Kavitit wurden ca. 5.000 Zellen auf einer

96-Well-Platte (TC-Microwell 96; Nunc # 167008) ausplattiert und erneut im Brutschrank
kultiviert. Fiir jeden Wert wurden drei Messpunkte angesetzt.

Am 2. Tag erfolgte eine qualitative Priifung von Adhidrenz und Zelldichte mit dem
Mikroskop. Die Zellen miissen subkonfluent sein, da sie sonst in den Arrest gehen
(Kontaktinhibition) und nicht mehr auf Stimuli reagieren. AnschlieBend wurden die Zellen in
den Kulturplatten mit PBS gewaschen und in Medium mit 0,1 % FCS im Brutschrank
kultiviert (Hungerperiode).

Nach 16 h Pre-Inkubation wurden die Zellen wiederum gewaschen und jeweils 100 pl einer
Serienverdiinnung der entsprechenden Peptide von 1 bis 20 pg/ml geldst in Medium mit 0,0,
0,1 und 10 % FCS zugegeben. Medium ohne Peptide oder mit Tumor-Nekrose-Faktor o
(TNF-01) (Genzyme Virotech, Riisselsheim) dienten als Kontrollen. Nach einer Inkubation fiir
24 h, 48 h und 72 h wurden die iiberlebenden Zellen mit dem WST-1-Substrat entsprechend
des Herstellerprotokols fotometrisch detektiert. Die die Zellviabilitit reflektierende
Extinktion wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenlinge von
630 nm aufgenommen. Die Zellviabilitit in der Gegenwart von Defensin oder TNF-o0 wurde
in Relation zur Mediumkontrolle gesetzt. Im Anschluss an die WST-1-Messung konnen die
Zellen in der Kavitit mit eiskaltem Methanol fixiert werden. Die Firbung erfolgte mit
verdiinnter Giemsa-Firbelosung (1 Vol Giemsa, Merck auf 20 Vol 10 mM Phosphatpuffer,
pH 6.8).
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3.6 Immunologische Methoden

Tierexperimente wurden unter der Leitung von PD Dr. M. Meyer, Abteilung
,JFunktionsanalyse” durchgefiihrt. Injektionen und Blutentnahmen erfolgten unter Anleitung

von Dr. A. Heitland.

3.6.1 Herstellung polyklonaler Antikorper

Kleine Epitope und Haptene (< 2 bis 5 kD) sind hdufig wenig immunogen und zur
Auslosung einer Immunantwort auf ein Trigermolekiil angewiesen. Das zur Immunisierung
verwendete native Peptid hBD-1-(D33-Kgs) wurde iiber Carbodiimid
(1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid) an Hemocyanin (Limilus polyphemus
hemolymph Type VIII, Sigma) und Thyroglobulin (Porcine, Sigma) als Carrier gekoppelt.

1 mg Peptid wurde in 200 pl H,O aufgenommen und in 2 Aliquots zu 100 pl geteilt. Zu
jeweils einem Aliquot wurde entweder 5,7 mg Hemocyanin (MW onomer: 70 kDa) in 200 pl
H,O oder 5,7 mg Thyroglobulin (MW: 660 kDa) in 200 pl H.O gegeben sowie je 450 pg
Carbodiimid in 75 pl H>O zugesetzt. Nach Inkubation fiir 20 h im Dunkeln bei 4° C wurde
die Reaktion mit 6,9 mg Hydroxylamin in 100 pl H,O gestoppt. Die Ansitze wurden vereinigt
und mit physiologischer Kochsalzlosung auf 1 ml aufgefiillt. Die Antigenlésung wurde in
geeignete Aliquots geteilt und bis zur Anwendung bei -20° C gelagert.

Fir die Immunisierung wird das gekoppelte Peptid mit Freunds Adjuvans emulgiert.
Grundsitzlich besteht Freunds Adjuvans aus einem Mineraldl und einem Detergens, das fiir
die Herstellung einer stabilen Emulsion notwendig ist. Das Mineraldl ist nicht resorbierbar.
Nach der Injektion bleibt somit dauerhaft ein Oldepot als Fremdkorper am Ort der Injektion.
Komplettes Freunds Adjuvans (cFA) enthilt auBerdem noch abgetdtete Mykobakterien als
Immunstimulans. Diese fehlen im inkompletten Freunds Adjuvans (iFA).

Es wurden 5 weibliche NZB x NZW-Miuse im Alter von 6 - 8 Wochen mit einer
neuen Technik immunisiert, bei der den Tieren das Antigen beidseitig subcutan (sc) in den
unteren Beinbereich aulen knieaufwirts in die Hinterldufe injiziert wird. Die Immunisierung
erfolgt damit in direkter Ndhe zu den poplitealen Lymphknoten. Im Laufe von 17 Tagen
werden diese Injektionen sechsmal vorgenommen. Zur Orientierung wihrend der Injektion

wird das Fell an den Beinen vorsichtig mit einer Schere entfernt. Parallel zur subcutanen
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Injektion wird den Maiusen bei den zwei ersten Behandlungen zusitzliches Antigen
intraperitoneal (ip) appliziert.
Das gekoppelte Peptid wurde 1:1 (v/v) mit Freunds Adjuvans bzw. physiologischer

Kochsalzlosung gemischt und nach folgendem Immunisierungsschema appliziert:

Tag 17  Priming 6 pg Antigen sc (3 pg Ag in 10-20 pl Applikationsemulsion mit cFA pro Hinterlauf)
20 pg Antigen ip in 250 pl Applikationsemulsion mit cFA

Tag 14 Boost 1 6 ng Antigen sc (3 pg Ag in 10-20 pl Applikationsemulsion mit iFA pro Hinterlauf)
10 pg Antigen ip in 250 pl Applikationsemulsion mit iFA

Tag 10  Boost 2 6 pg Antigen sc (3 ng Ag in 10-20 pl Applikationslosung mit NaCl pro Hinterlauf)

Tag 7 Boost 3 6 pg Antigen sc (3 ng Ag in 10-20 pl Applikationslosung mit NaCl pro Hinterlauf)

Tag 4 Boost 4 6 pg Antigen sc (3 ng Ag in 10-20 pl Applikationslosung mit NaCl pro Hinterlauf)

Tag 1 Boost 5 6 pg Antigen sc (3 ng Ag in 10-20 pl Applikationslosung mit NaCl pro Hinterlauf)

Am Tag 0 wurden die Méuse leicht mit Ether narkotisiert und iiber den Plexus retroorbitalis
mittels einer abgebrochenen heparinisierten Kapillare entblutet. Das Blut wurde in
ReaktionsgefiBlen aufgefangen, zum Gerinnen 2 h bei RT gelagert, zentrifugiert (10 min,
4° C, 10.000 x g) und das Serum abgehoben. hBD-1-immunreaktive Seren mit ausreichendem
Antikorpertiter (siehe 3.6.2) wurden vereinigt, mit 9 Volumenteilen ,,Antibody Diluent”
(ICN, Hamburg) versetzt und die Antiserumldsung bis zur Testung und Anwendung in

verschiedenen Nachweissystemen bei 4° C gelagert.

3.6.2 ELISA zum Nachweis von Antikorpern

Zum Nachweis von hBD-1-Antikdrpern wurden alle Seren in einem ELISA
Testsystem gepriift. Der ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) ist ein schnelles und
auch fiir eine grofere Anzahl von Proben geeignetes Testsystem fiir die Suche nach den
gewiinschten Antikorpern. Das 16sliche Peptid (Antigen), gegen das die Antikorper gesucht
werden, kann dabei direkt durch unspezifische Bindung an eine Mikrotiterplatte gebunden
werden. Die so vorbereiteten Nipfe der Platte werden darauf mit den Maus-IgG enthaltenden
Seren inkubiert. Antigenspezifische Antikorper binden sich dabei an das Antigen und sind
dann ebenfalls an der Festphase gebunden. Die Nipfe werden dann mit enzymmarkierten
IgGs, die gegen Maus-IgG gerichtet sind, inkubiert. Das Enzymkonjugat bindet nur in Népfen,

die bereits im vorhergehenden Schritt Maus-IgGs gebunden haben. Gebundene
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antigenspezifische Maus-IgGs konnen nun mit Hilfe einer von dem eingebrachten Enzym
katalysierten Farbreaktion mit einem Plattenfotometer nachgewiesen werden.
96-Depot-Immunoassayplatten mit hoher Proteinbindungskapazitit (Maxisorb™,
Nunc, Dinemark) wurden mit 20 nM Antigen (synthetisches hBD-1-D3s-Kes) in
Karbonat/Bikarbonatpuffer, pH 9,6 beschichtet (100 nl/Depot, 16 h, 4° C) und anschlieend
gewaschen (dreimal je 200 pl PBS mit 0,05 % TWEEN 20/Depot). Die nachfolgenden
Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Nach der Beschichtung
wurden unspezifische Bindungsstellen mit Gelatine geblockt (1 % Gelatine in Karbonat/
Bikarbonatpuffer, pH 9,6) und die Platten erneut wie oben gewaschen. Danach wurden
jeweils 100 pl einer seriellen Verdiinnung der Antiseren (1 : 10 bis 1 : 10.000) aufgetragen.
Alle Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung. Im Anschluss an eine zweistiindige
Inkubationsperiode und drei weiteren Waschschritten wurde ein Kaninchen-anti-Maus IgG
konjugiert mit Meerrettichperoxidase zugegeben (je 100 pl emer 1 : 30.000
Verdiinnung/Depot) und 1 Stunde inkubiert. Nach weiteren Waschschritten erfolgte der
Nachweis des Antigen-Antikorper-Enzym-Komplexes durch Zugabe von TMB
(3,3’,5,5’-Tetramethyl-Benzidin), welches in Anwesenheit von H,O, zu einer farbigen
Substanz oxidiert wird. Die Reaktion wurde mit 2 M H,SO, gestoppt und der enzymatische
Substratumsatz fotometrisch erfasst. Es wird um so mehr Farbstoff gebildet, je mehr
nachzuweisende Substanz (spezifischer Antikorper) in der Probe an die Antigene der

Gefiflwand binden kann.

3.6.3 Western-Blot-Analysen

Als weiteres Testsystem wurden Immunoblots in Form von Dotblots und
Western-Blots herangezogen, einerseits um Sensitivitdit und Spezifitit des generierten
Antiserums zu testen und andererseits um das hBD-1-Peptid in Zellextrakten nachzuweisen.

Fiir den Western-Blot wurden Aliquots mit entsprechender Peptidkonzentration mit
Probenpuffer (Endkonzentration: 4 % SDS, 50 mM Tris-HCL, pH 8,45, 1 mM EDTA,
3,24 mM Dithiotreitol, 12,5 % Glyzerin, 0,002 % Bromphenolblau) gemischt und fiir 5 min
bei 95° C reduziert. Die Proben wurden in Anlehnung an die Methode von Schigger und
Jagow  (1987) auf vorgefertigten Tris-Trycine-Minigelen (BioRad, Miinchen)

elektrophoretisch getrennt. Nach der Elektrophorese wurden die Peptide auf eine hydrophobe
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Polyvinyl-Difluorid-Membran (PVDF) transferiert (Semi-Dry-Blot; Spannung 6 V, 60 mA bei
2 Mini-Gelen (ca. 10 x 8 cm); Blotdauer 1 h) Zum Blockieren von unspezifischen
Bindungsstellen wurden die Membranen anschlieBend mit 3 % FCS und 1 % Gelatine in
Tris-gepufferter Salzlosung, TBST, (10 mM Tris, 100 mM NacCl, 0,05 % TWEEN 20, pH 8,0)
fiir 30 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurden die Membranen 1 - 3 h
mit dem spezifischen Antiserum inkubiert. Im Anschluss an weitere Waschschritte wurden
immunreaktive Peptide nach einer Y:-stiindigen Inkubation mit alkalische Phosphatase
konjugiertem Ziege-anti-Maus-IgG mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT) und
5-Bromo-4-Chloro-3-indoylphosphat (BCIP) als Chromogen sichtbar gemacht.

Zur Durchfiihrung der Dotblots wurden die Peptide direkt auf eine PVDF-Membran

pipettiert, luftgetrocknet und anschlieBend wie oben beschrieben immungefirbt.

3.6.3.1 Extraktion der Peptide aus Zellen

Die Gewinnung von humanen priméren Lymphozyten und Granulozyten erfolgte aus
heparinisiertem Vollblut verschiedener gesunder Probanden mit dem Zellisolationsmedium
HistoPrep™ (Sigma Produkt Nr. H 4153) genau nach Angaben des Herstellers.

Zur Proteinextraktion wurden frisch kultivierte oder isolierte Zellen dreimal mit PBS
gewaschen, gezihlt und abschlieend zentrifugiert (10 min, 300 x g, RT). Das gewaschene
Zellsediment wurde sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Extraktion bei
-80° C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen in Homogenisationspuffer
(20 mM Tris/HCI pH 6,8, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 2 ng/ml Pepstatin, 2 pg/ml Leupeptin)
resuspendiert (5 x 10° Zellen pro ml Puffer). Der Zellaufschluss erfolgte unter stindiger
Kiihlung im Eisbad mittels eines Ultraturrax und anschlieBender Sonifikation mit einem
Ultraschallgerdt (Ultrasonic Desintegrator Sonoplus HD 70, Bandelin). Die Homogenate
wurden zentrifugiert (14.000 x g, 15 min, RT) und die Uberstinde abgenommen. Zur
Verwendung in Immunoblots wurden die Peptide aus den Uberstinden mit 4 Volumen
eiskaltem Aceton gefillt, mit sterilem Wasser resuspendiert, auf eine Endkonzentration von
2 pg/pl eingestellt und bei -20° C bis zur Analyse der 16slichen Proteine eingefroren.

Die Pellets wurden zweimal mit Homogenisationspuffer gewaschen, in
SDS-Probenpuffer (s.o.) mit 1 mM PMSF, 2 pg/ml Pepstatin, 2 pg/ml Leupeptin

resuspendiert, erneut 30 s sonifiziert und 5 min bei 95° C gekocht. AbschlieBend wurden die
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Proben 20 min bei RT zentrifugiert (14.000 x g). Die Uberstiinde wurden abgenommen und
die Pellets verworfen.

Der Proteingehalt der Uberstinde wurde mit einem kommerziellen
Proteinbestimmungsassay ~ (BCA-Assay, Pierce, Rockford, @USA) gemidfl den

Herstellerangaben bestimmit.

3.6.4 Immunhistologischer Nachweis von hBD-1 in Geweben

Der immunhistologische Nachweis von hBD-1 erfolgte an in Paraffin eingebetteten,
para-Formaldehyd fixierten, humanen Geweben. Von den Geweben wurden 5 pm diinne
Schnitte hergestellt und auf silanisierte Glasobjekttriger montiert.

Fiir die Immunfarbung wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert, zur Inaktivierung
endogener Peroxidase 30 min in H,O,/Methanol (3,6 ml 30 % H,O, in 100 ml Methanol)
inkubiert und in TBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte in eine
Blockierlosung iiberfiihrt (2 % Ziegenserum in Rotiblock® (Roth, Karlsruhe), 1 % Saponin)
um unspezifische Bindungen zu minimieren.

Fiir die Inkubation mit dem 1. Antikérper wurde eine 1 : 10 Verdiinnung des
Maus-anti-hBD-1-Antiserums in TBS mit 5 % FCS und 0,3 % Triton X 100 hergestellt und
auf die Gewebeschnitte pipettiert. Nach intensivem Waschen mit TBS folgte die Inkubation
mit dem 2. Antikorper (Peroxidase konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG, Sigma, Deisenhofen).
Der 2. Antikorper wurde 1 : 100 verdiinnt im selben Puffer wie der 1. Antikorper eingesetzt.
Immunreaktives Peptid wurde mit 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB, Sigma)
und H,O, visualisiert. Die Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Es ist essentiell, dass die Proben niemals austrocknen. Die
immungefiarbten Pridparate wurden mit Hematoxylin (Accustain Gill No. 1, Sigma)
gegengefarbt, entwissert und mit Malinol (CHROMA, Kongen) eingedeckt. Ein detailliertes
Arbeitsprotokoll fiir den immunhistologischen Nachweis von hBD-1 ist nachfolgend

aufgefiihrt.

52



3 Material und Methoden

Arbeitsprotokoll fiir den immunhistologischen Nachweis von hBD-1, HNP-1/3 und ECP.

Entparaffinieren Orangenterpen 10 min
Orangenterpen 10 min
Ethanol 100 % 10 min
Ethanol 96 % 10 min
Ethanol 70 % 10 min
Ethanol 50 % 3 min
Wasser 1 min
Methanol 1 min
Endogene Peroxidase Methanol/H,0, . 3,6 ml H>O, (30 %) per 100 ml
; 30 min
blockieren Methanol
Waschen TBST (S) 5 min 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0 +
0,01 % TWEEN 20 +1 % Saponin
Waschen TBS 5 min 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0
Waschen TBS 5 min 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0
Unspezifische Bindung | Block-Puffer 30 min Rotiblock® (Roth, Karlsruhe): TBS
blockieren (1:10); 2 % Ziegenserum
Waschen TBST (S) 5 min 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0 +
0,01 % TWEEN 20 + 1 % Saponin
1. Antikorper Maus-anti-hBD-1 verdiinnt mit Blockpuffer + 0,3 %
inkubieren (B-Defensin) 1:10 Triton X 100
DEF3 (alpha-Defensin) 90 min
1:1.000
EG2 (ECP/EPX) 1:150
Waschen TBST (S) 5 min 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8,0 +
0,01 % TWEEN 20 +1 % Saponin
Waschen TBS 5 min 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0
Waschen TBS 5 min 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8,0
2. Antikorper Ziege-anti-Maus-IgG 30 min IgG Peroxidase-konjugiert 1:100 in
inkubieren Blockpuffer + 0,3 % Triton X 100
Waschen TBS 5 min 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0
Waschen TBS 5 min 150 mM NacCl, 10 mM Tris pH 8,0
Waschen TBS 5 min 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8,0
Férben DAB (Substrat-Chromogen . Farbedauer unter Mikroskop
.. 5 - 15 min .
Losung) kontrollieren
Farbung abstoppen Wasser 1 min
Gegenfirbung Hematoxylin 10-20s Accustain, Gill No. 1, Sigma
Blduen flieBendes Wasser 10-20s
Entwissern und Ethanol 70 % .
. 3 min
montieren
Ethanol 96 % 3 min
Ethanol 100 % 3 min
Orangenterpen 3 min
Orangenterpen 3 min
Malinol 24 h bei RT trocknen lassen

Dieses Protokoll ist geeignet fiir die Immunfarbung von Formalin- und Bouin-fixierten Geweben, Zytospins sowie

Ausstrichpriparate von Gesamtblut. Die Art der Gewebefixation, Inkubationszeiten, Serumverdiinnungen usw.

wurden durch Variation dieser Parameter ermittelt und optimiert.

53



3 Material und Methoden

3.6.4.1 Evaluation der Immunfiarbung

Zur Kontrolle der Spezifitit der hBD-1-Immunfirbung wurden entsprechend
priaparierte serielle Gewebeschnitte mit Pre-Immunserum (TO) sowie mit anderen
wirrelevanten” Antikorpern (DEF3 verdiinnt 1 : 1.000; EG2 verdiinnt 1 : 150) behandelt. Zur
Beurteilung der Hintergrundfirbung wurde in allen Experimenten bei einem Priparat die
Inkubation mit dem 1. Antikdrper durch eine Inkubation mit Blocklosung ersetzt
(Negativkontrolle). Alle Pridparate wurden von zwei unabhingigen Experimentatoren
begutachtet und ausgewertet.

Um Beziechungen zwischen immunhistologischen Befunden und anderen
patientenbezogenen Daten untersuchen zu konnen, wurden nachfolgende Kriterien zur

Bewertung der Immunféarbung festgelegt.

Farbungsmusters fiir hBD-1:

-, Keine immunreaktiven Zellen

+, Vereinzelt immunreaktive Zellen

++, Moderate Anzahl von inmunreaktiven Zellen
+++, Sehr viele immunreaktive Zellen

Eine Infiltration des Gewebes durch Neutrophile, repridsentiert durch die Farbung mit dem

anti-HNP-1 bis 3 Antikorper, wurde folgendermalen quantifiziert:

-, Keine PMNs

+, Vereinzelt positive Zellen

++, Fokale Infiltration in der Lamina propria

+++, Moderate Infiltration iiberall in der Lamina propria

++++, Schwere Infiltration tiberall in Lamina propria und Epithelium

3.7 Statistik

Daten werden, wenn es nicht anders angegeben ist, als Median und
Standardabweichung dargestellt. Der Vergleich verschiedener Patientengruppen erfolgte mit
dem Mann-Whitney U-Test mit Bonferroni’s Korrektur fiir zwei Stichproben und mit dem

Kruskal-Wallis Test fiir drei Proben.
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4.0 Ergebnisse

4.1 B-Defensin-1 in humanen Korperfliissigkeiten

4.1.1 Identifizierung von hBD-1 in Himofiltrat und Urin

hBD-1 wurde erstmals als Peptid mit 36 AS identifiziert [Bensch et al., 1995]. Es ist
die im Blut zirkulierende Form des N-terminal verkiirzten, 68 AS langen Prepropeptides. Auf
der Suche nach hBD-1 in anderen Korperfliissigkeiten ergaben peptidanalytische
Untersuchungen Hinweise, dass hBD-1 auch im humanen Urin vorkommt. Mittels
systematischer massenspektrometrischer Analyse der Urin- und Himofiltratpeptidbank

wurden alle theoretisch moglichen Varianten von hBD-1 gesucht (Abb. 4.1).

:
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5853 4853.4 HNP-1-{52-94)
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Abb. 4.1: Massenspektrometrische Analyse einer Priparation basischer Polypeptide aus humanem
Hamofiltrat (Hamofiltrat, pH-Pool 7, Fraktion 25). hBD-1-(Ds3-Kes) tritt als Hauptkomponente auf. Identifiziert

sind weiter hBD-1-(N3-Kgs) sowie verschiedene N-terminal verkiirzte Formen der o-Defensine HNP-1 und

HNP-3.
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Die Kombination der chromatographischen Fraktionierung und
massenspektrometrischen Detektion erlaubt es, peptidhaltige Fraktionen ohne Kenntnis ihrer
Funktion(en) im Hinblick auf Molekiilvarianten bestimmter Peptide zu analysieren. So
konnen unterschiedliche Molekiilformen von hBD-1 ohne Einsatz von biologischen Tests

gewonnen und anschlieBend funktionell charakterisiert werden.

4.1.2 Molekulare Defensin-Varianten in Hamofiltrat und Urin

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die molekularen Varianten von hBD-1
systematisch im Hamofiltrat und im Urin identifiziert (Tabelle II). Auf der Grundlage
moglicher enzymatischer Hydrolysen von Defensinmolekiilen wurden die Massen theoretisch
entstehender Spaltprodukte berechnet und die Massenspektrogramme der verschiedenen
Fraktionen von Hiamofiltrat- und Urin-Peptidbank auf das Vorhandensein dieser potentiellen
Defensinmolekiile untersucht. Mogliche Kandidaten wurden isoliert, die Masse der Peptide
bestimmt und die Identitdt durch N-terminale Aminosiduresequenzierung bestitigt. Damit sind

nach unserer Auffassung die wichtigsten hBD-1-Molekiile dargestellt.

Tabelle II: Zusammenfassung identifizierter Defensine in Hamofiltrat und Urin

Peptid Variante Herkunft kalkulierte | mittlere Masse Menge (pmol/l)
Masse (Da) (Da) ESI-MS
(+/- 0.02%) U HF
hBD-1 1.25-K68 | U/HF-Pool 7 | 4.750,4 4.750,5 5.000 3
hBD-1 T26-K68 | U/HF-Pool 7| 4.637,3 4.637,3 1.000 1,6
hBD-1 G29-K68 U/-Pool 7| 4.366,1 4.366,9 5 -
hBD-1 D33-K68 | U/HF-Pool 7 | 3.928,5 3.928,6 5 520
hBD-1 N36-K68 -/HF-Pool 7 | 3.513,1 3.513,1 - 170
HNP-1/2 E20-C94 HF-Pool 4 | 8.2324 8.232,5 n.a. 8
HNP-1/2 L22-C94 HF-Pool 4 | 8.006,2 8.006,2 n.a. 5
HNP-3 1.22-C94 HF-Pool 4 | 8.050,2 8.050,3 n.a. 20
HNP-1/2 R25-C94 HF-Pool 4 | 7.693,8 7.693,9 n.a. 8
HNP-1/2 V29-C94 HF-Pool 4 | 7.2223 7.222,4 n.a. 2
HNP-1/2 S52-C94 HF-Pool 7 | 4.846,7 4.846,7 n.a. 0,5
HNP-3 S52-C94 HF-Pool 7 | 4.890,7 4.890,7 n.a. 0,5

Alle Peptide wurden mittels Massenspektrometrie und Peptidsequenzierung identifiziert. Die Peptidmengen
wurden aus den initialen Ausbeuten der Aminosduresequenzierung abgeschitzt. Abkiirzungen: HF, Hamofiltrat;

U, Urin; n.a., nicht analysiert.
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Alle identifizierten B-Defensinpeptide waren N-terminal verkiirzte Formen des
68 AS langen Prepro-hBD-1.

Die quantitativ im Urin vorkommende Hauptform ist das 44 AS enthaltende
hBD-1-(L,s-Keg) mit einer mittleren Masse von 4750,5 Dalton. Es ist die ldngste detektierbare
Form in beiden Korperfliissigkeiten. Im Urin kommen drei weitere N-terminal verkiirzte
Peptide (hBD-1-(T2-Kes), hBD-1-(G29-Kes) und hBD-1-(Ds3-Kes)) mit mittleren Massen von
4637,3, 4366,9 und 3928,6 Dalton vor (Abb. 4.2). Die Konzentration der drei Varianten ist

eine GroBenordnung geringer als die der Hauptform.
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Abb. 4.2: hBD-1-Varianten in humanem Urin. MALDI-MS einer Subfraktion von Urin pH-Pool 7. Appliziert
wurden 1 pl Eluat mit o-Cyano-4-hydroxyzimtsdure als Matrixsubstanz. Der Ausschnitt oben rechts zeigt eine

VergroBerung des relevanten Massebereiches. Ordinate: Ratio von relativer Masse und Ladung (m/z).

Im Hiamofiltrat findet sich ein anderes Verteilungsmuster von hBD-1-Varianten. In
den hochsten Konzentrationen kommen die 36- und 33-AS-langen Peptide hBD-1-(D33-Kes)
und hBD-1-(N3¢-Kgs) vor. Die beiden ldngeren Peptide hBD-1-(L»s-Kgs) und hBD-1-(T26-Kes)
werden nur in Spuren detektiert (Abb. 4.3 A).
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Abb. 4.3 A: Molekulare Varianten von hBD-1 im Hamofiltrat und Urin. Die Pfeile zeigen die Spaltstellen
der im Hamofiltrat und Urin gefundenen Defensin-Varianten (in vivo). Die jeweiligen relativen Konzentrationen
wurden mittels der initialen Ausbeuten wihrend der Aminosduresequenzierung abgeschitzt. (n.d. = nicht
detektierbar). Die Pfeilspitzen kennzeichnen die Produkte einer chymotryptischen Hydrolyse (siehe auch Abschnitt

4.1.4) von hBD-1-(L,s-Kes) (in vitro).

4.1.3 Molekulare o-Defensin-Varianten im Hamofiltrat

Neben den B-Defensin-1-Varianten finden sich im Eluat von Hamofiltrat pH-Pool-7
N-terminal verkiirzte Formen der o-Defensine HNP-1/2 und HNP-3. Die entsprechenden

HNP-Propeptide kommen in pH-Pool 4 vor (Abb. 4.3 B; Tabelle II).

HNP-1 (3) PreProPeptid

[»Y
MMRTLAILAAILLVALGAQA EP LOA RADE vmnm*mvwsuwne sw‘mms‘ax‘uﬂcvwmmmemmmm
putatives Signalpeptid

Abb. 4.3 B: Molekulare Varianten von HNP-1 bis 3 im Hamofiltrat. Die Pfeile zeigen die Spaltstellen der im
Hiamofiltrat gefundenen o-Defensin-Varianten. Die Sterne markieren in der Literatur beschriebene Spaltstellen in

HNP-1 (Aes)/HNP-3 (De¢s) [Harwig et al., 1992; Valore et al., 1996].

4.1.4 Proteasestabilitit von hBD-1

Das Muster der identifizierten Varianten von hBD-1 in vivo ergibt einige Hinweise
auf eine mogliche Interaktion mit einer Chymotrypsin-dhnlichen Protease. Um diese
Hinweise zu untersuchen, wurde die langste verfiigbare Variante, hBD-1-(L,s-Kes), aus Urin
isoliert und mit Chymotrypsin proteolytisch verdaut. Die Reaktionsprodukte wurden
massenspektrometrisch detektiert.

Alle im Urin und Hamofiltrat identifizierten Varianten ausgenommen hBD-1-(T2-Kes)

sind als Reaktionsprodukte nachweisbar (Abb. 4.3 A). Hauptspaltprodukt ist hBD-1-(G29-Kes),
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gefolgt von der in vivo nicht nachweisbaren Variante hBD-1-(R3-Ke). Die kiirzeste
beobachtete Variante ist hBD-1-(N3¢-Kes). Die Bildung der in vivo detektierten Variante
hBD-1-(T26-Kegs) 1st nicht nachweisbar. Vermutlich kann die Endoprotease Chymotrypsin eine

einzelne endstindige Aminosiure nicht hydrolysieren.

hBD-1 Abbau durch Chymotrypsin

MASSE (m/z) 3500 4000 45730 5000

Abb. 4.4: Proteolyse von hBD-1 durch Chymotrypsin. Massenspektroskopische Analyse der Spaltprodukte
nach verschiedenen Inkubationszeiten (T in min). Die Aminosduren der Spaltstellen sind im Einbuchstabenkode

angegeben.

Trotz mehrerer potentieller Spaltstellen wird keine Degradation des C-terminalen
Anteils von Nss bis Kgs beobachtet. Obwohl der N-terminale Teil des hBD-1-Molekiils fiir
Chymotrypsin zugédnglich erscheint, ist die enzymatische Reaktion sehr langsam. Selbst unter
Konditionen, die gewdhnlich fiir eine vollstdndige Proteolyse ausreichen (16 h Inkubation,
Peptid zu Proteaseverhiltnis von 1 : 100 (w/w)), wird ein groBer Teil des Eduktes nicht
degradiert (Abb. 4.4). In entsprechenden Experimenten zeigt sich der C-Terminus von HNP-2

ebenfalls resistent gegen eine chymotryptische Verdauung.

59



4 Ergebnisse

4.1.5 Isolierung und Reinigung von nativem hBD-1

Zur Charakterisierung des natiirlichen hBD-1 muss natives Material benutzt werden.
Als Quelle dienen Hamofiltrat und Urin. Die Isolierung von hBD-1 aus den entsprechenden
Fraktionen der Peptidbank bis zum homogenen Peptid erfolgt routinegemal iiber drei weitere

chromatographische Trennschritte.

In der nachfolgenden Grafik ist die Isolierung der P-Defensin-Variante
hBD-1-(L»s-Kes) aus Urin beispielhaft dargestellt (Abb. 4.5 A - D). 10 1 Urin von gesunden
erwachsenen Spendern (Alter: 23 - 58 Jahre) ist gepoolt, auf pH 2,5 eingestellt und filtriert.
Das Filtrat wird mittels Kationenaustausch-Chromatographie (Fractogel TSK SP 650 (M),
10 x 125 mm, Merck, Darmstadt) in 7 Fraktionen (pH-Pools) getrennt. (A) Pool 7 wird auf
einer RP-C4-Séule mit einem linearen Gradienten von 2 % B/min fraktioniert. Solventsystem:
Puffer A =0,1 % TFA in Wasser. Puffer B = 80 % Acetonitril, 0,1 % TFA. B-Defensin-haltige
Fraktionen konnen mittels MALDI/ESI-MS identifiziert und individuell gepoolt werden.
(B) Fiir die MALDI-MS wird 1 pl Eluat mit o-Cyano-4-hydroxyzimtsdure als Matrixsubstanz
appliziert. (C) Rechromatographie von Fraktion 32 mittels RP-C18-Sdule mit einer Flussrate
von 0,7 ml/min und einem linearen Gradienten von 0,5 % B/min von 25 % auf 45 % B.
hBD-1-(L,s-Kes) eluiert bei ca. 37 % B (Fraktion 5). (D) Die markierte Fraktion wird
abschlieBend auf einer RP-C18-Siule mit sehr feinem Trigermaterial (120 A, 5 pm)
gereinigt. Die Fraktionen von Elutionszeit 23 bis 25 werden vereinigt, die Reinheit durch
Kapillarzonen-Elektrophorese bestitigt (sieche Einsatz) und mittels Aminosdureanalyse auf

Ihre Identitit gepriift.

Eine Priparation aus 10 1 Urin ergibt eine Ausbeute von 136 ng hBD-1-(L2s-Kes) mit
einer Reinheit von ca. 95 %.
Aus 10.000 1 Hamofiltrat werden 2,4 mg hBD-1-(D-Ke) und 1,2 mg

hBD-1-(N36-Kes) mit einer Reinheit von > 85 % gewonnen.
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Abb. 4.5: Isolierung
von hBD'l'(LZS'KﬁS)
aus humanem Urin.
(A) Erster Reinigungs-
schritt auf einer RP-C4-
Séule.

(B) MALDI-MS von
Fraktion 32: Das Signal
fiir hBD—]—(sz—Kﬁg) ist
mit einem Stern
markiert.

Ordinate: Ratio  von
relativer Masse und
Ladung (m/z).

(C) Rechromatographie
von Fraktion 32 mit
einer RP-C18-Siule.
hBD-1-(Lys-Kgg)  eluiert
bei ungefihr 37 % B
(Fraktion 5).

(D) AbschlieBender
Reinigungsschritt ~ mit
einer RP-C18 Siule. Die
Fraktionen der Elutions-
zeit von 23 bis 25 min
werden gepoolt und
mittels CZE auf Reinheit
(sieche  Einsatz) und
mittels Aminoséiure-
analyse auf Ihre Identitit
gepriift.
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4.2 Nachweis der antimikrobiellen Aktivitat von hBD-1
4.2.1 Antibiotisches Wirkungsspektrum

Um festzustellen, welche Mikroorganismen durch hBD-1 in ihrem Wachstum
gehemmt werden, wurde die antimikrobielle Aktivitit gegen unterschiedliche
Bakteriengruppen und Hefen im Radialdiffusionstest gepriift. Zur Charakterisierung der
antimikrobiellen Eigenschaften von drei isolierten hBD-1-Varianten wurden aerobe

Mikroorganismen verschiedener taxonomischer Familien genutzt. Getestet wurden:

Mycetaceae (Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula rubra)

Bacillaceae (Bacillus subtilis, Bacillus megaterium; Gram-positive Stiabchen)

Pseudomonadaceae (Pseudomonas fluorescens; Gram-negative Stibchen)

Enterobacteriaceae  (Escherichia coli; Gram-negative Stibchen)

Nesseriaceae (Neisseria cinerea; Gram-negative Kokken)

Micrococcaceae (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus carnosus, Micrococcus
luteus; Gram-positive Kokken)

Als antimikrobielle Referenzpeptide werden
HNP-2, Magainin-II und Casocidin-I eingesetzt.
Abbildung 4.6 zeigt das typische Bild eines

Radial-Diffusionshemmtests.

Abb. 4.6: Radial-Diffusionshemmtest von
antimikrobiellen Peptiden gegen Bacillus subtilis. Die
hellen Hemmhofe lassen die antimikrobielle Wirkung der \
Peptide erkennen. Es sind folgende Peptide getestet: Im
Uhrzeigersinn ab (A) 10 pg hBD-1-(Ds-Kgs); 10 pg
hBD-1-(N35-Kes); Magainin-II 1, 3, 5 pg; Casocidin-I 1, 5,

10 pg; x-Casocidin 1, 5, 10 pg.

Von den 11 getesteten Mikroben inhibieren die hBD-1-Varianten nur das Wachstum
von Bacillus megaterium, Bacillus subtilis und Staphylococcus carnosus so effektiv wie die
Referenzpeptide Magainin-II. und «-Casocidin. Gegen die anderen getesteten

Mikroorganismen ist das Inhibitionspotential der Referenzpeptide ca. 10-fach groBer als das
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der B-Defensinvarianten. Auch das antimikrobielle Potential von HNP-2 ist deutlich hoher,

wenngleich HNP-2, wie auch hBD-1, nicht das Wachstum von allen getesteten Mikroben
inhibiert (Tabelle III).

Ein Vergleich der lidngsten Variante hBD-1-(L,s-K¢s) mit der kiirzesten Variante
hBD-1-(N36-Kes) ergibt keinen erkennbaren Unterschied in der antimikrobiellen Aktivitét. Die
Variante mittlerer Linge hBD-1-(Ds3-Kes) 1st bedeutend weniger aktiv gegen Bacilli und zeigt

fast keine Aktivitit gegen Staphylococcus carnosus (Abb. 4.7).

Weitere Tests mit den Peptidvarianten hBD-1-(Ds3-Kes) und hBD-1-(N36-Kes) zeigen
eine schwache (kleiner als 10 U/10 pg) Wachstumsinhibition von Saccharomyces cerivisiae,
Micrococcus luteus, Neisseria cinerea, Escherichia coli K12 und Pseudomonas fluorescens.
Keine Inhibition wird bei Rhodotorula rubra, Escherichia coli BL 21 und Staphylococcus

epidermidis gesehen (Tabelle III).

Tabelle III: Antimikrobielles Wirkungsspektrum von hBD-1 und HNP-2 gegen

verschiedene Mikroorganismen unter ,,Standardbedingungen” (Abschnitt 3.1.1 / 3.5.2).

Stamm hBD-1 hBD-1 hBD-1 HNP-2 | Membran
(N36-Kss) (D33-Kes) (L25-Kes) (1 ng)

Saccharomyces cerevisiae +++ ++ n.g. +++ Hefe

Rhodotorula rubra - - n.g. + Hefe

Bacillus subtilis 4+ ++ 4+ +++ Gram +
Bacillus megaterium 4+ 4+ 4+ +++ Gram +
Pseudomonas fluorescens - ++ n.g. - Gram -
Escherichia coli K12 + ++ + - Gram -
Escherichia coli BL 21 - - n.g. + Gram -
Neisseria cinerea ++ + n.g. 44+ Gram -
Staphylococcus epidermidis - - n.g. - Gram +
Staphylococcus carnosus 4+ + 4+ +++ Gram +
Micrococcus luteus n.g. ++ n.g. +++ Gram +

Es wurden jeweils 10 pg hBD-1 eingesetzt. Einteilung der Wachtumsinhibition: n.g., nicht getestet; -, keine

Inhibition; +, schwache Inhibition < 5 U; ++, moderate Inhibition 5 - 10 U; +++, starke Inhibition > 10 U
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4.2.2 Inhibition der antibakteriellen Aktivitat von hBD-1 durch Salz

Die beobachtete antimikrobielle Aktivitit aller getesteten molekularen Varianten
von hBD-1 wird bei Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Staphylococcus carnosus und
Escherichia coli K12 durch Zusatz von 100 mM NaCl zu den Testplatten vollstindig
aufgehoben (Abb. 4.7, links)

250

R-Defensine - Referenzpeptide

Units

T+ 100 mMNaCl | + 100 mM N&Cl
P T EY OTER
ls l8 '2 ::: E % E 2 %
£ Q@ < s 8 5 8
v v Y -] «
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E. coli K12 7] Bacil. subtilis
/1 Bacil. megaterium B Staph. carnosus

Abb. 4.7: Vergleich der antimikrobiellen Potenz und Salzempfindlichkeit verschiedener antibiotischer
Peptide gegen 4 getestete Stamme. Die gestapelten Sdulen geben die antimikrobielle Aktivitdt von 10 pg Peptid
(1 pg fir HNP-2!) an, die im Radial-Diffusionstest bestimmt wurde. Die Platten wurden mit 100 mM NaCl

supplementiert oder nicht. Die Daten reprisentieren die Mittelwerte von 3 Experimenten.
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Im Gegensatz dazu wird die antimikrobielle Aktivitit des o-Defensins HNP-2 und
der linearen Peptide Magainin-II und Casocidin-I nicht inhibiert, wenngleich die Experimente
tendenziell zeigen, dass die antimikrobielle Potenz dieser Peptide durch den Salzgehalt des
Mediums moduliert werden kann. So ist z.B. die antibiotische Wirkung von Casocidin-I in
salzhaltigem Medium gegen Escherichia.coli K12 und Bacillus subtilis abgeschwicht,

wohingegen das Wachstum von Bacillus megaterium stiarker inhibiert wird (Abb. 4.7).

4.2.3 Modulation der antibakteriellen Aktivitat von hBD-1 durch den pH

hBD-1 liegt in Geweben und Mikrokompartimenten mit sehr unterschiedlichem
pH-Wert und unterschiedlichen lokalen Konzentrationen vor. Deshalb haben wir den Einfluss
des Medium-pH auf die antibakterielle Potenz von hBD-1-(Ds¢-Kgs) an vier Stimmen, die
durch diese Variante im Wachstum inhibiert werden, getestet.
Die antimikrobielle Aktivitdit von hBD-1 wird durch den pH-Wert des Mediums
moduliert. Bei drei getesteten Keimen ist die antimikrobielle Aktivitdt bei Ansduern des
Plattenmediums (pH 6,2) erhoht. Im Gegensatz dazu ist das Wachstum von Micrococcus

luteus effektiver im neutralen Milieu (pH 7,2) gehemmt.

21
’E‘ pH6.2
£ — pH 7.2
= 16-
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c
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c
o)
=
2 6
e
=
1 -
Neiss. cinerea (gram -)  Bacil. megat. (gram +) Bacil. subt. (gram +) M. luteus (gram +)

Abb. 4.8: Modulation der antimikrobiellen Potenz von hBD-1-(D;,-K¢s) durch den pH. Die Sdulen geben
die im Radial-Diffusionstest bestimmte antimikrobielle Aktivitdt von 10 pg Peptid an. Die Daten reprasentieren

die Mittelwerte von 2 Experimenten.
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4.3 Einfluss von hBD-1 auf hohere Eukaryoten

Endogene Peptidantibiotika dienen hoheren Eukaryoten zur Abwehr von
Prokaryoten. Bei Sdugern werden Defensine exprimiert, ohne die Wirtszellen selbst zu
schiadigen. Dennoch wird in einzelnen Fillen beobachtet, dass sich das antibiotische Potential
von Defensinen gelegentlich auf niedere Eukaryoten (Hefen; siehe Tabelle III) und auf
Saugerzellen erstreckt. So zeigen o-Defensine eine unspezifische zytotoxische Aktivitét
gegen eine Reihe von normalen und malignen Zellen, einschlieBlich Zellen, die resistent

gegen TNF-o und NKCF (natural killer cytotoxic factor) sind [Lehrer et al., 1993].

Der Einfluss von hBD-1 auf das Wachstum von Sdugerzellen wurde getestet. Dazu
dienten (1) die Maus-Zelllinie NIH-3T3, ein kontakt-inhibierter, adhidrent wachsender
Fibroblasten-Zelltyp, (2) die monozytendhnliche humane Zelllinie THP-1 und (3) die humane
Darmepithelzelllinie T 84. In einem kolometrischen Test (WST-1-Test) wurde die

Zellproliferation analysiert.

Grundsitzlich hat hBD-1 keinen (THP-1, T 84) oder nur einen sehr geringen
(NIH-3T3; Passage 38!) Einfluss auf die Uberlebensrate der untersuchten Zelllinien.

Bei NIH-3T3-Fibroblasten kann aber unter dem Einfluss von hBD-1 eine tendenzielle,
wenn auch statistisch nicht signifikante Abnahme der Uberlebensrate beobachtet werden.
Bezogen auf die ohne Zusatz von hBD-1 kultivierten Zellen (Uberlebensrate definiert als
100 %) fiihrten bei ,,jungen” NIH-3T3-Fibroblasten erst hohe hBD-1-Konzentrationen
(> 10 pg/ml) und lange Inkubationszeiten (> 48 h) zu einer um ca. 15 % erhdhten Zunahme

der Zellsterblichkeit (Daten nicht gezeigt).

Eine signifikante Abnahme der Uberlebensfihigkeit von NIH-3T3-Zellen zeigt sich
erst bei Verwendung einer Zellcharge mit hoher Passagezahl (> 180 Passagen), obwohl die
unbehandelten Zellen dieser Passagen im Vergleich zu den Zellen mit niedriger Passagezahl

lichtmikroskopisch keine Auffilligkeiten zeigen.
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Das Wachstum dieser Zellen wird sowohl durch hBD-1-(Ds:-Kes) als auch
hBD-1-(N36-Kes) dosisabhingig inhibiert (Abb. 4.9 A).
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Abb. 4.9: Bestimmung der Lebensfahigkeit von NIH-3T3-Zellen in Gegenwart von Defensinen mittels eines
kolometrischen Tests. (A) Zytotoxizititsprofil der B-Defensin-Varianten hBD-1-(Ds3-Kes) und hBD-1-(N3s-Kss) sowie
fiir das o-Defensin HNP-2. Leere Symbole indizieren die Inkubation in Gegenwart von 10 % FCS. Humanes
rekombinantes TNF-o dient als Kontrollsubstanz. Die Extinktion wird nach 48 Stunden Inkubationszeit mit oder ohne
Defensin mit 0,1 % FCS im Medium gemessen. Die von den unbehandelten Kontrollzellen erhaltenen Werte werden als
100 % Lebensfahigkeit definiert. Alle Datenpunkte sind die Mittelwerte aus zwei jeweils im Triplikat durchgefiihrten
Experimenten. (B) Dosis-Wirkungs-Profil von hBD-1-(Dx-Kes) nach drei verschiedenen Inkubationszeiten.
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Die Aktivitit von hBD-1-(Ds3-Kes) ist abhédngig von der Inkubationszeit. Bei einer
Peptidkonzentration von 20 pg/ml fiihrt eine Inkubation fiir 24 h zu einer Reduktion der
Zell-Lebensfidhigkeit auf etwa 75 %, wogegen nach einer Langzeitinkubation iiber 72 h nur
20 % Lebensfihigkeit verbleiben (Abb. 4.9 B).

Der inhibitorische Effekt auf die Zellen wird nur bei niedrigen

Serumkonzentrationen (0,1 % FCS) beobachtet (Abb. 4.9 A).

Die mikroskopische Analyse der Zellen eroffnete signifikante Verdnderungen in der
Zellmorphologie. hBD-1 induziert eine Formation von dichten Zellkernen und fiihrt zu einem

stark reduzierten, basophilen Zytoplasma (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Einfluss von B-Defensin-1 auf NIH-3T3-Mausfibroblasten. Mikroskopische Aufnahme von

NIH-3T3-Zellen. Firbung mit GIEMSA. Vergroerung 200 x. Die Zellen werden auf Glasplittchen in DMEM
mit 0,1 % FCS kultiviert. LINKS: Unbehandelte Zellen. RECHTS: Die Zellen wurden mit 20 pg hBD-1/ml
Medium fiir 48 Stunden inkubiert.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass hBD-1 im Allgemeinen keinen schiddigenden Einfluss
auf Sidugerzellen ausiibt. Primdr beeinflusst hBD-1 das Wachstum von Prokaryoten.
Andererseits weisen die  Resultate darauf hin, dass ,,unphysiologisch” hohe
hBD-1-Konzentrationen bei lingerer Einwirkung auch die Wirtszellen schidigen konnen. Die
hohere Anfilligkeit von Zellen, die bereits eine groBe Anzahl von Zellzyklen absolviert
haben, deuten an, dass eine mogliche antibiotische Wirkung von hBD-1 auf Sidugerzellen,
dhnlich den antimikrobiellen Eigenschaften (Abschnitt 4.2), auch von dem Zustand, d.h. der

Fitness dieser Zellen abhingt.'

Der Einfluss von hBD-1 auf Eukaryoten im Detail muss in weiteren Studien aufgeklért
werden, wenn ausreichende Ressourcen zur Durchfiihrung entsprechender Experimente zur
Verfiigung stehen. Insbesondere die Aufklarung der tatsdchlichen Wirkungsmechanismen von
hBD-1 auf Membranen wird neue Moglichkeiten fiir weitere Experimente zur funktionellen

Charakterisierung dieses Peptids eroffnen.

! Personliche Stellungnahme: Die ,,cytotoxische Aktivitit” auf NIH-3T3-Mausfibroblasten
wird vom Betreuer, Herrn Prof. W. G. Forssmann, als fragwiirdig bezeichnet. Diese von Herrn
J. Grabowsky und Herrn Dr. H. D. Zucht erhaltenen Ergebnisse sollten wegen der Bedeutung
fiir einen solchen Effekt ausfiihrlicher bearbeitet werden. Wegen Ausscheidens von Herrn Dr.
H. D. Zucht aus dem Institut, wurde dieses Projekt, dessen Ergebnisse im Eur J Med Res 3
(7), 315-323 (1998) publiziert sind, nicht weitergefiihrt. Fiir diese im Eur J Med Res und in
dieser Arbeit publizierten Anteile der Arbeit iibernimmt Herr Prof. W.G. Forssmann keine
Verantwortung.
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4.4 Expression von 3-Defensin-1-mRNA

Eine Voraussetzung zur Aufkldarung der Funktion des hBD-1 ist die Kenntnis der
exakten Expressionsorte auf Gewebe- und Zellebene. Zur Lokalisation der hBD-1-Expression
wurden daher RT-PCR-Experimente mit humanen Geweben und Zelllinien durchgefiihrt.

Es zeigt sich, dass hBD-1 nicht nur, wie bereits bekannt, in der Lunge, den dueren
Atemorganen oder dem Genitaltrakt exprimiert wird. In nahezu allen bisher untersuchten
sekretorisch-epithelialen Geweben wie Parotis, Speicheldriisen, Trachea, Lunge, Pankreas,
Leber, Niere, Prostata, Placenta, Vagina, Darm und Harnblase kann die spezifische mRNA
fiir hBD-1 nachgewiesen werden. Interessanterweise wird eine hBD-1-Expression in Magen,
Milz, Gehirn und Testis nicht gezeigt.

Von den untersuchten humanen Zelllinien exprimieren IHKE-Zellen (eine
Nierenzelllinie aus immortalisierten distalen Tubuluszellen) sowie die monozytendhnlichen
Linien U 937 (DSM ACC 5) und THP-1 (DSM ACC 16) hBD-1-mRNA. Im Gegensatz zu den
letztgenannten Zelllinien konnen in den aus Vollblut isolierten primidren Leukozyten keine

hBD-1-spezifischen Transkripte nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 4.11: RT-PCR-Analyse von
hBD-1-Transkripten im humanen
Urogenitaltrakt und diversen
Zelllinien. Gesamt RNA aus humanen
Geweben und Zellkulturen wurde mit
' dem RNeasy Total RNA Kit (Qiagen,
Hilden) extrahiert und mittels Reverser
Transkriptase (Superscript II, Gibco
BRL, Eggenstein) in cDNA
umgeschrieben. Die Amplifikation von
hBD-1-Transkripten wurde mit
Taq-DNA-Polymerase  durchgefiihrt.
Amplifikationsbedingungen: Pre-PCR:
94° C fiir 5 min, 55° C fiir 5 min, 72° C
fiir 0,5 min; PCR: 94° C fiir 0,1 min,
- dann 35 Zyklen von 94° C fiir 0,5 min,
+ 55° C fiir 0,5 min, 72° C fiir 0,5 min
" mit einer finalen Elongation von 72° C

Kontroyje

L

GRS

o R
g & T
e = DS

R-Tubulin

fiir 7 min.
Die verwendeten Primer fiihrten zu

einem Amplikon von 298 Basenpaaren.

hBD-1-F1: 5’-CCATGAGAACTTCCTACCTTCTGC-3’;

hBD-1-R1: 5’-CCAAGTGCTGCAAGTGAG-3".

bp = Basenpaare; IHKE = immortilized human Kkidney epithelial cell line; THP-1 und U 937 =
Monozyten-dhnliche Zelllinien; LN 405 = Astrozyten-dhnliche Zelllinie. Kontrolle = Reaktionsansatz ohne
Template. Zur Kontrolle der Erststrangsynthese wurde von jedem cDNA-Erststrang eine PCR mit spezifischen
Primern fiir das ubiquitére B-Tubulin durchgefiihrt.
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Im Allgemeinen ist die hBD-1-Expression in den untersuchten Proben sehr niedrig.
Zur detektierbaren Amplifikation spezifischer cDNA werden grundsitzlich 35 - 40 Zyklen
notwendig. Die extrahierbare RNA-Menge reicht in der Regel nicht aus, um die
hBD-1-Expression einer weiteren, auch quantitativen Analyse z.B. mittels Northern-Blot
zuginglich zu machen. Eine Ausnahme bildet Gewebe aus humanen Bauchspeicheldriisen
(siehe Abschnitt 4.8).

Tabelle III gibt eine aus eigenen Beobachtungen und Literaturdaten
zusammengestellte Ubersicht iiber B-Defensin-1-exprimierende Organe und Zellen im

Menschen.

Tabelle III: B-Defensin-1-Transkripte (RT-PCR) in humanen Organen

Verschiedenes Urogenitaltrakt Gastrointestinaltrakt
Lunge® %56 + Niere* ! ++ Speicheldriisen* ® +
Haut*? ? Harnblase (+) Magen™ -
Herzmuskel® (+)  Testis® - Pankreas™° ++
Brustdriise® + Prostata® + Leber™® +
Thymus® (+) Harnrohre* ¢ + Darm™ ¢ +
Gehirn*° - Schwellkorper®  + -Duodenum ?
Knochenmark® - Uterus™' + -Jejunum (+)
Leukozyten™ - Vagina® '-° + -Tleum (+)
Makrophagen* + [HKE* + -Caecum (+)
Epithelzellen*®  (+) HEK-293EBNA* - -Kolon +
SNB 60/LN 405* - -Rektum (+)
THP-1/U 937* + Intestinale Mastzellen” -

- = Expression negativ; (?7) = Expression fraglich; (+) = schwache Expression; + = Expression positiv; ++ = starke
Expression; IHKE = immortilized human kidney epithelial cell line; THP-1 und U 937 = Monozyten-dhnliche
Zelllinien; HEK-293EBNA = human embryonal kidney cells; LN 405 and SNB 60 = Astrozyten-dhnliche Zelllinie.
# = eigene Beobachtungen. Zitierte Veroffentlichungen: 1. Bensch, K.W., Raida, M., Migert, H.J.,
Schulz-Knappe, P., Forssmann, W.G.: hBD-1: A novel beta-defensin from human plasma. FEBS Lett. 368:
331-335 (1995); 2. Goldmann, M.J., Anderson, G.M., Stolzenberg, E.D., Prasad Kari, U., Zasloff, M., Wilson,
J.M.: Human beta-Defensin-1 is a salt-sensitive antibiotic in lung that is inactivated in cystic fibrosis. Cell 88:
553-560 (1997); 3. Harder, J., Bartels, J., Christophers, E., Schroder J.M.: A peptide antibiotic from human skin.
Nature 387: 861 (1997); 4. McCray, P.B. Jr., Bentley, L.: Human airway epithelia express a beta-defensin. Am J
Respir Cell Mol Biol 16 (3): 343-349 (1997); 5. Soong, L.B., Ganz, T., Ellison, A., Caughey, G.H.: Purification
and characterization of defensins from cystic fibrosis sputum. Inflamm. Res. 46: 98-102 (1997); 6. Zhao, C.,
Wang, 1., Lehrer, R.I.: Widespread expression of beta-defensin hBD-1 in human secretory glands and epithelial
cells. FEBS Lett. 369: 319-322 (1996)
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4.5 Lokalisation der hBD-1-Expression in der Niere

Die starke, hervorstechende Expression von hBD-1 in der Niere sowie die relativ
hohe Konzentration des korrespondierenden Peptids im Urin lassen eine besondere
Bedeutung im Urogenitaltrakt vermuten. Deshalb wurde in Gewebeschnitten einer humanen
Niere der Expressionsort des hBD-1 mit Hilfe der /n-situ-Hybridisierung genauer bestimmt.

Diese Analyse zeigt, dass die renale Expression von hBD-1 hauptsichlich in Zellen

der distalen Tubuli lokalisiert ist (Abb. 4.12).

Abb. 4.12: Lokalisation von B-Defensin-1 in der Niere mittels In-situ-Hybridisierung von
hBD-1-Transkripten. (A) Autoradiographie eines Gefrierschnittes von einer humanen Niere hybridisiert mit
Antisense-**S-UTP markierter hBD-1-spezifischer Ribonukleinsonde. Gegenfirbung: GIEMSA; VergroBerung:
1000 x. Das Transkript ist lokalisiert in Epithelzellen des distalen Tubulus und der Verbindungsstiicke (sichtbar
als schwarze Kornung, Pfeile). In den Glomeruli (GM) oder in der Medulla (Abb. B) konnte keine Expression
detektiert werden. Kontrollschnitte hybridisiert mit Sense-RNA-Proben zeigten keine Signale (C).
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4.6 Immunisierung zur Herstellung von anti-hBD-1-Antikorpern

Eine Voraussetzung zur Charakterisierung einer biogenen Substanz ist die Kldrung
ihrer Herkunft und ihrer Lokalisation im Organismus. Die Kenntnis der Wirkungsorte in vivo
ermoglichen den Aufbau adidquater In-vitro-Experimente zur weiteren Aufkldrung ihrer
Funktion(en). Spezifische Antikorper bilden eine wesentliche Grundlage fiir Verfahren von
qualitativen und quantitativen Methoden zur Detektion eines Peptides in biologischen

Systemen.

Die generell geldufige Herstellung von spezifischen Antiseren in Kaninchen mit
nativem hBD-1 als Antigen wurde aufgrund des hohen Bedarfs (mg) an Antigen nicht
angewendet. Verschiedene Immunisierungen von Kaninchen mit synthetischem hBD-1

fiihrten nicht zu einem spezifischen Antiserum.

Zur Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten polyklonalen Antikdrper wurden
Miuse mit nativem hBD-1 iiber einen Zeitraum von 18 Tagen immunisiert.
Interessanterweise war die Sterberate der Mdéuse (3 von 9 Tieren) bei einer ldngeren
Immunisierungsdauer (> 4 Wochen) mit hBD-1 deutlich hoher als bei anderen am Institut
durchgefiihrten Immunisierungen. Eine Todesursache konnte nicht festgestellt werden. Im
Gegensatz zu den herkommlicherweise fiir Immunisierungen verwendeten Balb-c-Miusen
setzten wir bei diesem Immunisierungsversuch NZBxXxNZW-(F1)-Miuse ein. Wie unsere
Ergebnisse bestitigen (Abb. 4.13), lassen sich aus Tieren von diesem Stamm in kurzer Zeit

auch gegen weniger antigene Peptide bessere Antikorper gewinnen.

1.5

Abb. 4.13: Immunisierung verschiedener
Mausstaimme  mit  nativem  hBD-1.
Individuelle anti-hBD-1-Titer von jeweils
5 Miusen verschiedener Stimme. Die
Ermittlung des Titers erfolgte im ELISA.
Antigen: synthetisches ~ hBD-1-(D33-Kes).

Relative Extinktion

Anti-Serumverdiinnung 1 : 1.000.

Balb C NMRI NZWxNZB F1 Die dargestellten Extinktionswerte

(Mittelwert +/- SEM von 3 Messungen) wurden auf die individuellen Basiswerte (T0) normiert.
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Die Seren der NZWxNZB-Miuse ergaben nach Abschluss der 18tidgigen
Immunisierung die hochsten hBD-1-Titer. Die Anzahl der eindeutig immunreaktiven Tiere

war mit 80 % (4 von 5 Tieren) fast dreimal so hoch wie bei den Balb-c-Mausen.

Pro Maus konnte durch die finale Blutentnahme 0,5 - 1 ml anti-hBD-1-Serum
gewonnen werden. Im Testsystem ELISA erreichten die Antiseren Titer von 1 : 1.000 bis
1 : 2.000. Die in Abbildung 4.14 dargestellte Entwicklung des anti-hBD-1-Titers sowie die
exemplarisch gezeigte Abnahme der Klasse M Immunglobuline weisen auf eine spezifisch

gegen hBD-1 gerichtete Immunantwort hin.

Abb. 4.14: Immunisierung von
E " NZBXNZW-Miusen ~mit nativem  hBD-1.
§ 0.75 Entwicklung des anti-hBD-1-Titers wihrend der
g Immunisierungsphase. Die Ermittlung des Titers
-_§ ] erfolgte im ELISA. Antigen: synthetisches
% 0.25 - hBD-1-(D35-Kes). Anti-Serumverdiinnung 1 : 1.000.
w 0.004 g’; gl Alle Messungen erfolgten im Triplikat. Dargestellt
— T T T T T T T T T 1 sind die Mittelwerte +/- SEM von 3 Tieren. IgM,

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tag der Immunisierung Immunglobulin M. Bei einem Tier wurde in

2 Serumproben (Tag 4 und Tag 14) die

IgM-Konzentration mittels eines nephelometrischen Messverfahrens mit einem Behring Nephelometer Analyzer

BNA 200 gemass den Instruktionen des Herstellers (Behringwerke AG) bestimmt.

Zur weiteren Bestimmung von Spezifitdt und Sensitivitdt wurde das Antiserum in
Immunoblotmethoden getestet. Durchgefiihrt wurden Dotblots mit nativem hBD-1 sowie
Western-Blots unter reduzierenden Bedingungen. Die optimale Antiserumverdiinnung betrug

in diesen Experimenten 1 : 500.

Wie durch die immunhistologischen Daten bestitigt wird (Abschnitt 4.7), ist im
Western-Blot keine Kreuzreaktivitidt mit HNP-2 zu beobachten.

Die untersuchten hBD-1-Varianten hBD-1-(1y5-Kes), hBD-1-(D33-Kes)  und

hBD-1-(N36-Kes) konnen sowohl unter reduzierenden (Abb. 4.15) als auch unter nicht

reduzierenden Bedingungen detektiert werden (Abb. 4.16).
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Abb. 4.15: Western-Blot-Analyse von gereinigten

hBD-1-{D33-K68) Fiis m kD2 hBD-1-Varianten mit Maus-anti-hBD-1-Antiserum. Das
X ¥ x = 265

10 101 001 % é E, 2 Peptid ist auf ein 16,5 % Tris-Trycin-Gel aufgetragen und

: B & 2 nach der Elektrophorese auf eine PVDF-Membran

transferiert. Immunreaktives Peptid wird nach Inkubation

Al

Nitrobluetetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat ~ dargestellt. Linke Seite (Bahn 1-4): Serielle

mit alkalischer Phosphatase konjugiertem IgG mit

Verdiinnungsreihe (10 pg - 10 ng) von hBD-1-(Ds3-Kgs). Rechte Seite (Bahn 5-7): Drei molekulare Varianten von
hBD-1. Aufgetragen ist jeweils 1 pg Peptid. Rechts (Bahn 8): Kaleidoskop Polypeptid Molekulargewicht
Standard.

In seriellen Verdiinnungsreihen liegt die Nachweisgrenze fiir hBD-1-(Ds3-Kes) mit
dem anti-hBD-1-Antiserum deutlich unter 100 ng und kann mittels Dotblot auf ca. 20 ng
abgeschitzt werden (Abb. 4.15 und 4.16).

Abb. 4.16: Dotblot-Analyse von nativem hBD-1. OBEN:
hBD-1-(N3s-Kes); UNTEN: hBD-1-(Ds;-Kes). Aufgetragen sind (1) 200

ng, (2) 20 ng, (3) 2 ng Peptid. Die Visualisierung erfolgt nach Inkubation ; ;-— “

mit alkalischer Phosphatase konjugiertem IgG mit

Nitrobluetetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat.

9 =

Beim Einsatz des anti-hBD-1-Antiserums zum Nachweis des Peptides in Extrakten
von Zellinien, welche hBD-1 exprimieren, sowie in Gesamtproteinpriparationen aus
humanen Leukozyten werden keine positiven Ergebnisse erzielt (Abb. 4.17). Auch bei einer
immunchemischen Analyse von Zytospin-Priparaten der genannten Zellen ist kein

hBD-1-Peptid nachzuweisen (Experimente nicht gezeigt).

Abb. 4.17: Western-Blot-Analyse von
L2 3 4 8 BT

kDa 7T e = - A gt LT Peptidextrakten aus diversen Zellen. Die
:;: = s i Peptide sind auf ein 10 - 20 % Gradienten
1:: . " Tris-Trycin-Gel aufgetragen und nach der
, ' ' Elektrophorese auf eine PVDF-Membran

33 e i

AR transferiert. Immunreaktives Peptid ist nach

Inkubation mit alkalischer = Phosphatase
konjugiertem IgG mit Nitrobluetetrazolium/5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat dargestellt. Bahn 1: 0,1 pg
hBD-1-(N3s-Kes); Bahn 2: 0,1 pg hBD-1-(Ds3-Kes). Bahn 3: Kaleidoskop Polypeptid Molekulargewicht Standard.
Bahn 4-8: Jeweils 20 pg Gesamtprotein aus der Extraktion diverser Zellen: (4) THP-1; (5) U937; (6) IHKE;

(7 und 8) Extrakte aus der Priparation von humanen Leukozyten.

75



4 Ergebnisse

4.7 Immunologischer Nachweis von B-Defensin-1 in humanem Gewebe

Zur Ermittlung der Synthese- und Speicherorte von Defensinpeptiden wurden mit
dem unter 4.6 beschriebenen Maus-anti-hBD-1-Antiserum histochemische Untersuchungen
an der Niere, der Leber, dem Dickdarm sowie der Bauchspeicheldriise durchgefiihrt. Die
Auswahl der Prédparate richtete sich nach der ermittelten Expression des hBD-1-Gens

(Abschnitt 4.4) sowie nach der Verfiigbarkeit von geeigneten Resektaten.

4.7.1 hBD-1-Peptid in Niere und Leber

Analysen der hBD-1-Genexpression weisen auf eine starke Transkription von
hBD-1-mRNA in der Leber und insbesondere in der Niere hin. Zudem wird der
Urogenitaltrakt als Hauptsyntheseort von hBD-1 diskutiert [Valore ef al., 1998; Zucht et al.,
1998]. Um das korrespondierende Peptid in diesen Geweben zu lokalisieren, wurden Leber-
und Nierenprdparate von jeweils 6 verschiedenen Patienten, die aufgrund schwerer
Erkrankungen (Leber- bzw. Nierentumoren) operiert wurden, immunhistologisch untersucht.

Weder in der Niere noch in der Leber ist mit den generierten Antikorpern gegen
hBD-1 ein eindeutig spezifisches Signal zu erkennen. Beziiglich der Niere wird dieses

Ergebnis von anderen bestitigt [Valore et al., 1998].

4.7.2 hBD-1-Peptid in der Bauchspeicheldriise

Zum Nachweis des hBD-1-Peptids in Gewebepriparaten aus der Bauchspeicheldriise
wurden Resektate von 6 Patienten analysiert. Grundsitzlich wurden fiir die Immunfiarbung
mit verschiedenen Antikorpern sowie den Kontrollen Serienschnitte verwendet. Die Spezifitit
der Immunfarbung wurde bestitigt durch das Fehlen entsprechender Signale auf den mit
Pre-Immunserum behandelten Gewebeschnitten. Zur weiteren Kontrolle und fiir
Vergleichszwecke wurden parallel zu der hBD-1-Immunfirbung Gewebeschnitte mit
kommerziell erhiltlichen monoklonalen Antikorpern gegen HNP-1 bis 3 (DEF3) und gegen
ECP (eosinophil cationic protein; EG2) behandelt.

2 ANMERKUNG: Immunhistologische Experimente an Nierenpriparaten mit fluoreszenzmarkierten Sekundir-Anti-
korpern (anti-Maus-IgG-Cy2/Cy3) resultierten in einem gegeniiber dem Hintergrundsignal (Eigenfluoreszenz und
Negativkontrolle) tendenziell erhohtem Signal, das diffus iiber alle epithelialen Strukturen verteilt erschien.
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Nach Angaben des Herstellers farbt DEF3 reife Neutrophile. DEF 3 ist spezifisch fiir
HNP-1 bis HNP-3. Es ist nicht untersucht, ob der Antikorper mit HNP-4 reagiert.

Der Antikorper EG2 erkennt aktivierte Eosinophile. Er bindet an die sezernierten
Formen der eosinophilen Granulaproteine ECP und EPX (eosinophil protein X/eosinophil

derived neurotoxin).

Patientencharakteristika und die Ergebnisse der Inmunfirbungen sind in Tabelle IV

und den Abbildungen 4.18 ff. dargestellt.

Tabelle IV: Auswertung der hBD-1-Immunfidrbung in humanen Pankreas-Gewebeschnitten:

Patientencharakteristika und histologische Befunde.

Patient Sex Alter Diagnose Histologie hBD-1 HNP-1
1 m 17 Donor normales Gewebe Azinus +++ Ductus ++ ++
2 m 70  PCa normales Gewebe Azinus --  Ductus -- +
3 m 51 cP entziindetes Gewebe Azinus --  Ductus +++ +++
4 m 53 cP entziindetes Gewebe Azinus ++ Ductus -- ++++
5 m 42 P normales Gewebe Azinus +++ Ductus ++ ++
6 f 47 P entziindetes Gewebe Azinus + Ductus -- ++++

In allen Experimenten erfolgte die Immunfirbung der Gewebeschnitte mit anti-hBD-1-Serum, anti-HNP-1 bis
3-Serum oder mit Seren von nicht gegen Defensine immunisierten Tieren (Pre-Immunserum, anti-ECP-Serum).
hBD-1-positive Zellen wurden im Epithel von Pankreasgéngen (ducti) und Azinuszellen lokalisiert. HNP-1 bis 3
fand sich in infiltrierenden Zellen innerhalb der Lamina propria, des Bindegewebes und der Lobule, aber nicht in
epithelialen Zellen. Abkiirzungen: m, maskulin; f, feminin; cP, chronische Pankreatitis; PCa, Pankreaskarzinom;
(hBD-1-Immunfiarbung: -, keine immunreaktiven Zellen; +, vereinzelt immunreaktive Zellen; ++, moderate
Anzahl von immunreaktiven Zellen; +++, sehr viele immunreaktive Zellen; HNP-1/3-Immunfirbung: -, keine
PMNSs; +, vereinzelt positive Zellen; ++, fokale Infiltration in der Lamina propria; +++, moderate Infiltration

iiberall in der Lamina propria; ++++, schwere Infiltration iiberall in Lamina propria und Epithelium.

Bei 5 von 6 untersuchten Patienten werden hBD-1-immunreaktive Zellen
ausschlieBlich im exokrinen Teil der Bauchspeicheldriise gefunden. Eine Probe zeigt keine
hBD-1-immunreaktiven Zellen. In allen Gewebeschnitten sind die Langerhansschen Inseln

frei von hBD-1. Insgesamt ist das individuelle Firbemuster (Intensitdt der Immunfirbung und
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Verteilung der Lokalisation) zwischen den einzelnen Patienten sehr variabel (Tabelle IV). In
den hBD-1-positiven Priparaten zeigt die Immunhistochemie, dass das Peptid in Azinuszellen

apikal vom Kern, d.h. zum Lumen gerichtet lokalisiert ist (Abb. 4.18).

Dagegen zeigt sich bei interlobularen Ducti eine diffus verteilte Immunfarbung des
gesamten Epithels (Abb. 4.19). In intralobularen (intercalated) Ducti ist bei einigen Proben eine
granulidre Firbung der Epithelzellen zu sehen. Desweiteren finden sich bei einigen Patienten

vereinzelt hBD-1-positive Zellen in der Lamina propria der Pankreasgéinge.

HNP-1 bis 3 ist ausschlieBlich in Zellen innerhalb der Lamina propria
(Pankreaskopf) sowie in infiltrierenden Zellen innerhalb der gesamten Stroma

(Bindegewebssepten, Lobulis) lokalisiert.

4.7.3 hBD-1-Peptid im Dickdarm

Wie im Pankreas unterscheidet sich im Kolon das Verteilungsmuster der
Immunfirbung interindividuell. Im Kolongewebe von zwei Patienten mit Colitis ulcerosa sind
keine immunhistologisch detektierbaren Mengen von hBD-1 zu finden.

Die Immunfiarbung des Kolongewebes von einem Organspender zeigt ein schwaches,
diffus verteiltes, hBD-1-spezifisches Signal in allen Krypten. Zudem finden sich einzelne
hBD-1-positive Zellen innerhalb der Lamina propria (Abb. 4.20 B). HNP-1 bis 3-positive
Zellen sind ausschlieBlich in Zellen innerhalb der Lamina propria zu finden (Abb. 4.20 A).

Im Kolon einer Patientin mit eosinophiler Enteritis ist hBD-1 in den Becherzellen
der Lieberkiihnschen Krypten in einem engen Bereich apikal vom Kern lokalisiert
(Abb. 4.18 A). Die hBD-1-spezifischen Signale reichen in der Tunica mucosa von der
Kryptenspitze bis zum Kryptengrund (Abb. 4.21). In Submukosa und Muskularis ist hBD-1

nicht zu detektieren.

Im Gegensatz zum [-Defensin firbt der Antikorper gegen HNP-1 bis 3 intensiv
zytoplasmatische Granula von Zellen, die der Morphologie nach Neutrophilen entsprechen.
Infiltrierende Neutrophile werden in luminalen Bereichen und innerhalb der Lamina propria
detektiert (Abb. 4.21). Mit dem Antikorper gegen sezernierte Eosinophilenproteine werden

vereinzelt Zellen in der Lamina propria detektiert (Abb. 4.21 C).
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Abb. 4.18: Immunhistochemischer Nachweis von hBD-1 und HNP-1 bis 3 in Dickdarm und
Bauchspeicheldriise. (A+B) Immunfirbung eines Kolongewebes von einer weiblichen Patientin mit Eosinophiler
Enteritis. (A) Immunfiarbung des Kolons mit anti-hBD-1. Nahezu alle Becherzellen sind immunreaktiv fiir hBD-1.
Das Peptid findet sich rund um den Kern, dort wo Golgi-Apparat und endoplasmatisches Retikulum lokalisiert
sind, nicht aber im supranukledren Zytoplasma. (B) Immunfiarbung des Kolons mit anti-HNP-1 bis 3.

(C+D) Immunfirbung eines Pankreasgewebes von einem midnnlichen Patienten mit Pankreastumor. (C)
Immunfirbung mit anti-hBD-1. Das Peptid ist in Azinuszellen apikal vom Kern lokalisiert. (D) Immunfiarbung mit
anti-HNP-1 bis 3. Die Abbildung zeigt zwei HNP-1 bis 3-positive Zellen im exokrinen Pankreas (Pfeile). Die
Azinuszellen zeigen keine Immunreaktivitdt fiir HNP-1 bis 3. Die Immunreaktionen sind mit DAB entwickelt.
Gegenfirbung: Hematoxylin. VergroBerung: 250 x. Augenscheinlich finden sich bei Pankreas und Kolon sehr

dhnliche Fiarbemuster.
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Abb. 4.19: Serielle Gewebeschnitte aus dem Pankreas (Pankreaskopf) von einem ménnlichen Patienten mit
chronischer Pankreatitis. Die Immunfirbung stellt (A) anti-ECP, (B) anti-hBD-1 oder (C) anti-HNP-1 bis 3 dar.
Gegenfirbung: Hematoxylin. (A) Innerhalb der Lamina propria finden sich vereinzelt immunreaktive Zellen, die aktivierte
Eosinophile reprisentieren. (B) Die Immunfirbung mit anti-hBD-1 fiihrt zu einer intensiven Firbung des gesamten
Epithels der Pankreasgénge. Im Lumen der Génge findet sich kein hBD-1. Dagegen finden sich in diesem Priparat auch
einige hBD-1-positive Zellen innerhalb der Lamina propria, aber die Anzahl von HNP-1 bis 3-positiven Zellen (C) ist
bedeutend grofer. Die Abbildung zeigt deutlich, dass das Muster der Immunreaktivitit in allen drei Priparaten

unterschiedlich ist. PD, Pankreas Ductus; LP, Lamina propria. Immunreaktive Zellen sind durch Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 4.21. Fotografie eines longitudinalen Schnittes durch die Wand des humanen Kolons einer
weiblichen Patientin mit eosinophiler Enteritis. (A + B) Kolonkrypten sind mit anti-hBD-1 gefarbt. (D + E)
Kolon mit anti-HNP-1 bis 3 geférbt. (C) Immunfirbung mit anti-ECP. Vergroerung A + E =25 x. Vergrofierung
B, C, D =100 x. LP, Lamina propria; LM, Lamina muscularis mucosae; Cr, Krypten.
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4.8 Expression des hBD-1-Gens im Pankreasgewebe verschiedener Patienten

Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen weisen darauf hin, dass
die hBD-1-Translation interindividuell sehr variabel ist. Eine exakte quantifizierende
Auswertung des hBD-1-Peptides in den immunhistologischen Priparaten ist aber, nicht
zuletzt wegen der Inhomogenitit der individuellen Gewebeschnitte, schwerlich
durchzufiihren. Um dennoch mogliche Beziehungen zwischen hBD-1 und anderen
patientenbezogenen Parametern wie der Diagnose oder dem Krankheitsstatus herstellen zu
konnen, wurde die hBD-1-Genexpression im Pankreasgewebe von verschiedenen Patienten
bestimmit.

Zur Quantifizierung der hBD-1-mRNA wurde eine Northern-Blot-Analyse mit
Pankreasgewebe von 19 Patienten (5 x Pankreaskarzinom (PCa), 8 x chronische Pankreatitis
(cP), 6 x histologisch unauffilliges Gewebe aus tumorfernen Abschnitten oder von
Organspendern (NP)) durchgefiihrt. Die hBD-1-Expression wurde gegen die Expression der

ubiquitdren GAPDH normalisiert und mit Routine-Laborparametern korreliert.

Bei 17 von 19 Patienten (89 %) konnten detektierbare Mengen von hBD-1-mRNA
im Pankreasgewebe nachgewiesen werden (Abb. 4.22). In Ubereinstimmung mit den aus der
Immunhistologie erhaltenen Daten, varieren die relativen hBD-1-mRNA-Mengen zwischen

den Patienten sehr stark (Bereich: O bis 7,6; Variationskoeffizient: 108 %) (Abb. 4.23).

1415 19

1 6 7
capoH “Pel. o009 .

hBD-1 eSee -9 -acted 0ol

i -

Normales chronische Pankreas
Gewebe Pankreatitis Tumore
n==6 n=8 n=>5

Abb. 4.22. Northern-Blot-Analyse der individuellen hBD-1-Genexpression in pankreatischem Gewebe.
Jeweils 20 ng RNA von 19 humanen Geweben sind auf einen PVDF-Filter transferiert und mit einer
hBD-1-spezifischen Sonde entsprechend der Peptidposition von Met,; bis Lyses hybridisiert. Die Expression des
Enzyms Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) als Kontrolle und zur Normierung der

hBD-1-Expression ist in den oberen Teilen der Blots zu sehen.
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Die hBD-1-Expression korreliert mit keinem der hier untersuchten Parameter (alle
p > 0,05, Mann-Whitney U-Test). Sie ist weder altersabhingig (Bereich: 32 - 75 Jahre,
Median: 46 Jahre) noch geschlechtsspezifisch (weiblich : ménnlich =7 : 12).

Auch die Beziehungen zu entziindungs- oder pankreasspezifischen Laborparametern
wie Leukozytenzahl (Bereich: 4,4 - 20,1 Tsd./ul, Median: 6,6 Tsd./ul) oder Serum-Amylase
(Bereich: 45 - 945 U/1, Median: 119 U/]) sind statistisch nicht signifikant.

Die hochste hBD-1-mRNA-Expression ist in histologisch unauffilligem Gewebe zu
finden, aber 1im Durchschnitt ist sowohl die absolute als auch die relative
hBD-1-mRNA-Menge in allen Patientengruppen statistisch gleich
(hBD-1-mRNA/GAPDH-mRNA; Median: Pca = 1,40; cP = 1,25; NP = 1,35; p > 0,05) (Abb. 4.23).
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(n.s, p > 0,05)
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(hBD-1-mRNA/GAPDH-mRNA)
N
o
1

relative hBD-1 Expression
relative hBD-1 Expression
(hBD-1 mRNA / GAPDH mRNA)

Normales chronische Pankreas | Normales chronische Pankreas
Pankreas Pankreatitis Tumore Gewebe Pankreatitis Tumore

Abb. 4.23: hBD-1-Expression im Pankreasgewebe verschiedener Patienten. (Links) Die Balken
reprisentieren die relative hBD-1-Genexpression in der Bauchspeicheldriise von 19 Patienten. Die Signale des

Northern-Blots sind mittels computergestiitzter Bildanalyse quantifiziert [Wicht et al., 1999] und auf die
Expression von GAPDH normalisiert. Die Daten sind als Quotienten des digitalisierten Signals fiir hBD-1 durch
das fir GAPDH dargestellt. * = keine detektierbare hBD-1-mRNA. (Rechts) Durchschnittliche relative

hBD-1-mRNA-Menge in den verschiedenen Patientengruppen. Dargestellt sind die Mittelwerte (Balken) plus die

Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant.
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5.0 Diskussion

5.1 Allgemeines

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide aus humanem Blut und Urin isoliert und
charakterisiert, die aufgrund von Sequenzhomologien den Defensinen zugerechnet werden.
Defensine sind eine Familie phylogenetisch alter Peptide, die in verschiedensten Mitgliedern
des Tier- und Pflanzenreiches gefunden werden. Diese zur Erhaltung der immunologischen
Integritdt hoherer Organismen bedeutsamen Peptide unterlagen im Laufe der Evolution einer
starken Diversifikation, die zur Ausbildung von Subfamilien fiihrte (Abb. 5.1).

Die Mitglieder dieser Peptidfamilie haben die lebenswichtige Funktion das
Wachstum von Mikroorganismen zu inhibieren, und somit gehoren sie zum Repertoire, das
ein Wirtsorganismus zur Abwehr von potentiell pathogenen Eindringlingen unabdingbar
benétigt, um im biologischen Selektionskampf zu iiberleben [Ubersichtsartikel siehe Lehrer et
al., 1992; Ganz et al., 1995; Ganz & Lehrer 1998].

Die vielfach beschriebenen bakteriziden und antiviralen Effekte von Defensinen
sowie die Moglichkeit ihrer Induzierung nach einer mikrobiellen Infektion mukosaler
Epithelien tragen nach allgemeiner Ansicht zum Schutz mukosaler Gewebe bei [Jones &
Bevins, 1992; Stolzenberg et al., 1997; Darmoul et al., 1997]. Dabei stehen einige Vertreter
dieser Peptidfamilie an vorderster Abwehrlinie, um das Eindringen von potentiellen
Schidlingen zu verhindern. Andere solcher Peptide wirken in tieferen Gewebsschichten oder

in Korperfliissigkeiten und unterstiitzen die systemische Abwehr.

Die systematische Analyse von humanen Korperfliissigkeiten — mittels
massenspektrometrischer Methoden mit nachfolgender Identifizierung der korrespondierenden
Peptide fiihrte zu einer detaillierten Ubersicht iiber natiirlich vorkommende Peptide. hBD-1,
das erste bekannte humane B-Defensin, wurde durch diese Methode in Hamofiltrat als ein
36 Aminoséduren (AS) enthaltendes Peptid identifiziert [Bensch et al., 1995]. Es wird hier als
hBD-1-(D;3-Kes) bezeichnet. hBD-1 gehort aufgrund der Sequenzhomologie zur Subfamilie
der B-Defensine. Es ist deshalb anzunehmen, dass dieses Peptid die grundlegenden

Charakteristika der Defensine teilt.
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Abb. 5.1: Schematisches Dendrogramm phylogenetischer Beziehung zwischen Defensinfamilien. Dargestellt ist

die aus dem Vergleich der Aminosiduresequenzen erschlossene, relative phylogenetische Verwandtschaft verschiedener

Defensine. Der phylogenetische Baum wurde computergestiitzt mit der frei erhéltlichen Software CLUSTAL X (1.5b)

Multiple Sequence Alignment Program berechnet.
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5.2 Diversifikation von Defensinen durch N-terminale Variation

In Rahmen dieser Arbeit sollten systematisch die molekularen Varianten von hBD-1
analysiert werden, die sich im Blut und Urin nachweisen lassen. Tatsdchlich konnten
zahlreiche Varianten des Peptids dargestellt werden, die durch Abspaltung von N-terminalen

Aminosduren aus dem 68 AS langen hBD-1-Vorldufermolekiil generiert werden.

Der Precursor von hBD-1 hat eine typische hydrophobe N-terminale Signalsequenz.
Die hypothetische Spaltstelle fiir eine Signalpeptidase befindet sich zwischen den
Aminoséduren G21-G22 [Von Heijne, 1986]. Diese Spaltung wiirde zu einem 47 AS langen
Propeptid fiihren. Im Gegensatz zu den Propeptiden der o-Defensine HNP-1 und HNP-3
konnte ein solches Peptid von uns weder in Himofiltrat noch in Urin detektiert werden.
Dagegen ist die lingste identifizierte Variante das 44 AS lange hBD-1-(L,s-Kes). Es bleibt
unklar, ob hBD-1-(L,s-Kes) das tatsdchliche Propeptid darstellt oder ob ein zweiter
Prozessierungsschritt aus dem angenommenen Propeptid hBD-1-(G2,:-Kes) zu einem schnellen
Abbau in das stabilere hBD-1-(L,s-Keg) fiihrt. Dass das 44 AS Peptid ein wichtiges Produkt
bei der Prozessierung von hBD-1 ist, wird durch den Befund unterstiitzt, dass diese Variante
mehr als 80 % der gesamten nachweisbaren hBD-1-Menge im Urin ausmacht. Zudem wird es
im Himofiltrat detektiert, auch wenn die vorherrschenden hBD-1-Varianten hier die

N-terminal fast komplett gekiirzten hBD-1-(Ds3-Kgs) und hBD-1-(N36-Kes) sind.

Die Entfernung von N-terminal lokalisierten AS von hBD-1 und o-Defensinen muss
nicht notwendigerweise einen Satz spezifischer Enzyme erfordern, da die Varianten
hinreichend durch die hohe Stabilitit des C-terminalen Molekiilteils und das Vorhandensein
unspezifischer Proteasen erkliart werden konnen. Nach (1) den Schnittstellen, die sich aus den
identifizierten hBD-1  Varianten ableiten und (2) den Ergebnissen aus den
In-vitro-Experimenten ist die Verkiirzung von hBD-1 durch die Aktivitit einer
Chymotrypsin-dhnlichen Protease zu erkldaren. Die In-vitro-Spezifitit von Chymotrypsin
hydrolysiert das Peptid hBD-1-(L;s-Kes) C-terminal nach den Aminosduren Y, S, H und L.
Dies ist ausreichend um alle in vivo gefundenen Varianten zu erkliren. Die in vitro fehlende
Bildung von hBD-1-(T2-Kgs) aus hBD-1-(L,5-Kes) ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren,

dass die Endopeptidase Chymotrypsin nicht in der Lage ist, die Entfernung eines einzelnen
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N-terminalen Restes zu katalysieren. Die Beobachtung von Reaktionsprodukten, freigesetzt
durch Hydrolyse C-terminal von Aminosédureresten, die fiir dieses Enzym nicht iiblich sind
(Serin, Histidin), weist darauf hin, dass die typischen Chymotrypsin-spezifischen Bindungen

wie Y35 - D36 nur langsam hydrolysiert werden.

Der C-terminale Anteil von hBD-1, N36 bis K68 mit den drei Disulfidbriicken ist
auBergewohnlich stabil gegeniiber Chymotrypsin. Spaltprodukte aus diesem Teil des
Molekiils konnten weder in vitro noch in vivo entdeckt werden. Diese Stabilitdt gegen
Proteasen wird moglicherweise durch die Geometrie der Peptidbindungen determiniert,
ndmlich durch sterische Behinderung innerhalb des C-terminalen Kerns. Eine &hnliche
Resistenz gegen Proteasen wurde auch fiir das o-Defensin HNP-2 und fiir viele andere
Peptide mit mehreren Disulfidbriicken beschrieben, z.B. die Peptide der Guanylinfamilie
[Klodt et al., 1997] oder auch die Trefoil-Peptide [Sands & Podolsky, 1996]. Das erscheint
plausibel, wenn man bedenkt, dass all diese Peptide in einer proteasereichen Umgebung
agieren. Daraus lasst sich schliefen, dass der C-terminale Kern von hBD-1 speziell deshalb so
aufgebaut ist, um in Mikrokompartimenten innerhalb der Lunge, der Niere oder des Darmes

langer andauernd und effektiv seine Funktion zu erfiillen.

Es ist auszuschlieBen, dass die Verkiirzung von hBD-1 ein préparatives Artefakt ist,
da Proteasen, die die Hadmofilter passieren konnten, durch unsere prédparativen Verfahren
effektiv inaktiviert wurden. So gehen wir davon aus, dass alle Molekiilvarianten im
Hamofiltrat dem Zustand in vivo entsprechen, der die Zusammensetzung aller
Plasmakonzentrationen einer Summe von Patienten widerspiegelt. Da das Hédmofiltrat von
Patienten mit chronischem Nierenversagen stammt, konnte allerdings das Peptidmuster im
Vergleich zu gesunden Menschen krankheitsbedingt verdndert sein. Das Nierenversagen im
Endstadium konnte z.B. eine limitierte hBD-1-Synthese in der Niere zur Folge haben. Das
Muster von hBD-1-Varianten in der Zirkulation von gesunden Probanden wire daher in
weiteren Studien zu untersuchen. Mogliche interindividuelle Unterschiede im Muster der
vorhandenen hBD-1-Varianten ergeben sich nach den Befunden von Valore und Mitarbeitern
(1998), die in entsprechenden Untersuchungen dhnliche, aber nicht identische Peptidmuster

im Blut, Urin und Vaginallavage verschiedener Individuen fanden (Abb. 5.2).
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putatives Signalpeptid

[
MRTSYLLLFTLCLLLSEMASG GNF LT GL G HRS DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK
[N YR Plasma: 47 44 42,39, 36 (0,5 -5 pmolL) |

47 44 42 4039 36 Urin: 47 44 43, 42, 41, 40, 37, 36 (3 - 50 pmol/L)
Lavage: 39/40 und 44

(Valore et al. 1998)

hBD-1
3 1 nd. 520 170  pmol/l Hamofiltrat
5000 1000 5 5 nd. pmol/l Urin
MRTSYLLLFTLCLLLSEMASGGNF L TGL GHRS DHY NCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK
1 2122 2526 29 33 36 68

(Zucht et al. 1998)
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Abb. 5.2: Muster von molekularen Defensinvarianten in Korperfliissigkeiten. Oben: hBD-1-Varianten in
Plasma, Urin und Vaginallavage nach Valore et al. (1998). Die jeweiligen Hauptvarianten sind fettgedruckt.
Mitte: Im Rahmen dieser Arbeit gefundene hBD-1-Varianten im Hémofiltrat und im Urin. (n.d. = nicht
detektierbar). Unten: Molekulare Varianten des o-Defensins HD 5. Im Ileumgewebe dominieren die langen

HD-5-Varianten, im Urin aus einer Ileum-Blase fanden sich vorrangig kiirzere Varianten [Porter ez al., 1998].

Proteolytische Prozessierung wird gewohnlich bei Proteinen beobachtet, die
verschiedene funktionelle Domiénen enthalten, die wéhrend eines Reifungsprozesses
freigesetzt werden. Dabei kann die urspriingliche Funktion inaktiviert oder eine neue
verborgene Funktion generiert werden. Mogliche Funktionen solcher Doménen sind die
Kooperation wihrend der Proteinfaltung, die Teilnahme bei Transportvorgingen
(Translokation, Sekretion) und schlieflich die Entwicklung der Bioaktivitdt. Derartige
Reifungsprozesse wurden fiir einige antimikrobielle Peptide bzw. Proteine beschrieben. Bei
CAP37 sind z.B. zwei nichthomologe Dominen verantwortlich fiir einerseits die
antimikrobielle und Endotoxin-bindende Aktivitdt und andererseits fiir ein chemotaktisches
Potential [Pereira et al., 1993]. Bei humanen o—Defensinen aus Neutrophilen entstehen erst
durch die komplette Entfernung des N-terminalen Propeptids bioaktive antimikrobielle
Peptide [Harwig et al., 1992; Valore et al., 1996].

Die N-terminale Verkiirzung von hBD-1 erscheint @hnlich der Prozessierung von
HNP. Die mikrobiellen Hemmteste zeigen, dass die kiirzeren Varianten von hBD-1 keine
signifikant hohere antimikrobielle Potenz haben, was darauf hindeutet, dass die Entfernung

von N-terminalen Resten keinen relevanten Reifungsprozess im eigentlichen Sinne darstellt.
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Die Propeptidsegmente der humanen o-Defensine sind sehr viel azider und langer als die von
B-Defensinen. IThr aktivititsmaskierender Effekt konnte auf der Neutralisation der fiir die

antimikrobielle Aktivitdt wichtigen polykationischen Reste sowie auf ihrer MolekiilgroBBe

beruhen [Valore et al., 1996].

Obwohl die Aktivititsprofile der [B-Defensin-Varianten nicht auf eine direkte
Korrelation zur Linge des N-Terminus hinweisen, zeigen unsere Ergebnisse (sieche auch
Abschnitt 4.2), dass die Variation des N-terminalen Bereiches die Bioaktivitit von hBD-1 in
Abhingigkeit von den Zielorganismen sowie den Umgebungsparametern wie z.B.
Salzkonzentration und pH moduliert [Zucht et al., 1998; Valore et al., 1998].
Interessanterweise findet sich eine Modulation des antibiotischen Potentials von Defensinen
durch molekulare Variationen und Umgebungsbedingungen auch bei anderen Mitgliedern
dieser Peptidfamilie [Miyakawa et al., 1990; Ouellette et al., 1994, Porter et al., 1997; Bals et
al., 1998]. Diese Anpassungsfihigkeit kann der Schliissel zum evolutionidren Erfolg der

endogenen Peptidantibiotika sein.

Die limitierte Anzahl von bisher nur acht humanen Defensinen steht im Gegensatz
zu der hohen Anzahl von z.B. mehr als 20 bekannten murinen und 16 bovinen
Defensinsequenzen, die durch eine entsprechende Anzahl von Genen codiert werden. Erst die
Aufschliisselung des humanen Genoms und verschiedener Sédugerspezies wird zeigen, ob
diese Diversifikation im Genom verankert ist. Molekulare Variation und physiko-chemische
Modulation der Bioaktivitdt von humanen Defensinen wiirden aber hier zur Diversifikation
dieser Peptide beitragen. Die Effizienz des humanen antimikrobiellen Verteidigungsarsenals
wird durch die vielfiltige Prozessierung sicher gesteigert. Das Essentielle dieser Multivarianz
ist ndmlich die damit verbundene Funktionsbreite, die aus dem veridnderten Potential des

einzelnen biogenen hBD-1 hervorgeht.

Durch die posttranslationale Generierung von molekularen Defensin-Varianten aus
jeweils einem einzigen Vorldufermolekiil kann somit eine grole Anzahl funktioneller
Defensine mit individuellen Eigenschaften freigesetzt werden. Auf diese Weise stinde dem
Wirt eine Palette antimikrobieller Substanzen zur Verfiigung, die der Anforderung geniigte,

Mikroorganismen verschiedenster Art abwehren zu konnen.
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5.3 Ursprung des hBD-1-Peptids

Die Zuordnung der hBD-1-Biosynthese zu spezifischen Zellen ist ein Schliissel zum
Verstiandnis der funktionellen Charakteristika dieses Peptids. Trotz der weitverbreiteten
Expression von hBD-1-mRNA in nahezu allen epithelialen Geweben und sekretorischen
Driisen und der Entdeckung des Peptids in vielen Korperfliissigkeiten wie Plasma [Bensch et
al., 1995], Urin [Zucht et al., 1998], Vaginallavage [Valore et al., 1998], Atemwegsekrete
[Bals er al., 1998], Lungenspiilfliissigkeiten [Singh et al., 1998] und Trinenfliissigkeit
[Haynes et al., 1998] wurde eine zellspezifische In-vivo-Synthese zum funktionellen Peptid
bislang nicht demonstriert.

Die hBD-1-Bildung in den Organen, die eine korrespondierende mRNA besitzen, ist
bislang nicht eindeutig gezeigt. Umfangreiche Analysen belegen, dass hBD-1 in epithelialen
und mukosalen Zellen konstitutiv, wenn auch meist auf niedrigem Niveau, exprimiert wird.
Die niedrigen Expressionsraten erschweren die Feinlokalisation von hBD-1 mit
molekularbiologischen Methoden. Ungleich komplexer gestaltet sich die Bestimmung des
korrespondierenden Peptides im Gewebe und den zugehorigen Korperfliissigkeiten. Die
ermittelten hBD-1-Konzentrationen sind generell sehr klein (pM-nM) und unterliegen
offensichtlich inter- und intraindividuellen Schwankungen. Diese belegen unsere
Untersuchungen an intestinalen Geweben diverser Patienten.

Ein wichtiger Wirkort fiir Defensine diirften Lunge und Atemwege sein. So wird eine
Beteiligung dieser Peptide, insbesondere der P-Defensine, in der Pathogenese der
Mukoviszidose (Cystische Fibrose, CF) diskutiert [McCray et al., 1997; Goldman et al.,
1997], weshalb dieser Bereich von verschiedenen Gruppen intensiv bearbeitet wurde.
Schnapp & Harris (1998) fanden zwar o-Defensine in Broncho-Alveolar-Lavage-Fliissigkeit
(BAL) von sieben Patienten mit Verdacht auf Lungentumor, aber kein hBD-1. Keiner der
Patienten hatte Anzeichen einer Infektion oder Entziindung. Dahingegen fiihrten die Arbeiten
von Singh er al. (1998) zu einem gegensitzlichen Ergebnis. Bei der Untersuchung von
gesunden Probanden, CF-Patienten und Patienten mit entziindlichen Lungenerkrankungen
konnten sie in der BAL beide bekannten humanen B-Defensine nachweisen. Dabei wurde
hBD-2 nur in BAL von Patienten gefunden, wohingegen hBD-1 auch bei gesunden Probanden

detektierbar war.
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Diese Resultate untermauern den von uns gezeigten, fehlenden Zusammenhang
zwischen Diagnose und hBD-1 (Abschnitt 4.8). Zudem deuten diese Ergebnisse an, dass die
Biosynthese von hBD-1 zum reifen Peptid trotz konstitutiver Transkription vermutlich von
bislang nicht entdeckten Mediatoren gesteuert wird. Uber die Biosynthese von HNP und
Lysozym ist bekannt, dass Faktoren wie der Zeitpunkt der Biosynthese oder der Reifezustand
der synthetisierenden Zellen Translation und Translokation dieser Peptide beeinflussen
[Arnljots et al., 1998]. Ein weiterer Hinweis fiir eine Regulation der hBD-1-Synthese auf
Translationsebene konnten auch die Resultate der Western-Blot-Analyse sein (Abb. 4.17).
Diese zeigt, dass hBD-1-mRNA exprimierende Zellen keine detektierbaren Mengen Peptid

enthalten konnen.

Die von Valore et al. (1998) durchgefiihrten peptidchemischen Analysen von Blut,
Urin und Vaginallavage lassen einen Zusammenhang zwischen der hBD-1-Konzentration und
dem Verlauf des weiblichen Zyklus erkennen. Diese Befunde konnten ein Indiz fiir eine
hormonelle Regulation der hBD-1-Konzentration darstellen. Neuerdings wird sogar in ersten
Ansitzen ein Potential fiir Defensine als Empfingnisverhiitungsmittel postuliert [Sawicki &

Mystkowska, 1998].

Das urinale hBD-1 kann a priori (1) durch renale Filtration und (2) durch tubulare
Sekretion in den Urin gelangen. Bei (1) wiirde man annehmen, dass hBD-1 im Plasma von
gesunden Erwachsenen eine lingere Molekiilform wire, als die gefundenen Varianten aus
dem Himofiltrat. Die Expression von hBD-1-mRNA durch U 937- und THP-1-Zellen
indizieren, dass hBD-1 aus Monozyten stammen konnte. Die Stimulation von Monozyten
wihrend der extrakorporalen Filtration konnte die Homoostase von hBD-1-Peptiden
beeinflussen. Andererseits konnten wir bei einer immunzytochemischen Analyse weder in
Vollblut-Ausstrichpriaparaten noch in Leukozytenprdparationen hBD-1-enthaltende Zellen
nachweisen (Daten nicht gezeigt).

Es ist anzunehmen, dass das meiste des urinalen hBD-1 direkt in der Niere
synthetisiert und in das Lumen der Tubuli sezerniert wird. Hier ist die spezifische
hBD-1-mRNA stark exprimiert, wie die In-situ-Hybridisierung der Niere zeigt. Der Befund
wird gestiitzt, da die aus distalen Tubuluszellen stammende Zelllinie IHKE eine starke

Expression von hBD-1-mRNA zeigt. Urinales hBD-1 konnte zudem aus anderen Epithelien
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des Urogenitaltraktes (Ureter, Blase oder Vagina) stammen, wo die Transkripte von hBD-1

ebenfalls detektiert wurden.

Wenn der Urogenitaltrakt einen Hauptsyntheseort von hBD-1 darstellt, wie aus dem
Expressionsmuster von hBD-1-mRNA hervorgeht, stellt sich die Frage, wo sich der zellulire
Syntheseort des spezifischen Peptids befindet. In den von uns durchgefiihrten
immunbhistologischen Untersuchungen der Niere konnten die hBD-1-enthaltenden Zellen
nicht detektiert werden. Dieses negative Resultat wird auch in Arbeiten von Valore ef al.
(1998) berichtet. Diese Arbeitsgruppe konnte keine hBD-1-immunreaktiven Zellen in der
Niere darstellen. Allerdings fanden sie, im Gegensatz zu uns, hBD-1-spezifische Produkte im
Lumen von Henle’schen Schleifen. Aus ihren Resultaten folgerten sie, dass hBD-1 nach der
Synthese vermutlich ohne intrazelluldre Speicherung in das Lumen freigesetzt wird. Dies
wurde auch fiir das bovine PB-Defensin TAP, das von Epithelzellen ohne sichtbare
zytoplasmatische Granula sezerniert wird, beschrieben [Ganz & Lehrer, 1995]. Innerhalb der
B-Defensine gibt es deutliche Unterschiede zwischen hBD-1 und TAP sowie auch zu
a-Defensinen, die unzweifelhaft in intrazelluldren Granula gespeichert werden, wie HNP-1
bis 3 oder HD 5 [Lui & Ganz, 1995; Porter et al., 1997]. Betrachtet man z.B. die fiir die
Translokation von Peptiden bedeutsamen Signalbereiche von hBD-1 und anderen Defensinen,
eroffnet sich die Moglichkeit einer Gruppierung dieser Peptide auf der Grundlage bestimmter
physiko-chemischer Eigenschaften, die fiir den Transportweg und die Ziele von Peptiden von

Bedeutung sind (Abb. 5.3).

Die Resultate der Immunfirbung in Pankreas und Kolon sprechen gegen eine
Speicherung von hBD-1 in zytoplasmatischen Granula in den hBD-1-synthetisierenden
Zellen. In beiden Geweben fanden wir hBD-1 im Bereich des rauhen Endoplasmatischen
Retikulums (rER) und des Golgi-Apparates von sekretorischen Zellen. Dagegen waren das
Zytoplasma (Theca) und die Mukustropfen der Becherzellen frei von hBD-1.

Im rER werden Proteine gebildet, die fiir Membranen, Lysosomen und den Export
aus der Zelle bestimmt sind. Vom rER konnen Proteine in den Golgi-Apparat gelangen, wo
sie nach posttranslationaler Modifikation durch Zellsorting schlieBlich zu verschiedenen
Zellorganellen oder in den Extrazellularbereich transportiert werden. Die Notwendigkeit, fiir

eine erfolgreiche Immunhistologie membranpermeabilisierende Agenzien wie Triton X-100
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und Saponin einzusetzen, unterstreicht die Vermutung, dass hBD-1 in subzelluldren

Organellen lokalisiert ist °.

(U I W I U Y R S Y L

hBD-2
BD0O1_Affe
EBDO1_Maus
BD01_Ratte
hBD -1
TAP_Rind
LAP Rind
BDO1_Schaf
BD04 Rind
HNP-1/2
HD-5

DEF1_Kaninchen

Abb. 5.3: Vergleich putativer Signalsequenzen verschiedener Defensine. Die Abbildung illustriert, dass es
verschiedene Gruppen von Defensin-Signalpeptiden gibt. Die Signalsequenzen der B-Defensine hBD-1 und TAP
unterscheiden sich deutlich. Aminosduren mit dhnlichen physiko-chemischen Eigenschaften sind mit gleicher Farbe

unterlegt.

Inwieweit eine aktive Sekretion (konstitutiv oder reguliert) in das Lumen oder eine
Freisetzung von hBD-1 in den Interzellularraum erfolgt, kann auf der Grundlage der
vorliegenden Daten nicht eindeutig beantwortet werden. Die vorhandenen Daten sprechen
jedoch dafiir, dass hBD-1 vermutlich primir ein intra- und interzelluldres Peptid ist, was die

Hypothese von hBD-1 als gewebe-orientierter, physiologischer Schutzsubstanz unterstiitzt.

* ANMERKUNG: Interessanterweise fiihrt eine Analyse der hBD-1-AS-Sequenz mit der Software PSORT-
Prediction of Protein Localization Sites V 6.4 (WWW) [http://psort.nibb.ac.jp:8800/cgi-bin/okumura.pl] zu dem
Ergebnis, dass hBD-1 mogliche Signale fiir den Weitertransport in die Mitochondrien aufweist
(Pos. 63: YRGKKA; apolarer Bereich fiir intramitochondriale Sortierung). Die Membranen von Mitochondrien
enthalten, genau wie die von Gram-negativen Bakterien und Chloroplasten, Proteine, die als Porine bezeichnet
werden. Diese porenbildenden Proteine regeln z.B. die Membranpermeabilitit und erlauben es niedermolekularen
Stoffen, die Membran durch passive Diffusion zu passieren. Auch die antimikrobielle Wirkung von Defensinen

beruht im Allgemeinen auf einer Membrandesintegration.
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5.4 Funktionelle Charakteristika von hBD-1

Die antimikrobiellen Hemmtests zeigen eindeutig, dass hBD-1, dhnlich wie andere
Saugerdefensine, als Breitbandantibiotikum gegen Gram-positive und Gram-negative
Bakterien sowie Hefen wirkt [Eisenhauer et al., 1992, Selsted et al., 1992; Lehrer et al.,
1993]. hBD-1 kann das Wachstum von Mitgliedern verschiedener taxonomischer Familien
inhibieren, aber die antimikrobielle Effizienz differiert sehr stark, selbst innerhalb des selben
Genus. Im Vergleich zu HNP-2 und anderen Referenzpeptiden war die antimikrobielle
Aktivitdt gegen alle getesteten Mikroorganismen generell schwach, ausgenommen fiir Bacilli

und fiir Staphylococcus carnosus.

Nach derzeitiger Auffassung beruht die antimikrobielle Wirkung von Defensinen auf
einer Membrandesintegration. Fiir diese Interaktion mit negativ geladenen Bereichen der
Membranoberflidche sind polykationische Aminosduren notwendig. hBD-1 besitzt nur einige
basische Aminosduren, was eine Erkldrung fiir die im Vergleich zu HNP-2 geringe
antimikrobielle Potenz sein mag. Bei ca. 30 % (3 von 11) der getesteten Mikroorganismen
wurde unter den gewihlten experimentellen Bedingungen keine Wachstumshemmung durch
hBD-1 bewirkt. Interessanterweise war der Prozentsatz nicht inhibierter Keime bei HNP-2
ebenso hoch (Abb. 4.7 und Tab. III). Entweder war die Konzentration des Antibiotikums zu
niedrig, oder die Keime waren resistent. Allerdings ist die Resistenzbildung gegeniiber
endogenen Peptidantibiotika bislang selten beobachtet worden [Hancock & Lehrer, 1998].

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aus den Platteninhibitionsassays, die einen
Vergleich mit den Referenzpeptiden HNP-2, Magainin-II und Casocidin-I erlauben, lésst sich
abschitzen, dass die minimale Konzentration zur Wachstumsinhibition von Mikroorganismen
im Bereich von 3 - 25 pg/ml anzusetzen ist. Die im nanomolaren Bereich (ng/ml) liegenden
Konzentrationen von hBD-1 im Urin sind deutlich unterhalb dieses Wertes. Deshalb erscheint
die antimikrobielle Abwehr direkt auf die unmittelbare Umgebung der Syntheseorte begrenzt
zu sein, wo entsprechend hohe lokale hBD-1-Konzentrationen auftreten konnen.

Gleiches gilt auch fiir die HNPs. Unter physiologischen Bedingungen sind die
Plasma-Defensin-Konzentrationen (c-Defensine) kleiner als 107 M [Panyutich er al., 1993;
Ihi et al., 1997]. Diese Konzentrationen sind deutlich unterhalb der Grenze, die in vitro

notwendig sind, um die nutzbringenden, antimikrobiellen Effekte der Defensine oder ihre
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potentiell schidlichen, zytotoxischen Wirkungen auszuldsen. Nach Thi et al. (1997) sind die
Defensinkonzentrationen innerhalb von Neutrophilen mit ca. 6 mg/ml auflerordentlich hoch.
Diese Zahlen lassen vermuten, dass Defensine bei sehr hohen lokalen Konzentrationen
wirken und nicht, wenn sie sich frei im Plasma befinden.

In vielen Fillen ist es schwer, im Wirtsorganismus bakterizide Konzentrationen eines
Antibiotikums zu erreichen. Auflerdem wirken einige Antibiotika per se nur bakteriostatisch.
Aber auch subinhibitorische Konzentrationen von Antibiotika konnen wirksam sein, wie z.B.
die verminderte Infektanfdlligkeit von Tieren zeigt, die Antibiotika in leistungsfordernden
Dosen erhalten. In solchen Fillen hat man im Elektronenmikroskop kleine strukturelle
Anderungen in den Bakterien entdeckt und zudem festgestellt, dass sie besser phagozytiert
werden. Es geniigt also oft, die Chancen der Abwehr nur ein wenig zu erhéhen, um den
Angreifer zu inaktivieren. Schon die Veridnderung der Bakterienmembran durch die
Anlagerung von hBD-1 konnte genauso wirken. In diesem Falle wire es eine Aufgabe von
hBD-1 Mikroorganismen fiir eine Eliminierung durch neutrophilengestiitztes HNP
vorzubereiten.

Herausragendes Charakteristikum von hBD-1 ist die mit Selektivitit gepaarte
Universalitit der antimikrobiellen Aktivitdt. Eine Synopsis der vorhandenen Daten belegt
einerseits das breitgeficherte Wirkungsspektrum dieses Peptids, auf der anderen Seite wirkt
hBD-1 unter gegebenen Bedingungen nur gegen einzelne Keime. Der protektive Wert von
hBD-1 ist weiterhin bestimmt durch seine hohe Salzempfindlichkeit. Als eine Konsequenz
dieser Salzsensitivitdat wird spekuliert, dass die Funktion von hBD-1 bei Cystischer Fibrose
aufgrund der abweichenden Ionenkomposition in der Lunge dieser Patienten eingeschréankt
ist, was zu chronischen Infektionen der Atemwege fiihrt [McCray et al., 1997]. Der Einfluss
von Salz auf die Interaktion von Defensinen mit Bakterienmembranen wird durch die
Beobachtung bestitigt, dass hohe Salzkonzentrationen durch HNP verursachte
ultrastrukturelle Verianderungen auf bakteriellen Oberflichen verhindern kénnen [Shimoda et
al., 1995].

hBD-1 wird an den verschiedensten epithelialen Barrieren in Lunge, Leber, Niere,
Darm, Pankreas, etc. gebildet, wo die luminalen Rdume zudem mit vom Blut verschiedenen
Fliissigkeiten gefiillt sind. Vorausgesetzt hBD-1 entfaltet seine Aktivitidt in vivo in diesen
Mikrokompartimenten, ist hBD-1 mit residenten Kommensalen und einer Vielzahl von
Pathogenen, zum Teil mit spezifischen Affinititen zu bestimmten Geweben, konfrontiert.

hBD-1 wird auch an Orten synthetisiert, wo Salzkonzentrationen von 100 mM oder mehr
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vorhanden sind und wo schon unter physiologischen Bedingungen unterschiedliche pH-Werte
vorherrschen. Fiir einen effektiven Schutz des Wirtsorganismus unter solchen Bedingungen
wire ein Antibiotikum mit flexiblen biologischen Aktivititen am besten geeignet. hBD-1 in
Zusammenarbeit mit anderen Defensinen konnte diesen Anforderungen an die Flexibilitit
entsprechen.

Die Grundlage der Defensinaktivititen bilden die aus der Molekiilstruktur
abgeleiteten physikalischen Eigenschaften dieser Peptide sowie ihrer anionischen
Zielmembranen [Kagan et al., 1990; Wimley et al., 1994]. Genau diese Eigenschaften werden
durch die Verhiltnisse an den verschiedenen Wirkorten besonders beeinflusst. Die Aktivitit
von kationischen, antimikrobiellen Peptiden hidngt hdufig mit Ihrer Nettoladung zusammen
[Selsted et al., 1985; Piers et al., 1994]. Damit lieen sich die unterschiedlichen
antimikrobiellen Potentiale zumindest von einigen der molekularen Defensinvarianten

erkldren (Abb. 5.5).

Aminosauresequenz und Sekundérstruktur von hBD-1

aromatisch sauer basisch

- Polaritat +

Abb. 5.5: Schematische Darstellung von Polaritit und Sekundarstruktur des hBD-1-Molekiils.
Aminosduren, die bei physiologischem pH ionisiert bzw. protoniert sind, sind mit ihren Seitenketten dargestellt.

Uberwiegend hydrophile Bereiche sind blau und hydrophobe Bereiche gelb unterlegt.
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Im Einklang damit steht die Beeinflussbarkeit der antimikrobiellen Aktivitit von
hBD-1 durch die Eigenschaften des umgebenden Mediums (Hydrophobie, Salz- und
Wasserstoffionenkonzentration). Das gilt auch fiir andere Mitglieder dieser Peptidfamilie, wie
die nachfolgenden Beispiele illustrieren.

So ist die antimikrobielle Wirkung des intestinalen o-Defensins HD 5 gegeniiber

Listeria monocytogenes bei pH 7,4 ausgeprégter als bei pH 8,5, wohingegen das Wachstum
von Salmonella typhimurium stirker bei pH 8,5 gehemmt wird [Porter ef al., 1997]. Obwohl
intaktes Big Defensin antibakteriell gegen Salmonella typhimurium und Staphylococcus aures
wirkt, ist das N-terminale hydrophobe Fragment von AS 1 bis 37 wirksamer gegen
Gram-positive Bakterien, und das C-terminale Fragment von AS 38 bis 79 wirkt effektiver
gegen Gram-negative Bakterien [Kawabata & Iwanaga, 1997].

Das elektrische Potential von Mikrobenmembranen wird durch externe
elektrostatische Einfliisse ebenfalls moduliert. Weiter konnte gezeigt werden, dass der
pH-Wert bei bestimmten Mikroorganismen Einfluss auf die DNA-Topologie und die
Expression von Defensinresistenz bewirkende Virulenzgene haben kann [Miller et al., 1990;
Karem & Foster, 1993; Bearson et al., 1996]. Die Aktivititsinderungen von hBD-1 kénnen

also sowohl auf der Modifikation des Peptides als auch auf der der Mikroben beruhen.

Defensine sind nicht nur antimikrobiell wirksame Peptidantibiotika. Einige dieser
Peptide entfalten zusitzliche Funktionen (siehe auch Abschnitt 1.2.6). Defensine werden bei
Sdugern exprimiert, ohne die Wirtszellen selbst zu schidigen [Jones & Bevins, 1992;
Stolzenberg et al., 1997, Darmoul et al., 1997]. Dennoch wurde in [In-vitro-Studien in
einzelnen Fillen beobachtet, dass sich das antibiotische Potential von Defensinen auf
Saugerzellen erstreckt [Lehrer er al., 1993]. Das, wenn auch geringe, zytotoxische Potential
von hBD-1 beruht moglicherweise darauf, dass Defensine die Moglichkeit haben, mit
Membranen der Wirtszellen zu interagieren um Anionen-konduktive Poren zu formen [Kagan
et al., 1990; Cociancich et al., 1993]. So konnte zum Beispiel kiirzlich der Einfluss muriner
Cryptdine auf die Chloridsekretion von intestinalen Zellen gezeigt werden [Lencer et al.,
1997]. Aufgrund der zytotoxischen Eigenschaften ist anzunehmen, dass hBD-1 diese Funktion
teilt, wobei das Salz im Kulturmedium keinen bedeutsamen Einfluss zu haben scheint. Die
Zytotoxizitdt ldsst sich unter der Annahme eines lethalen Ausmalles der

Membranpermeabilisation bei hoheren hBD-1-Konzentrationen erkléren.
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Auch wenn die antibiotische Wirkung von Defensinen im wesentlichen in der
Hemmung von Membranfunktionen beruht, konnen dariiber hinaus nach der Aufnahme von
Defensinen ins Zellinnere auch die DNA- und Proteinsynthese beeintriachtigt werden
[Bateman et al., 1991]. So konnen Defensine direkt an der DNA agieren, indem sie hier zu
Einzelstrangbriichen fiihren [Gera & Lichtenstein, 1991]. Da die DNA in Bakterien- und
Saugerzellen gleichartig ist, sind interkalierende Antibiotika auch fiir Eukaryonten toxisch.
Vorausgesetzt hBD-1 gelangte in den Kern, wire eine Intervention an der DNA denkbar, da
die Oberfliche des DNA-Molekiils wegen der Zucker- und Phosphat-Reste des Riickgrats
polar und negativ geladen ist. Kationische Defensine konnten, wie auf negativ geladenen
Mikrobenmembranen, durch elektrostatische Krifte auf die DNA einwirken. Dass Defensine
in vivo im Zellkern lokalisiert sind, zeigt die Identifikation von HNP-1 bis 3 im Zellkern von
humanen Lymphozyten [Blomqvist et al., 1999]. Aber, die fiir die Auslosung der
zytotoxischen Aktivitét erforderlichen hohen Konzentrationen, die lange Latenzzeit und eine
moglicherweise notwendige Pridisposition der Zellen sprechen dafiir, dass hBD-1 kein
potentes Akutgift fiir Sdugerzellen darstellt. Die Beobachtung, dass eine hohe
Serumproteinkonzentration den zytotoxischen Effekt unterdriicken kann, steht in
Ubereinstimmung mit friiheren Befunden, dass Defensine durch einige Plasmaproteine
gebunden und inaktiviert werden konnen [Ganz & Lehrer, 1995]. Z.B. blockiert der
o-1-Proteinase-Inhibitor, ein gut charakterisierter Inhibitor der Neutrophilen Elastase, die
zytotoxischen und stimulatorischen Aktivititen von Defensinen auf epitheliale Zellen

[Hiemstra et al., 1998].

Abgesehen von einem kiirzlich beschriebenen Potential als Schutzsubstanz gegen
adenovirale Infektionen [Gropp et al., 1999] konnten wir weder in eigenen, hier nicht
gezeigten, Experimenten (Trypsininhibition, Chemotaxis, LPS-Bindung) noch in der Literatur
Hinweise iiber weitere biologische Aktivititen von hBD-1 erhalten. Dies grenzt hBD-1
gegeniiber anderen Defensinen, insbesondere den humanen o-Defensinen, ab. hBD-1 scheint
also in erster Linie ein antimikrobielles Agens zu sein. Sekundire Eigenschaften wie z.B.
Zytotoxizitdt gegeniiber Sdugerzellen und weitere bisher nicht beobachtete Funktionen sind
vermutlich Nebenwirkungen, wie sie bei anderen Medikamenten auftreten. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass weitere Funktionen von hBD-1, ebenso wie die antimikrobielle

Aktivitdt, erst unter speziellen /n-vivo-Bedingungen zu Tage treten. Neueste Untersuchungen
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ergeben erste Hinweise, dass o-Defensine z.B. mittels Induktion von Sauerstoffradikalen das
Milieu ihrer Umgebung direkt beeinflussen konnen. So wird diskutiert, dass Neutrophile
durch die Freisetzung von HNP die Umweltbedingungen (Milieu) derart beeinflussen, dass
dadurch optimale Bedingungen zur Ausiibung ihrer antimikrobiellen Funktion entstehen
[Kaplan ef al., 1999]. Moglicherweise sind noch weitere unbekannte Synergismen oder
Wechselwirkungen fiir die Ausprigung der jeweiligen Funktionen der Defensine
verantwortlich, wie es die Ergebnisse von Bals ef al. (1998) bei Untersuchungen von hBD-2

nahelegen.

Die gezeigten Daten lassen ableiten, wie sehr die biologischen Aktivititen der
Defensine multifaktoriellen Einfliissen unterliegen. Zur vollstindigen Aufklidrung der
funktionellen Charakteristika von hBD-1 und anderen humanen Defensinen bedarf es
zukiinftig weiterer Untersuchungen, die bislang durch die begrenzte Menge an verfiigbarem
Peptid limitiert waren. Eine detaillierte Suche nach putativen Funktionen sowie die
erschopfende antimikrobielle Austestung jeder einzelnen Defensinvariante sollte Gegenstand

zukiinftiger Forschung sein.
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5.5 Intestinale Defensine

Die weitverbreitete Expression von humanen o~ und B-Defensinen, ihre vielféltigen
Eigenschaften und die aufgrund ihrer geringen MolekiilgroBe schnelle Synthese
charakterisieren diese Peptide als wichtige Komponenten der unspezifischen Immunabwehr
an allen epithelialen und mukosalen Barrieren [Boman, 1995 und 1998]. Ein Grofteil der
Exposition mit Mikroorganismen erfolgt im Gastrointestinaltrakt, wobei die bakterielle
Exposition im oberen Gastrointestinaltrakt hdufig in Zusammenhang mit der Einnahme von
Nahrung erfolgt, wihrend im Dickdarm eine groe und komplexe Population einer
Spezies-spezifischen Flora von Bakterien residiert. Im Vergleich zum Dickdarm ist das
Lumen des Diinndarms weniger dicht besiedelt. Um die relativ geringe Bakterienzahl im
Diinndarm zu erhalten und gleichzeitig die nutzbringende Mikroflora im Dickdarm
aufrechtzuerhalten, ist eine differenzierte Reaktion auf Mikroorganismen erforderlich.

Die Lokalisation von HD 5 in intestinalen Paneth Zellen, die Detektion von
HD 6-Transkripten in verschiedenen Darmabschnitten sowie die Infiltration und Aktivierung
von o-Defensin enthaltenden Neutrophilen im Verlauf von intestinalen Erkrankungen zeigen,
dass o-Defensine bei der Mikrobenabwehr im Gastrointestinaltrakt beteiligt sind [Jones &
Bevins, 1993; Porter et al., 1997]. Die Existenz der intestinalen Defensine HD 5 und HD 6
legt die Vermutung nahe, dass diese Peptide als Bestandteile der antimikrobiellen
Barrierefunktion der Diinndarmmukosa den Diinndarm vor einer bakteriellen Uberwucherung
durch eine autochthone Flora und vor einer Invasion durch oral aufgenommene, potentiell
infektiose Pathogene schiitzen. Eine limitierte Expression dieser Defensine wiirde das Risiko
einer bakteriellen Invasion des Intestinums erhohen und ist ein Faktor in der Pathophysiologie
gastrointestinaler Erkrankungen. Salzman und Mitarbeiter (1998) berichten z.B. iiber einen
Zusammenhang zwischen der Expression intestinaler Defensine und nekrotisierender
Enterocolitis, einer schweren Erkrankung des terminalen Ileums, die speziell Frithgeborene
betrifft. Die geringe Anzahl humaner intestinaler Defensine (siehe auch Abschnitt 5.2) und
ihr vorwiegendes Vorkommen im Diinndarm fiihrt zu der Frage, ob diese Peptide einen
ausreichenden antimikrobiellen Schutz im Gastrointestinaltrakt, insbesondere im Dickdarm,
bilden.

Die  Konfiguration der [B-Defensine  entspricht der charakteristischen

Schwefelbriickenkonfiguration von Trefoil-Peptiden. Mitglieder der Trefoil-Peptidfamilie
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werden im Gastrointestinaltrakt von Sdugern sowohl im Darm als auch im Pankreas von
Mukus-sezernierenden Zellen produziert [Sands & Podolsky, 1996]. Die kompakte Struktur
des Trefoil-Motives ist wahrscheinlich verantwortlich fiir die bemerkenswerte Stabilitdt von
Trefoil-Peptiden gegen proteolytische Verdauung. Dies befdhigt sie, im ungiinstigen
Mikrobiotop in den Rdumen des gastrointestinalen Lumens zu funktionieren. Trefoil-Peptide
werden, dhnlich wie hBD-2 [Bals et al., 1998], angrenzend an entziindete Bereiche innerhalb
des Gastrointestinaltraktes exprimiert und spielen eine wichtige Rolle sowohl in der
Aufrechterhaltung der Barrierenfunktion von mukosalen Oberflichen als auch bei der
Forderung der Wundheilung nach Verletzungen.

Das Expressionsmuster humaner [-Defensin-mRNA, die in dieser Arbeit

beschriebene zelluldre Lokalisierung des korrespondierenden hBD-1-Peptids im
Gastrointestinaltrakt sowie die hohe Stabilitdt von hBD-1 gegeniiber proteolytischem Verdau
spricht dafiir, dass hBD-1 in der proteasereichen Umgebung des Intestinaltraktes eine

entsprechende wichtige Funktion zukommt.

5.5.1 Defensine im Pankreas

Mittels immunhistologischer Methoden wurde hBD-1 im Rahmen dieser Arbeit im
Pankreas von gesunden und erkrankten Personen in Azinuszellen und in Epithelzellen der
Pankreasgiinge lokalisiert. In-situ-Hybridisierungsexperimente von Schnapp et al. (1998) an
fotalem und adultem Pankreasgewebe zeigen, dass auch die korrespondierende hBD-1-mRNA
in Azinuszellen exprimiert wird. In den Gangepithelzellen wurde jedoch keine Expression
gefunden. Diese Diskrepanz zu unseren Ergebnissen ldsst sich vermutlich durch die von uns
gezeigte  interindividuelle  Variabilitit der hBD-1-mRNA-Expression und der
hBD-1-Peptid-Translation erklédren.

Ahnlich wie bei der Niere, wo hBD-1-Transkripte hauptsichlich in den distalen
Tubuli und den Verbindungsstiicken lokalisiert ist [Valore et al., 1998, Zucht et al., 1998],
die als erster Teil des Organs durch aufsteigende Infektionen betroffen wiren, konnte hBD-1
in der Bauchspeicheldriise dazu dienen, das Gangsystem und die Azini vor retrograden
Infektionen zu schiitzen. Tatsdchlich sind aus dem Duodenum aufsteigende Gram-negative
Bakterien die Hauptursache bei pankreatischen Infektionen, einer ernsten Komplikation der
schweren akuten Pankreatitis [Hayashi er al., 1996]. Die Azinuszellen sind die primiren

proteinsezernierenden Zellen des exokrinen Pankreas. Das Pankreassekret enthilt neben einer

102



5 Diskussion

Batterie von Verdauungsenzymen antimikrobielle Komponenten [Elmes, 1976]. Ob Azini
hBD-1 iiber die Pankreasginge in das Duodenum sezernieren, muss durch weiterfiihrende
Analysen direkt von Pankreassekret gekliart werden. Auf diese Weise konnte hBD-1 durch
Erhohung von Konzentration und Vielfalt der Defensine dazu beitragen, die geringe Menge
von o-Defensin-produzierenden Paneth Zellen im Duodenum zu kompensieren, und dem
Schutz der Bauchspeicheldriise und des proximalen Diinndarms vor einer bakteriellen
Invasion dienen [Pierzynowski et al., 1993].

Bakterielle Infektionen fiihren selten zu einer symptomatischen Pankreatitis
[Steinberg et al., 1994]. In dieser Studie wurde tendenziell die hochste Expression von hBD-1
im Pankreas der Patienten mit histologisch unauffilligem, d.h. gesundem Gewebe gefunden.
Das ldsst den Schluss zu, dass hBD-1 als physiologischer Schutz der Bauchspeicheldriise
gegen Infektionen und den daraus resultierenden Schiden wirkt: Niedrige hBD-1-Spiegel
konnten eine Ursache von abhingigen pankreatischen Erkrankungen sein. Bisher liel sich
kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Diagnose und hBD-1-Expression
herstellen. Das deutet darauf hin, dass das Ausmall einer hBD-1-Aktivierung oder
-Deaktivierung nicht einfach mit der Pathogenese der Erkrankung im Zusammenhang steht.
Das Fehlen einer Korrelation zwischen der hBD-1-mRNA-Expression und systemischen
inflammatorischen Indikatoren wie der Erhohung der Leukozytenzahl oder der
Serumamylase-Aktivitdt ist konsistent mit der Tatsache, dass die hBD-1-Expression, im
Gegensatz zu hBD-2, nicht durch inflammatorische Mediatoren wie II-13, TNF-a oder
Lipopolysaccharide induzierbar ist [Singh et al., 1998; Lui et al., 1998; Bals et al., 1998].

Der Befund, dass hBD-1 in Zellen von gesunden und erkrankten Personen
vorkommt, weist darauf hin, dass hBD-1, zusitzlich zur Abwehr pathologischer
Mikroorganismen, eine physiologische Rolle haben kann. Dass hBD-1 in fotalem Pankreas in
einem Entwicklungsstadium exprimiert wird, in dem die inneren Organe noch keinen
externen Pathogenen ausgesetzt werden, unterstiitzen die Hypothese von einer weiteren
physiologischen Funktion von hBD-1 [Schnapp et al., 1998]. Es ist denkbar, dass hBD-1 als
Mediator z.B. mittels Apoptose-Induzierung, Zytorrhyse oder Zellmobilisierung an
Wundheilungsprozessen beteiligt ist und dadurch zur Integritit epithelialer Zellverbiande

beitragt.
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5.5.2 Defensine im Darm

Die Entdeckung von hBD-1 in Zellen des Darmepithels von Patienten mit
verschiedenen gastrointestinalen Erkrankungen zeigt, dass neben den bereits bekannten
intestinalen o-Defensinen auch -Defensine einen Beitrag zur Schutzfunktion der Darmwand
leisten konnen. Bei Neutrophileninfiltration, Entziindung und weiteren Faktoren finden sich
im Gastrointestinaltrakt alle heute bekannten humanen Defensine. Die im Pankreas
beobachtete interindividuelle Variabilitdt der hBD-1-Verteilung wird durch die Ergebnisse
der immunhistologischen Untersuchung von Darmgewebe bestétigt.

hBD-1 wurde speziell im Kolon einer Patientin mit eosinophiler Enteritis gefunden.
Lokalisiert wurde das Peptid hier im basalen Zellpol von Becherzellen. Gewebeschnitte dieser
Patientin sind gekennzeichnet durch pathologische Veridnderungen der epithelialen Krypten
(Abb. 4.21), begleitet von einer erhohten Anzahl von Becherzellen (Abb. 4.18). Hinzu kommt
eine massive Infiltration des Gewebes durch HNPs-enthaltende Neutrophile (Abb. 4.21).
Diese Befunde zeigen, dass die Defensine bei der Pathogenese von Darmverinderungen
involviert sind. Myeloide o-Defensine modulieren das Zellvolumen in intestinalen und
renalen Epithelien und beeinflussen die Integritdt epithelialer Barrieren in Zellkulturen
[MacLeod et al., 1991; Peterson et al., 1995; Bateman et al., 1996]. Ob hBD-1 entsprechende
Funktionen im humanen Darm erfiillt, bleibt eine offene Frage.

Im Gegensatz zum oben genannten Gewebe konnte im Kolon eines Organspenders
keine klare subzellulire Zuordnung von hBD-1 erfolgen. Hier zeigt das Muster der
Immunfirbung eher eine unspezifische Reaktion auf hBD-1 im mukosalen Epithel (Abb.
4.20). Interessanterweise zeigt die Lokalisation von hBD-2 mittels /n-situ-Hybridisierung im
Kolon und Pankreas ein dhnliches Bild [Bals ef al., 1998]. Auch hier ist das Signal fiir die
hBD-2-mRNA diffus iiber Epithel- bzw. Azinuszellen verteilt.

Zusitzlich waren bei diesem Gewebe vereinzelte Zellen innerhalb der Lamina
propria hBD-1-immunreaktiv. Méglicherweise handelt es sich um eine Subpopulation von
Neutrophilen, die bereits hBD-1-beladene Mikroorganismen phagozytiert haben. Zu den
Priaparaten stehen keine bakteriologischen Befunde zur Verfiigung, um diese Beziehung
nachzuweisen.

Die hBD-1-spezifische Immunfirbung im Kolonepithel ergab keine Hinweise fiir

eine Sekretion des Peptides. Wenn hBD-1 nicht in das Darmlumen sezerniert wird, um die
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residente Mikrofauna vor seiner bakteriziden Aktivitdt zu schiitzen, konnte hBD-1 seine
Funktionen intrazelluldr ausiiben, wenn eine bakterielle Invasion des Epitheliums auftritt. Die
Aufgabe von hBD-1 im Konzert der anderen Defensine sehen wir in der Inhibition einer
mikrobiellen Kolonisation des Epithels, die gleiche Rolle, die auch fiir Paneth Zell-Defensine
angenommen wird [Ouellette, 1997]. Obwohl der angenommene bioaktive Kern von
Defensinen sehr resistent gegen intestinale Proteasen ist, wird angenommen, dass
B-Defensine nicht im Lumen agieren [Bals et al., 1998; Zucht et al., 1998]. Die hohe
Salzempfindlichkeit von hBD-1 wiirde aufgrund der hohen Salzkonzentrationen im
intestinalen Lumen zu einem Verlust der antimikrobiellen Eigenschaften fiihren. Zudem
konnten wir in vorldufigen Experimenten mit massenspektroskopischen Methoden keinen
Nachweis von hBD-1 in Stuhlproben erbringen (unveroffentlichte Daten), wie er in Urin und

Blut routineméBig gelingt.

Die Priasenz der bekannten humanen Defensine im  Epithel des
Gastrointestinaltraktes impliziert, dass diese multifunktionalen Peptide aufgrund ihrer
individuellen Fahigkeiten bestens geeignet sind, eine schnelle, differenzierte und adiquat
abgestufte Antwort des mukosalen Immunsystems auf moglicherweise schidliche
Mikroorganismen zu geben. Epithel- und Paneth Zellen gehoren zu den ersten Zellen, die sich
mit fremden Antigenen auseinandersetzen miissen; Neutrophile reprisentieren die erste Linie
von Abwehrzellen, die wihrend eines entziindlichen oder infektiosen Prozesses in der
Mukosa erscheinen. Die Lokalisation von HD 5 und HD 6 in den ilealen Paneth Zellen
priadestiniert die o-Defensine fiir die Wirtsverteidigung im Diinndarm [Jones & Bevins,
1993].

Im Dickdarm konnte diese Aufgabe von dem in den Becherzellen produzierten
B-Defensin hBD-1 iibernommen werden. Bemerkenswerterweise stammen Paneth- und
Becherzellen, wie auch Enterozyten und enterochromaffine Zellen, von gemeinsamen
intestinalen Stammzellen ab. Da die o-Defensin-enthaltenden Neutrophilen Zugang zu allen
vaskularisierten Geweben haben, diirften die HNPs zur systemischen Wirtsverteidigung
beitragen [Ganz & Lehrer, 1995], wihrend B-Defensine fiir lokale Besonderheiten zustindig

sind.

105



5 Diskussion

Die gewebespezifischen, gewohnlich nicht iiberlappenden Verbreitungen und
Aktivititen von humanen o~ und B-Defensinen lassen damit die Annahme zu, dass diese
Substanzen verschiedene Rollen mit spezifischen Tropismen bei der angeborenen
Wirtsverteidigung innehaben [Zhao et al., 1996; Lillard et al., 1999]. Weil eine Migration von
Neutrophilen ins Gewebe im Verlauf von Erkrankungen und nicht bei Gesunden erfolgt,
entfalten HNPs vorrangig ihre Wirkung unter pathologischen Konditionen.

Das Verteilungsmuster der B-Defensine hBD-1 und hBD-2 sowie deren beschriebene
bakterizide Kapazititen implizieren, dass ihre primédre Aufgabe in der permanenten
Bereitstellung eines antimikrobiellen Schutzschildes an Korperdffnungen und epithelialen
Barrieren besteht [Zhao et al., 1996; Bals et al., 1998]. Auf der anderen Seite verweist das
unterschiedliche Expressionsverhalten von hBD-1 und hBD-2 auf eine differente,
gewebespezifische Aufgabenteilung bei der Bewiltigung infektidser oder inflammatorischer

Zustande [Lui et al., 1998; Bals et al., 1998; Singh et al., 1998].

Welche Rolle die einzelnen Mitglieder der Defensinfamilie letztendlich ausfiillen, ist
in weiteren Studien zu kldren. Aufgrund der hier vorgelegten Daten ldsst sich folgende
Hypothese ableiten: Beide Subfamilien, oo und B, tragen in komplementédrer Art und Weise
zur Abwehr von Mikroorganismen und zur Wahrung der Integritidt mukosaler und epithelialer
Korperbarrieren bei. hBD-1 und andere Epithelzell-assoziierte Defensine (hBD-2, HD 35,
HD 6) wehren in erster Linie penetrierende Bakterien ab, wogegen die HNPs diejenigen

Bakterien neutralisieren, die diese vorderste Verteidigungsbarriere iiberwinden.
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5.6 Defensine: Endogene Peptidantibiotika als Inmunmodulatoren

Die weitverbreitete Expression von humanen o~ und -Defensinen, ihre vielfaltigen

Aktivitdten und die schnelle Synthese zeigen, dass diese Peptide wichtige Komponenten der
unspezifischen Immunantwort an allen epithelialen und mukosalen Korperbarrieren sein
konnen [Bomann, 1995]. Zusitzlich zur antimikrobiellen Funktion konnen Defensine Signale
vermitteln, die angeborenes und erworbenes Immunsystem miteinander verbinden. In
nanomolaren Konzentrationen sind Defensine (HNP-1 und HNP-2, aber nicht HNP-3) potente
spezifische Chemoattraktantien fiir Monozyten [Territo ef al., 1989]. Die Freisetzung von
Defensinen durch Neutrophile kann somit zur lokalen Ansiedlung von Monozyten in
infizierten oder entziindeten Bereichen beitragen. Neuere Studien weisen darauf hin, dass die
Anwesenheit dieser multifunktionalen Peptide in der intestinalen Mukosa moglicherweise die
angeborene Immunreaktion gegen fremde Antigene auslosen kann [Lillard er al., 1999].
Defensine in der Darmschleimhaut fordern wahrscheinlich die erworbene systemische
Immunantwort, ohne initial das komplette Repertoire der mukosalen Immunitidt zu
induzieren. Die immunregulatorischen Eigenschaften von Defensinen bewirken damit, dass
Krypten und Paneth Zellen Pathogene und Kommensalen in mukosalen Kompartimenten
enthalten (internalisieren) konnen, ohne eine iiberschiefende mukosale Immunreaktion
auszulosen, wenn korperfremde Agenzien mit der Mukosa zusammenstoBen. Entsprechend
wiirden diese Mechanismen den Defensinen erlauben, die Ag-spezifische Reaktion gegen
Mikroben, die das sterile periphere Umfeld erreichen, merklich zu steigern. Eine derartige
Immunregulation durch wirtseigene Faktoren ist nicht ungewdhnlich. So regulieren zum
Beispiel Neuropeptide die Immunglobulin-Produktion und die Mitogen-induzierte
Lymphozytenproliferation in einer gewebespezifischen Art und Weise [Payan et al., 1983;
Ottaway & Greenberg, 1984]. Sebastiano et al. (1999) zeigen, dass Substanzen aus
intestinalen Nerven Einfluss auf die Reaktion von Immunzellen haben. Sie beobachteten bei
Patienten mit histologisch unauffilligem Appendix trotz diagnostizierter akuter
Blinddarmentziindung erhohte Konzentrationen von Neuropeptiden wie Substanz P und VIP
(Vasoactive Intestinal Peptide) in Verbindung mit einer Neuroproliferation.

Bei Siugetieren sind alle bislang bekannten Defensine in Phagozyten und/oder
Epithelien lokalisiert. Beide Zelltypen spielen eine Rolle bei der Immunmodulation und sind

direkt in die Parasitenabwehr involviert. Leukozyten sind als wichtige Effektorzellen im
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Rahmen von infektids-entziindlichen Vorgingen der Haut und der respiratorischen
Schleimhaut etabliert. So konnte z.B. gezeigt werden, dass «o-Defensin-enthaltende
Neutrophile (Mikrophagen) bei Pneumonien im Rahmen der Cystischen Fibrose eine Rolle
spielen [McCray et al., 1996], und erhohte Konzentrationen von eosinophilen Granulozyten
bzw. ihren Mediatoren (z.B. eosinophile kationische Proteine) finden sich bei Patienten mit
Asthma und anderen allergischen Reaktionen [Bousquet et al., 1990; Bischoff et al., 1996].
Zudem st die Eosinophilie bei der Abwehr von mehrzelligen Parasiten (z.B.
Wurminfektionen) und bei der Pathophysiologie entziindlicher Darmerkrankungen beteiligt
[Levy & Kita, 1996; Bischoff et al., 1997]. a-Defensine aus Neutrophilen induzieren die
Freisetzung von Histamin aus Mastzellen und tragen so zur Verbindung der Stoffwechselwege

von Infektionsabwehr und akut entziindlichen Prozessen bei [Befus ef al., 1999].

Epithelien sind, wie auch neuere Studien zeigen, fihig, eine Reihe von biologisch
hochaktiven Mediatoren und Zytokinen (z.B. IL-1, IL-8, TNF, hBD-1, hBD-2) zu
synthetisieren. Diese Befunde bedeuten, dass Epithelzellen eine wichtige Rolle als
immunregulatorische Zellen bei Immun- und Entziindungsreaktionen spielen konnen. Auf
welche Weise Epithelien in das Netzwerk von Infektionen, Entziindungen und Immunantwort
eingebunden sind, ist kompliziert und in den einzelnen Zusammenhidngen schwierig zu

erklaren.

Auf der Grundlage von verdffentlichten Daten und der im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse ldsst sich folgern, dass Defensine mit ihren molekularen Varianten
in ein Netzwerk eingebunden sind, das Bestandteil der Immunabwehr ist. Es ergénzt damit
die systemische Abwehr (phagozytierende Zellen, Hormone sowie Komplementsystem) und
die spezifische Abwehr mit Antikorpern. Schematisch kann das Netzwerk der
nachgewiesenen und potentiellen Aktivititen und Verkniipfungen humaner Defensine an
Korperbarrieren zusammenfassend dargestellt werden (Abb. 5.6), ein Konzept, das in den

kommenden Jahren sicher immer wieder iiberarbeitet werden muss.

108



5 Diskussion

DEFENSIN-NETWORK

Hypothetische Aktivierungs- und Regulationsmechanismen an epithelialen Barrieren

Abb. 5.6: Schematische Darstellung eines hypothetischen Netzwerks der humanen Defensine. Die
Abbildung illustriert die Vorstellungen des Autors iiber die Einbindung endogener antibiotischer Peptide in die

komplexen Abldufe von inflammatorischen, allergischen und infektiosen Prozessen.
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5.7 Epilog

Die Existenz von zahlreichen Homologen der endogenen antibiotischen Peptide in
verschiedenen Tierstimmen belegt, wie verbreitet diese primére, sauerstoffunabhéngige
Verteidigungsstrategie im Tierreich ist und verdeutlicht die evolutiondre Relevanz der
antimikrobiellen Peptide, dhnlich den Stoffgruppen wie Immunmodulatoren, Cytokine und
Chemokine. Antimikrobielle Peptide kommen préferenziell an Orten vor, die in Kontakt mit
unserer mikrobenbeladenen Umwelt stehen. Sie haben ein breitgefidchertes antimikrobielles
Wirkungsspektrum und zeigen ein auB3erordentlich flexibles Aktivitdtspotential in Bezug auf
thren Wirkort und die Zielorganismen. Von wichtiger Bedeutung ist die Entdeckung, dass
einige dieser Peptide induzierbar sind. Diese Fakten tragen wesentlich zu der Uberzeugung
bei, dass die kationischen antimikrobiellen Peptide enorme Vorteile im Uberlebenskampf

hoherer Organismen in einer Welt voller Mikroorganismen bedeuten.

Im Zuge der generellen Kommerzialisierung der Biowissenschaften haben
Anwendungsaspekte dieser Substanzen bei klinisch infektiosen Erkrankungen eine
wesentliche Bedeutung erlangt. Antibiotikaresistente Bakterien sind ein Hauptproblem der
menschlichen Gesundheit geworden und in der Landwirtschaft sind mikrobiell bedingte
Erkrankungen im grolen Maf3e verantwortlich fiir Produktionsausfille bei Agrargiitern. Die
Entdeckung neuer antibiotischer Familien bietet die Chance, solche Probleme zu umgehen,
und antimikrobielle Peptide konnten einen neuen Typ von antibiotischen Wirkstoffen
repriasentieren. Lédsst sich die Beteiligung von antimikrobiellen Peptiden an
Entziindungsprozessen und Wundheilung bestitigen, konnen wir davon ausgehen, dass die
pharmakologische Forschung in Zukunft neue therapeutische Prinzipien entwickeln wird, die

auf der Stimulation endogener Peptidantibiotika basieren werden.
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6.0 Zusammenfassung

Aus humanem Hamofiltrat hat unsere Arbeitsgruppe ein bislang unbekanntes
36 Aminosiuren langes Peptid mit Homologie zu bovinen 3-Defensinen isoliert und als ,,humanes
B-Defensin-1“ (hBD-1) bezeichnet [Bensch er al., 1995]. Humane Defensine sind in zwei
Subfamilien unterteilt: o- und B-Defensine. Bisherige Untersuchungen legen die Vermutung nahe,
dass Defensine an der Bildung einer antimikrobiellen Barriere beteiligt sind. Ein direkter Beweis fiir
eine solche Funktion der Defensine lag bislang nicht eindeutig vor [Schonwetter et al., 1995]. Beim
Menschen ist bisher die Existenz von 8 Defensinen bekannt: vier o-Defensine in Neutrophilen
HNP-1 bis 4 [Ganz et al., 1985; Wilde et al., 1989], zwei weitere o-Defensine (HD 5 und HD 6) in
ilealen Paneth Zellen [Jones & Bevins, 1992; Porter et al., 1997] und zwei 3-Defensine, hBD-1 und
hBD-2, das in Keratinozyten der Haut identifiziert wurde [Harder et al., 1997]. Im Zuge der
humanen Genomanalyse wird sicher bald das gesamte Repertoire der Defensine bekannt sein, aber
mit der Arbeit der funktionellen Analyse bleibt ein weites Feld offen.

Ziel dieses Unternehmens ist der Nachweis der biologischen Aktivitit und der biologischen
Funktion von hBD-1. Mittels [In-situ-Hybridisierung und Immunhistologie wurde die
Feinlokalisation der Syntheseorte von hBD-1-Transkripten und der In-vivo-Translation in das
korrespondierende Peptid im normalen und pathologischen Status vorgenommen. Es wurden
Methoden entwickelt und optimiert, grofere Mengen des Peptides herzustellen oder aus
Korperfliissigkeiten zu isolieren. Im Verlauf dieser Arbeiten wurden neue molekulare Varianten des
hBD-1 aus Blutfiltrat und aus Urin isoliert. Es ist gelungen, natives hBD-1 in hoher Ausbeute aus
humanem Blutfiltrat und Urin zu isolieren. Mit dem isolierten hBD-1 wurden
Maus-anti-hBD-1-Antiseren generiert und in immunhistologischen Studien eingesetzt.

Um den moglichen Ursprung von hBD-1 zu identifizieren, wurde die Verteilung von
hBD-1-mRNA und hBD-1-Peptid in verschiedenen Geweben analysiert. Es zeigte sich, dass nahezu
alle sekretorischen Gewebe hBD-1 exprimieren. Als Hauptexpressionsorte stellten sich die Niere
und das Pankreas heraus. hBD-1-Transkripte wurden in den Tubuli der Niere lokalisiert. Das
zugehorige Peptid konnte allerdings in den selben Zellen nicht nachgewiesen werden, da es dort
nicht in ausreichenden Konzentrationen gespeichert ist. Im Gastrointestinaltrakt wurde das Peptid
lokalisiert. hBD-1 lie sich sowohl in histologisch unauffilligem als auch in pathologisch
verdndertem Gewebe detektieren. In der Bauchspeicheldriise ist das Peptid in Azinuszellen und im

Epithel der Pankreasgiinge lokalisiert. Im Kolon findet sich das hBD-1-Peptid hauptséchlich in den
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6 Zusammenfassung

Becherzellen der Lieberkiihnschen Krypten. Im Gegensatz hierzu ist HNP ausschlieBlich in
infiltrierenden Zellen innerhalb der Lamina propria nachzuweisen.

Untersuchungen iiber die Funktion des hBD-1 im menschlichen Organismus zeigen, dass
hBD-1 als Breitbandantibiotikum gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie Hefen
wirkt. Die antimikrobielle Effizienz differiert sehr stark, selbst innerhalb des selben Genus. Die
hBD-1-Varianten unterscheiden sich im Wirkungsspektrum und -potential. Anders als bei den
strukturell verwandten HNPs, die einer posttranslationalen Reifung unterliegen, scheint die
antimikrobielle Aktivitit von hBD-1 nicht direkt mit der Léinge des N-Terminus korreliert zu sein.
Die antimikrobielle Aktivitdt von hBD-1 wird durch die Wasserstoffionenkonzentration und den
Salzgehalt des umgebenden Mediums moduliert und in Losungen mit Salzkonzentrationen um
100 mM unterdriickt.

Molekulare Variation und physiko-chemische Modulation der Bioaktivitit von humanen
Defensinen tragen zur molekularen und funktionellen Diversifikation dieser Peptide bei. Durch die
posttranslationale Generation von molekularen Defensin-Varianten aus jeweils einem einzigen
Vorldufermolekiil konnte eine groe Anzahl funktioneller Defensine mit individuellen
Eigenschaften freigesetzt werden. Die Erhthung der Anzahl biologisch aktiver Substanzen durch
posttranslationale Variantenbildung sowie die Modulation der Aktivitdt in Abhingigkeit von der
Umgebung konnte Ausdruck einer evolutiondren Entwicklung zur Anpassung an wechselnde
Umweltbedingungen sein und die Chancen des Wirtes zur erfolgreichen Abwehr verschiedenster
Mikroorganismen der sich schnell verdndernden Mikroflora erh6hen.

Abgesehen von einer begrenzten zytotoxischen Aktivitit gegeniiber Sdugerzellen und einem
kiirzlich beschriebenen antiviralen Potential [Gropp et al., 1999] konnten weder in eigenen
Experimenten noch in der Literatur Hinweise iiber weitere biologische Aktivititen von hBD-1
erhalten werden. Dies grenzt hBD-1 gegeniiber anderen Defensinen, insbesondere den humanen
a-Defensinen, ab. hBD-1 scheint also in erster Linie ein antimikrobielles Agens zu sein.

Aufgrund der hier vorgelegten Daten lédsst sich folgende Betrachtung ableiten: Beide
Subfamilien, o und B, tragen in komplementirer Art und Weise zur Abwehr von Mikroorganismen
und zur Wahrung der Integritit mukosaler und epithelialer Korperbarrieren bei. hBD-1 und andere
Epithelzell-assoziierte Defensine (hBD-2, HD 5, HD 6) wehren in erster Linie penetrierende
Bakterien ab, wogegen die HNPs diejenigen Bakterien neutralisieren, die diese vorderste

Verteidigungseinrichtung iiberwinden.
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