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Das Abkurzungsverzeichnis enthélt keine gangigen Abkurzungen (usw., bzw., etc.) sowie
Sl-Einheiten (Systéme International d’unités) und deren Préfixe.
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humane Typ II-Alveolarepithelzellline

a disintegrin and metalloprotease; ein Disintegrin und Metalloprotease
antimikrobielle Peptide

activator protein-1; Aktivator Protein-1

Ammoniumpersulfat

analysis of variance, Varianzanalyse

American Type Culture Collection™

activating transcription factor; aktivierter Transkriptionsfaktor
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American Thoracic Society

humane Bronchialepithelzelllinie

Bronchial Epithelial Cell Basal Medium

brain heart infusion; Hirn-Herz-Infusion
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complement component 3; Komplementkomponente 3

C4b-bindendes Protein

Cathelizidin-antimikrobielles-Peptid

cluster of differentiation; Differenzierungscluster

complementary DNA; komplementare DNA

carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule; karzinoembryonales
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cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
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chronic obstructive pulmonary disease; chronisch obstruktive Lungenerkrankung
Cytosin-phosphatidyl-Guanin
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Desoxyribonuklease
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double-stranded RNA; doppelstrangige RNA
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Ethylendiamintetraacid, Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor; epidermaler Wachstumsfaktor

epidermal growth factor receptor; epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
enzyme-linked immunosorbent assay; Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest
extracellular signal-regulated kinase; extrazellulér Signal-regulierte Kinase
European Respiratory Society

Erythrina trypsin inhibitor, Erythrina-Trypsin-Inhibitor

Fas-associated death domain protein; Fas-assoziiertes Todesdoménen-Protein
fetal calf serum; fetales Kalberserum
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forcierte exspiratorsche Vitalkapazitat

Galactosephosphat

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Glucosephosphat

N-Acetylglucosaminphosphat

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-stimulierender Faktor

global initiative of obstructive lung disease; globale Initiative der obstruktiven
Lungenerkrankung

G-protein coupled receptor; G-Protein gekoppelter Rezeptor
Glycosylphosphatidylinositol
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HIV
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HNP
HSV
ICAM
IFN
[¢
IKK
IKK-NBD
IL
IL-1R
IRAK
IRF
kB
JDP
JNK
kDa
KDO
LBP
LOS
LPS
LRR
LT
LTA

M. catarrhalis; M. c.

Maf

Mal

MAP
MAPK
MAPKK
MAPKKK

MCP-1

MD-2

MHC

M-MLV
MyD88

N. catarrhalis
NALP

NE
NEMO
NF-IL-6

NF-kB
NLR
NOD

oD

OMP
PAGE
PAMP
Pam3;CSKay,

Pam3Cys-Ser-(Lys)a,

P-3-C
PBEC
PBS
PCR

Haemophilus influenzae

Wasserstoffperoxid

humanes B-Defensin

heparin-binding-epidermal growth factor, Heparin-bindender epidermaler
Wachstumsfaktor

human cationic antimicrobial peptide of 18 kDa; humanes kationisches
antimikrobielles Peptid von 18 kDa Molekulargewicht

humanes a-Defensin

Humanes Immundefizienz-Virus

high mobility group box 1 protein

humanes neutrophiles Peptid

Herpes-simplex-Virus

intercellular adhesion molecule; interzellulares Adhasionsmolekdl

Interferon

Immunglobulin

inhibitory-kB-kinase; inhibitorische kB-Kinase

IKK-NEMO-binding-Domain; IKK-NEMO-bindende Doméne

Interleukin

Interleukin-1-Rezeptor

interleukin-1 receptor-associated kinase; Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase
interferon-regulatory factor; Interferon-Regulator Faktor

inhibitory-kB; Inhibitor-kB

jun-dimerization protein; jun-Dimerisierungs-Protein

c-Jun NHz terminal kinase; c-Jun NH: terminale Kinase

Kilodalton

Ketodesoxyoctonsaure
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1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Abstrakt (deutsch)

Einleitung: Moraxella catarrhalis ist ein COPD-assoziierter Erreger, der durch eine
chronische Kolonisation der unteren Atemwege vermutlich die persistierende
Inflammation der COPD mit aufrechterhélt und durch akute Infektionen mit einem fir den
Wirt neuen M. catarrhalis-Stamm fir ca. 15 % der bakteriell induzierten Exazerbationen
der COPD verantwortlich ist. Hinsichtlich der weltweit steigenden Zunahme Antibiotika-
resistenter M. catarrhalis-Stamme kommt der Erforschung endogener humaner
antimikrobieller Peptide (AMP) als mdgliche alternative und innovative Antibiotika, von
denen auch COPD-Patienten profitieren kénnten, eine besondere Bedeutung zu. Die AMP
sind evolutionar sehr urspringliche und wichtige Effektormolekile des angeborenen
Immunsystems, die neben ihrer antimikrobiellen Wirkung auch immunmodulatorische
Funktionen auslben. Das humane B-Defensin-3 (hBD-3) gehért zu den AMP des
Menschen, welches unter den humanen B-Defensinen die starkste antimikrobielle Aktivitat
gegen ein sehr breites Erregerspekirum besitzt und nach inflammatorischer oder
infektidser Stimulation u. a. von den Epithelzellen der Atemwege und Lunge freigesetzt
wird. Bislang ist die antimikrobielle Aktivitdt von hBD-3 gegenlber M. catarrhalis sowie die
Regulation der hBD-3-Expression im Hinblick auf eine Infektion des respiratorischen
Epithels mit M. catarrhalis nicht bekannt und wurden daher in der vorliegenden Arbeit im
Detail untersucht.

Methodik: In einem AMP-Empfindlichkeitstest mit rekombinantem hBD-3 (rhBD-3) und
Koloniezahlverfahren wurde die antimikrobielle Wirksamkeit von hBD-3 gegenlber
M. catarrhalis-Wildtypstammen (O35E, ATCC 25238) untersucht. Nach Infektion von
humanen primaren Bronchialepithelzellen (PBEC), humaner Bronchialepithelzellline
(BEAS-2B) und humaner Typ ll-Alveolarepithelzelline (A549) mit M. catarrhalis-
Wildtypstammen (O35E, ATCC 25238, O46E) oder M. catarrhalis-Mutantenstdmmen
(OB5E.1, O35E.2, O35E.IpxA) wurde die hBD-3-Expression per RT-PCR und ELISA
analysiert. In siRNA-Transfektionsversuchen (siTLR2, siTLR4) erfolgte die Bestimmung
der TLR-vermittelten hBD-3-Expression nach Stimulation mit M. catarrhalis oder
M. catarrhalis-spezifischem LOS. Der Einsatz von Inhibitoren (SB202190, UO0126,
SP600125, IKK-NBD), Western Blot- und ChIP-Analysen ermdglichten die Bestimmung
der an der hBD-3-Expression nach M. catarrhalis-Infektion beteiligten MAPKs und
Transkriptionsfaktoren.

Ergebnisse: Die Inkubation von M. catarrhalis mit rhBD-3 zeigte einen starken
antimikrobiellen Effekt des Peptids auf diesen Erreger. Des Weiteren induzierte die
Infektion von respiratorischen Epithelzellen mit M. catarrhalis eine gesteigerte
Transkription und Sekretion von hBD-3. Diese M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression
war abh&ngig vom hitzestabilen M. catarrhalis-Virulenzfaktor LOS, wahrend die
M. catarrhalis-Oberflachenproteine UspA1 und UspA2 keine Rolle fir die hBD-3-
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Produktion spielten. Der transiente Knockdown der TLR2-Expression flhrte zu einer
erniedrigten hBD-3-Sekretion nach Stimulation mit M. catarrhalis bzw. M. catarrhalis-LOS,
wohingegen der transiente Knockdown der TLR4-Expression keinen Einfluss auf die
hBD-3-Expression hatte. Zudem fiihrte die Inhibition der MAPKs ERK1/2 und JNK, aber
nicht von p38 MAPK, zu einer verringerten hBD-3-Bildung nach M. catarrhalis-Infektion.
Die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Produktion wurde Uber die Rekrutierung der AP-1-
Transkriptionsfaktoruntereinheit c-Jun an den hBD-3-Genpromotor vermittelt und war
unabhéngig von NF-kB.

Schlussfolgerung: Zusammenfassend wurde gezeigt, dass das respiratorische Epithel
nach Infektion mit M. catarrhalis in Abhangigkeit von dessen Virulenzfaktor LOS Uber
einen TLR2-MAPKs ERK1/2 und JNK sowie Transkriptionsfaktor c-Jun/AP-1-vermittelten
Signalweg das hBD-3 produziert, welches seinerseits gegentber M. catarrhalis auBerst
bakterizid wirkt.

1.2 Abstract (english)

Introduction: Moraxella catarrhalis is a COPD-associated pathogen, which maintains
probably additively through chronic colonisation of the lower airways the persistent
inflammation in COPD and is responsible for nearly 15 % of the bacterial induced
exacerbations of COPD through an acute infection with one for the host new
M. catarrhalis strain. Because of the worldwide increase of antibiotic-resistant
M. catarrhalis strains the research for endogenous human antimicrobial peptides (AMPSs)
as potential alternative and innovative antibiotics, which could also be a benefit to COPD-
patients, becomes a particular importance. AMPs are evolutionary very original and
important effector molecules of the innate immunity, which have next to their antimicrobial
properties also several immunomodulatory functions. Human f-defensin-3 (hBD-3)
belongs to one of the human AMPs, that has the strongest antimicrobial activity against a
broad range of pathogens compared to all human B-defensins and is secreted inter alia by
airway and lung epithelial cells under inflammatory and infectious conditions. Until now the
antimicrobial effect of hBD-3 against M. catarrhalis and the regulation of the hBD-3
expression with regard to an infection of the respiratory epithelium with M. catarrhalis
were unknown and was therefore the object for investigation in this present work.

Methods: The antimicrobial potential against the M. catarrhalis wildtype-strains (O35E,
ATCC 25238) was examined by an antimicrobial peptide resistance assay with
recombinant hBD-3 (rhBD-3) and colony count assay. After infection of human primary
bronchial epithelial cells (PBEC), human bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) and
human type Il alveolar epithelial cell line (A549) with M. catarrhalis wildtype-strains (O35E,
ATCC 25238, O46E) or M. catarrhalis mutants (O35E.1, O35E.2, O35E.IpxA) the hBD-3
expression was analyzed via RT-PCR and ELISA. The determination of TLR-mediated
hBD-3 expression after stimulation with M. catarrhalis or M. catarrhalis specific LOS was
identified through siRNA transfection studies (siTLR2, siTLR4). The use of inhibitors
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(SB202190, U0126, SP600125, IKK-NBD), Western Blot and ChIP analysis enabled the
investigation of MAPKs and transcription factors involved in hBD-3 expression after
M. catarrhalis infection.

Results: Incubation of M. catarrhalis with rhBD-3 showed a strong antimicrobial effect of
the peptide towards this pathogen. Furthermore, infection of respiratory epithelial cells
with M. catarrhalis induced an increased transcription and secretion of hBD-3. This
M. catarrhalis-induced hBD-3 expression was dependent on heat-stable M. catarrhalis-
virulence factor LOS, while the M. catarrhalis outer membrane proteins UspA1 and UspA2
were not important for the hBD-3 production. The transient knockdown of TLR2
expression led to a decreased hBD-3 release after stimulation with M. catarrhalis or
M. catarrhalis-specific LOS, whereas the transient knockdown of TLR4 expression had no
influence on the hBD-3 expression. In addition, the inhibition of MAPKs ERK1/2 and JNK,
but not of p38 MAPK, attenuated the hBD-3 secretion after M. catarrhalis infection.
M. catarrhalis-induced hBD-3 production was mediated via recruitment of AP-1
transcription factor subunit c-dun to the hBD-3 gene promoter and was independent of
NF-kB.

Conclusion: In conclusion, findings of the present study demonstrated, that the respiratory
epithelium produces after infection with M. catarrhalis in dependence on its virulence
factor LOS via a TLR2-MAPKs ERK1/2 and JNK as well as transcription factor c-Jun/AP-1
mediated pathway the hBD-3 peptide, which acts potently bactericidal against
M. catarrhalis.
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2.1 Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)
21.1 Definition, Klinik, Diagnostik und Therapie

Nach den aktuellen Richtlinien der American Thoracic Society (ATS) und European
Respiratory Society (ERS) sowie der jahrlich erneuerten Leitlinie der Global Initiative of
Obstructive Lung Disease (GOLD) ist die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(chronic obstructive pulmonary disease (COPD)) ein vermeidbarer und behandelbarer
Krankheitszustand, der durch eine Atemflussbehinderung charakterisiert ist [1, 2]. Diese
Atemflussbehinderung ist nicht vollstandig reversibel und im Allgemeinen progressiv und
mit einer abnormen inflammatorischen Immunantwort auf schadliche Partikel oder Gase
assoziiert [1, 2]. Die COPD betrifft dabei nicht nur die Lunge, sondern besitzt auch
signifikante systemische extrapulmonale Effekte, die zum Schweregrad der Erkrankung
beitragen kénnen [1, 2].

Die klinische Symptomatik und funktionelle Beeintrachtigung der Lunge auf dem Boden
der Atemwegsobstruktion auBert sich im Verlauf der COPD meist in einer Kombination
aus chronischem Husten, gesteigerter Sputumproduktion und Dyspnoe [3]. Der
Krankheitsverlauf ist dabei durch eine progrediente Verschlechterung der Lungenfunktion
und eine zunehmende Beeintrachtigung des Befindens, der Leistungsféhigkeit und der
Lebensqualitat gekennzeichnet [4]. MaBgebend fur diese Umstande mit zunehmenden
Auswirkungen auch auf andere Organe sind rezidivierende Exazerbationen (n&heres
Kapitel 2.1.7) [4] und komplexe chronische Komorbiditaten, die die COPD zunehmend als
Systemerkrankung verstehen lassen [2, 5].

Zur Diagnosestellung sowie Abschatzung des Schweregrades und der Progression der
COPD gilt als Goldstandard die Spirometrie als die am besten validierte und
reproduzierbare lungenfunktionsanalytische Methode [2, 6]. Mit ihr lassen sich die ein-
und ausgeatmeten Luftvolumen sowie die Atemstromstarke messen und damit eine
obstruktive Ventilationsstérung, gekennzeichnet durch eine verzdgerte Entleerung der
Lungen, abgrenzen [7]. Von den KenngréBen der Obstruktion sind die Messung der
Einsekundenkapazitat (syn.: forciertes exspiratorisches Einsekundenvolumen (FEV,))
sowie die Bestimmung des Verhaltnisses von FEV; und forcierter exspiratorischer
Vitalkapazitat (FVC) bzw. von FEV, und inspiratorischer Vitalkapazitat (VC oder IVC) von
héchster Aussagekraft [8]. Diagnostisch IaBt sich somit regelhaft bei der COPD die nicht
vollstandig reversible Atemflussbehinderung in der Spirometrie nach Gabe von
Bronchodilatatoren anhand einer Verminderung der FEV; und/oder des Verhéltnisses von
FEV,/FVC bzw. FEV,/VC nachweisen [2, 4].

Die Therapie der COPD richtet sich jeweils nach der Schwere der Lungenerkrankung.
Laut der spirometrischen COPD-Klassifikation der GOLD-Leitlinie, ebenfalls in der Leitlinie
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der Deutschen Atemwegsliga integriert, erfolgt dazu die Einteilung in vier Schweregrade
in Abhangigkeit zur postbronchodilatatorisch gemessenen FEV, in Prozent vom Soll [2, 4].
Klinische Zeichen wie Husten, Luftnot und Auswurf gehen optional in die
Stadieneinteilung mit ein. In hdheren Schweregraden finden auch Blutgaswerte und
klinische Zeichen der respiratorischen Insuffizienz mit Rechtsherzinsuffizienz
Berlcksichtigung [2, 4]. Der nach Schweregrad orientierte Therapiestufenplan empfiehlt
bei milder COPD mit geringer Einschrankung der Lungenfunktion zun&chst die

Vermeidung von Risikofaktoren wie Tabakrauch oder berufliche Noxen sowie Influenza-
und Pneumokokkenimpfung und bei beginnender Symptomatik nach Bedarf kurzwirksame
Bronchodilatatoren. Bei weiterem Abfall der FEV; und zunehmender Symptomatik
kommen zuséatzlich langwirksame Bronchodilatatoren sowie Rehabilitation, bei
wiederkehrenden Exazerbationen zusatzlich inhalative Glukokortikoide, gegebenenfalls
Antibiotika und bei sehr schwerer COPD Langzeitsauerstofftherapie und chirurgische
Eingriffe in Betracht [2, 4].

21.2 Epidemiologie und sozio6konomische Bedeutung

Die COPD ist weltweit eine der fuhrenden Ursachen fir chronische Morbiditdt und
Mortalitéat [9]. Laut Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) galt die COPD
im Jahre 2004 weltweit als vierthaufigste Todesursache und soll nach neuesten
Einschatzungen im Jahre 2030 sogar auf dem dritten Platz der haufigsten Todesursachen
rangieren [10]. Sie ist unter den fiihrenden Todesursachen die einzige, deren Pravalenz
weiterhin global zunimmt [11]. Die letzten WHO-Daten von 2007 zeigen, dass etwa
210 Millionen Menschen an COPD leiden [12]. In Deutschland sind nach Hochrechnungen
der im Rahmen der Burden of Lung Disease (BOLD)-Studie erhobenen Pravalenzdaten
etwa 5,9 Millionen der Uber 40-Jahrigen von COPD betroffen [13]. Sozioékonomisch stellt
die COPD unbestritten hohe finanzielle Anforderungen [4, 14]. Die volkswirtschaftlichen
Gesamtkosten fir die COPD-Patientengruppe in Deutschland werden bei steigender
Pravalenz mittlerweile auf 12—17 Milliarden Euro pro Jahr geschétzt [15]. Der Hauptanteil
der Kosten wird durch Krankenhausaufenthalte und Medikamente verursacht. Ebenfalls
hohe Kosten entstehen indirekt gemessen am Verlust von Arbeitstagen durch Frihrente
und Arbeitsunfahigkeit [16].

2.1.3 Atiologie und Risikofaktoren

Die Ursache an COPD zu erkranken ist multifaktoriell und basiert auf einem
Zusammenwirken von endogenen Wirtsfaktoren und exogenen Umgebungsfaktoren [14,
17]. Der Hauptrisikofaktor weltweit fur die Entwicklung von COPD st das
Zigarettenrauchen [14, 17]. Nach neueren Erkenntnissen entwickeln bis zu 50 % der
Raucher eine COPD [18] und umgekehrt sind oder waren etwa 80-90 % der COPD-
Patienten Raucher [15]. Weitere bedeutende exogene Risikofaktoren sind Passivrauchen,

5



2 EINLEITUNG

berufsbedingte Exposition gegenlber inhalativen Noxen, Luftverschmutzung und haufige
respiratorische Infektionen in der Kindheit [14, 17]. Unter den endogenen Risikofaktoren
spielen insbesondere genetische Faktoren eine Rolle [14, 17]. Ein gut untersuchter
genetischer Risikofaktor in Verbindung mit COPD ist der erblich bedingte Mangel des
Serinprotease-Inhibitors a1-Antitrypsin [19]. Infolge eines a1-Antitrypsin-Defizits unterliegt
das Lungengewebe einem verstarkten proteolytischen Abbau durch die neutrophile
Elastase (NE) bis zur Ausbildung eines Emphysems, einer haufigen Manifestationsform
bei fortgeschrittener COPD. Allerdings weisen nur ungefahr 1 % der COPD-Patienten
einen al-Antitrypsin-Mangel auf [19]. Als zusatzlich fir COPD pradisponierende
endogene Faktoren werden hdheres Lebensalter [17] und intrauterine oder kindliche
Lungenentwicklungsstérungen beschrieben [20].

214 Pathogenetische Mechanismen, pathologische Verdnderungen
und Pathophysiologie

Im Zentrum der Pathogenese der COPD steht eine Entziindungsreaktion der Atemwege
und des Lungengewebes als prinzipiell normale Immunantwort auf inhalierte toxische
Partikel und Gase, vor allem auf die Inhalation von Tabakrauch. Diese fallt allerdings bei
Patienten, die eine COPD entwickeln, inaddquat Ubersteigert aus und verstarkt sich mit
fortschreitendem Schweregrad der Erkrankung zusatzlich [21, 22]. Alveolarmakrophagen
und Atemwegsepithelzellen kénnen durch Inhalation von Noxen direkt aktiviert werden
und eine Vielzahl von inflammatorischen Mediatoren freisetzen. Dazu gehdren auch
chemotaktische Faktoren, die weitere Entziindungszellen aus dem Blutkreislauf in das
Lungengewebe herbeilocken [23, 24]. Dabei dominieren Makrophagen und neutrophile
Granulozyten als Zellen der angeborenen Immunabwehr und CD8" T-Lymphozyten als
Zellen des erworbenen Immunsystems die lokale Immunreaktion bei der COPD [21, 25].
Die rekrutierten Entziindungszellen geben ihrerseits wiederum inflammatorische
Mediatoren ab und halten damit die Entziindungsreaktion aufrecht [23, 24]. Zu den fir die
Entzindungsvorgange charakteristischen Mediatoren gehdren allgemein neben den
erwahnten chemotaktischen Faktoren auch verschiedene proinflammatorische Zytokine,
Proteasen, profibrotische Wachstumsfakioren und Oxidantien [23, 24, 26]. Die
unterschiedlichen Mediatoren sind bei Patienten mit COPD erhéht und flihren zu
histopathologisch charakteristischen Befunden in den proximalen, aber insbesondere in
den peripheren Atemwegen (Bronchiolen), im Lungenparenchym und in den pulmonalen
GefaBen [21, 26]. Diese pathologischen Verdnderungen umfassen eine gesteigerte
Mukusproduktion, weitgehende Zerstérung des Flimmerepithels einhergehend mit
verminderter mukozilidrer Clearance [27, 28], eine Verengung der Bronchiolen durch
gesteigerte Wanddicke infolge verstarkter Einwanderung von Entzindungszellen,
Gewebezunahme aller Wandschichten und Fibrose einhergehend mit der Limitation des
Atemflusses [22] sowie im fortgeschrittenen Krankheitsstadium eine Zerstérung des
Lungenparenchyms einhergehend mit dem Verlust der elastischen Retraktionskraft und
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folglich reduziertem exspiratorischem Atemfluss bis zur Lungenuberbldhung sowie
vermindertem Gasaustausch [27-29]. Damit ergibt sich fir die COPD ein komplexes
Symptomgebilde, das pathophysiologisch die chronische Bronchitis (Abbildung 2.1A), die
chronisch-obstruktive Bronchiolitis (small airway disease, Abbildung 2.1A) und das
Lungenemphysem (Abbildung 2.1B) als zumeist bei den Patienten parallel vorliegende
krankhafte Zustédnde subsumiert [21, 27-29]. Die verschiedenen inflammatorischen
Mediatoren kdnnen auch in den systemischen Kreislauf Ubertreten und somit zu

systemischen Effekten im Verlauf der COPD beitragen [23].

Abbildung 2.1A und 2.1B: Réntgen-Thoraxiibersichtsaufnahmen von COPD-Patienten

(A) Posterior-anterior Réntgen-Thorax und AusschnittsvergrdBerung aus dem Mittelfeld der rechten Lunge mit
réntgenmorphologischem Korrelat einer chronischen Bronchitis und chronisch obstruktiven Bronchiolitis bei
COPD. Die bronchovaskularen Strukturen sind deformiert und haben einen irregularen Verlauf mit
Kaliberspriingen infolge Vernarbung bei chronisch rezidivierender Entziindung. (B) Posterior-anterior und
latero-lateraler Réntgen-Thorax mit réntgenmorphologischem Korrelat eines Lungenemphysems bei COPD.
Die Lungenstrukturzeichnung ist reduziert mit Hypertransparenz infolge Rarefizierung des Lungengewebes.
Zusatzlich liegen horizontal verlaufende Rippen, verbreiterte Interkostalrdume, vergrdBerter Retrosternalraum
und abgeflachte Zwerchfellkuppeln infolge einer Uberblahung vor. Die Abbildungen stammen von
Jend 2006 [30].

Im Zusammenhang mit der beschriebenen chronischen Entziindungsreaktion bei der
COPD sind noch weitere Mechanismen involviert, die nicht getrennt ablaufen, sondern
einander vernetzt beeinflussen [31]. Dazu zahlen eine Stérung des Proteasen-
Antiproteasen-Gleichgewichts mit einem Ubergewicht proteolytischer Aktivitat gegeniiber
antiproteolytischen  Schutzmechanismen [32], ein verschobenes Oxidantien-
Antioxidantien-Gleichgewicht mit der Folge von oxidativem Stress [33], eine gesteigerte
Apoptose [31], autoimmune Mechanismen [34] und zunehmend werden respiratorischen
Infektionen eine wesentliche Bedeutung in der Pathogenese der COPD und ihrer
Exazerbationen zugeschrieben [35]. Hierauf wird mit Schwerpunkt auf bakterielle
Infektionen in den nachfolgenden Kapiteln 2.1.5 und 2.1.6 genauer eingegangen.

215 Die Rolle von Bakterien fiir die Pathogenese der COPD

In der klinisch stabilen Phase ohne akute Krankheitserscheinungen sind etwa 25-50 %
der COPD-Patienten stédndig mit Bakterien im unteren Respirationstrakt besiedelt im
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Gegensatz zu einer gesunden Lunge mit sterilen unteren Atemwegen [35, 36]. Zu den am
haufigsten kolonisierenden potentiell respiratorischen Pathogenen gehdren unbekapselter
bzw. nicht-typisierbarer Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis und Streptococcus
pneumoniae [37]. Das Ausmalf kolonisierender Erreger bei stabiler COPD steht in klarem
Zusammenhang mit einer gesteigerten Atemwegsentziindung, die mit einer erhdhten
Anzahl von neutrophilen Granulozyten und erhéhten Konzentrationen von
inflammatorischen Mediatoren in den Atemwegssekreten zusammenhangt [36, 38].
Zudem unterstltzt der Nachweis einer spezifischen Immunglobulin G (IgG) Antikdrper-
antwort gegen die genannten haufigsten besiedelnden Erreger, dass es sich bei der
bakteriellen Kolonisation um einen pathologischen Zustand handelt [35, 39].
Histopathologisch wird mit fortschreitender COPD vermehrt eine Gewebeantwort in Form
reifer, reich an B-Lympho-zyten organisierter Lymphfollikel in den peripheren Atemwegen
beobachtet, die ebenfalls Ausdruck einer spezifischen Immunabwehr vermutlich gegen
die chronisch lokale Kolonisation bzw. Infektion ist [35, 40]. Die bakterielle Kolonisation in
der stabilen Phase hat fir COPD-Patienten aber auch direkt klinisch relevante
Konsequenzen, da Betroffene signifikant hdufiger an akuten Exazerbationen leiden (siehe
Kapitel 2.1.6) [41] wund in Abhangigkeit zur Bakterienlast eine starkere
Atemwegsobstruktion bei schlechterem Gesundheitszustand aufweisen [42-44]. Diese
Beobachtungen lassen insgesamt annehmen, dass eine dauerhafte Besiedlung des
Tracheobronchialbaumes mit potentiellen respiratorischen Pathogenen bei Patienten mit
COPD die inflammatorische Immunantwort verstarkt und damit zur Persistenz der
entziindlichen Prozesse wie auch zu dem Fortschreiten der COPD beitragt [36].

Ein ndtzliches Erklarungsmodell, wie die chronische Infektion der unteren Atemwege
wahrscheinlich zur Pathogenese der COPD beisteuert, liefert die Circulus vitiosus
Hypothese von C. Murphy und S. Sethi (Abbildung 2.2) [42]. Diese geht davon aus, dass
nach einer initialen Schadigung der Atemwege, z. B. durch inhalative Noxen oder durch
haufige Atemwegserkrankungen in der Kindheit, eine signifikante Stérung der
angeborenen Abwehrmechanismen der Lunge resultiert, wodurch es inhalierten
respiratorischen Pathogenen mdglich wird, die unteren Atemwege zu kolonisieren [42].
Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass respiratorische Pathogene, die den unteren
Respirationstrakt kolonisieren, die angeborene Immunabwehr der Lunge weiter
kontinuierlich schadigen und damit dazu beitragen, die chronische Infektion der unteren
Atemwege zu unterhalten [35, 37]. Dabei kénnen die Bakterien nicht nur direkt, sondern
auch indirekt mittels Auslésung einer inflammatorischen Wirtsantwort des
Atemwegsepithels die angeborene Abwehrféhigkeit der Lunge beeintrachtigen [42]. Diese
durch die kolonisierenden Pathogene getriggerte entzindliche Wirtsantwort ist fir die
Erregerelimination nicht ausreichend, vermag aber in Verbindung mit einer gesteigerten
proteolytischen Aktivitdt der Lunge signifikante Lungengewebsschadigungen zu
verursachen und zur Progression der Atemwegsobstruktion beizutragen [42]. Die Circulus
vitiosus Hypothese geht zudem davon aus, dass die chronische Infektion einen
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eigenstandigen  inflammatorischen  Stimulus  unabhangig von  gleichzeitigem
Tabakrauchen im Verlauf der COPD darstellt [36, 37]. Dieser Aspekt liefert eine mdgliche
Erklarung far die persistierende Entziindungsreaktion in den Atemwegen, die auch nach
Beendigung des Rauchens, dem initialen Stimulus, bei COPD-Patienten nachgewiesen
wird [45].

Auslésende Faktoren
(z.B. Rauchen, Atemwegserkrankungen in der Kindheit)

Stdérung der angeborenen

Immunabwehr der
/ Lunge \

Schadigung des Mikrobielle
Atemwegsepithels Kolonisation \
Progression der Entziindliche
COPD Mikrobielle Immunantwort

Antigene
Gestortes Proteasen- '
Antiproteasen- Gesteigerte

<

Gleichgewichts proteolytische Aktivitat

Abbildung 2.2: Die Circulus vitiosus Hypothese der chronischen Infektion und Entziindung bei der
COPD

Nachdem eine initiale Schadigung der Atemwege die angeborene Immunabwehr der Lunge stort, halt die
mikrobielle Kolonisation direkt (dicke Pfeile) und indirekt mittels Aktivierung gesteigerter Wirtsabwehr (diinne
Pfeile) einen Kreislauf von Mechanismen aufrecht, der zu der fiir die COPD charakteristischen persistierenden
Entzindungsreaktion und Infektion beitragt. Modifiziert nach Sethi & Murphy 2008 [35].

2.1.6 Bakteriell bedingte Exazerbationen der COPD

Der Krankheitsverlauf der COPD wird charakteristischerweise erschwert durch haufige
und wiederholte akute Episoden mit Verschlechterung der Symptome, sogenannte akute
Exazerbationen [46]. Die Exazerbation wird laut GOLD- und ATS/ERS-Leitlinien als ein
Ereignis im Verlauf der COPD-Erkrankung definiert, das durch eine Anderung der
Dyspnoe, des Hustens und/oder des Auswurfs charakterisiert ist. Diese Anderung geht
Uber die taglichen Schwankungen der Symptome hinaus, beginnt akut und erfordert eine
Anderung der regularen Medikation [1, 2]. Die durchschnittliche Ereignisrate betragt ein-
bis zweimal jahrlich und nimmt mit dem Fortschreiten der Erkrankung stetig zu [35].
Haufige Exazerbationen fuhren zu einer starkeren Abnahme der Lungenfunktion im
Verlauf der COPD und zu wiederholten Krankenhauseinweisungen mit langerem
Aufenthalt [47]. Die Exazerbationen zahlen somit zu den wichtigsten Ursachen fir die
Zunahme von Morbiditat und Mortalitat der COPD [48] und sind bestimmender Faktor von
steigenden Gesundheitskosten [49] und verminderter Lebensqualitdt bei Patienten mit

9



2 EINLEITUNG

COPD [50]. Die Exazerbationen sind charakterisiert durch eine akute Verstarkung der im
Rahmen der COPD basal existierenden sowohl lokalen Atemwegsentziindung als auch
systemischen Inflammation [51]. Infektidse Pathogene wie Bakterien, Viren und atypische
Bakterien werden zunehmend als wesentliche Ausléser der Exazerbation der COPD
identifiziert. In geringerem Umfang spielen nichtinfektiése Stimulanzien wie Schadstoffe
der Luftverschmutzung eine Rolle [35, 46]. Im Folgenden wird nur auf die bakteriell
bedingten Exazerbationen eingegangen.

Verbesserte Studien zeigen, dass nahezu 50 % der Exazerbationen durch akute
bakterielle Infektionen der distalen Atemwege verursacht werden [35]. Haufigste Erreger
dafir sind interessanterweise, wie schon fir die chronische Kolonisierung beschrieben, in
absteigender Reihenfolge nicht-typisierbarer Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis und Streptococcus pneumoniae [35, 37]. In fortgeschrittenen Stadien der
COPD éndert sich das Erregerspekirum der bakteriell-induzierten Exazerbationen, so
dass in Abhangigkeit zur Lungenfunktionsabnahme vermehrt Pseudomonas aeruginosa
und Enterobacteriaceae isoliert werden [46, 52]. Neuere Untersuchungen zeigen, dass ein
periodischer Anstieg der Konzentration chronisch kolonisierender, potentiell pathogener
Bakterien keinen eigenstandigen Mechanismus fir die Exazerbation darstellt [53].
Vielmehr spielt die akute Infektion des unteren Respirationstraktes mit einem neuen
Bakterienstamm, dessen Antigenstruktur bisher fir den Wirt fremd ist und gegen den er
noch keine Bakterienstamm-spezifische Immunabwehr gebildet hat, eine zentrale Rolle in
der Pathogenese bakterieller COPD-Exazerbationen. So wurde gezeigt, dass die Infektion
mit einem neuen Bakterienstamm von nicht-typisierbarem H. influenzae, M. catarrhalis
oder S. pneumoniae, das Risiko flr die Auslésung einer akuten Exazerbation mehr als
verdoppelt [53, 54]. Allgemein zeigen gewodhnlich bakterielle im Vergleich zu
nichtbakteriellen  COPD-Exazerbationen eine  signifikant  starkere  neutrophile
Atemwegsinflammation und eine intensivere systemische Inflammation [51]. Zudem
korreliert ein purulentes verglichen mit einem mukoiden Sputum wahrend der
Exazerbation stark mit dem Nachweis von Bakterien im unteren Respirationstrakt [55].

2.2 Moraxella catarrhalis

2.2.1 Historischer Uberblick

Moraxella catarrhalis ist ein gram-negativer, unbekapselter Diplokokkus und wichtiger
Erreger von Infektionskrankheiten des menschlichen Respirationstraktes [56, 57]. Seifert
hat die Kokken scheinbar bereits 1882 zum ersten Mal im Sputum und in Nasensekreten
von Patienten mit purulenter Tracheobronchitis als deren Ursache entdeckt [58, 59]. Doch
erst 14 Jahre spater, im Jahre 1896, erhielt der Diplokokkus erstmals durch Pfeiffer die
Bezeichnung Mikrokokkus catarrhalis und wurde genauer als Erreger bei Erkrankungen
der oberen Luftwege, fieberhaften Bronchitiden und Bronchopneumonien beschrieben
[60]. Seit seiner Entdeckung wurde jedoch die pathogene Bedeutung von M. catarrhalis
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kontrovers diskutiert. Wahrend 1902 Ghon und Pfeiffer sowie auch 1905 Dunn und
M. H. Gordon M. catarrhalis eindeutig als Atemwegspathogen einordneten [61, 62],
richtete sich 1921 J. E. Gordon mit seiner Studie Gber den Nachweis von gram-negativen
Kokken bei der allgemeinen Erkaltungskrankheit und der Influenza gegen diese
Auffassung und beurteilte den eigentlichen Wirkungsbereich von M. catarrhalis dem eines
harmlosen Kommensalen gleichkommend [63]. Eine Schlussfolgerung, die auf den
Nachweis von M. catarrhalis aus dem Rachen auch gesunder Erwachsener und auf die
fehlende Pathogenitat von Isolaten sowohl gesunder als auch symptomatischer Personen
in Tierversuchen basierte [58, 63]. Ungllcklicherweise versdumte diese Studie zwischen
M. catarrhalis und Neisseria cinerea, einem haufigen Kommensalen des Respirations-
traktes, zu unterscheiden [64] und verkannte die strikte Humanspezifitit von
M. catarrhalis, die generell fir eine geringe Pathogenitét in Tiermodellen verantwortlich ist
[57]. Seitdem wurde jedoch M. catarrhalis jegliche Pathogenitat aberkannt, so dass die
meisten klinischen Labore vernachlassigten, Proben respiratorisch erkrankter Patienten
auf die Existenz von M. catarrhalis zu prifen [64, 65]. Erst mit Beginn der 90er Jahre
wurde M. catarrhalis seine Bedeutung als humanpathogene Spezies wieder
zugesprochen, was der Wiederentdeckung eines vormals kaum beachteten Organismus
entspricht [58, 65, 66].

2.2.2 Taxonomische Klassifikation und Nomenklatur

Parallel zur Diskussion Uber die pathogene Rolle durchlief M. catarrhalis auch periodisch
eine unterschiedliche Nomenklatur [65]. 1920 wurde der urspringlich als Mikrokokkus
catarrhalis bezeichnete Organismus wegen seiner phanotypischen und morphologischen
Charakteristika dem Genus Neisseria der Familie Neisseriaceae zugeordnet und in
Neisseria catarrhalis umbenannt [64, 65, 67]. Berger und Paepcke zeigten 1962, dass die
Stamme der haufig zur Neisseria catarrhalis zugehorig erachteten Spezies auf der Basis
von unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften bei Nitratreduktion und Tributyrin-
verwertung vielmehr in die zwei Spezies Neisseria catarrhalis oder Neisseria cinerea
einteilbar waren [68]. Mit der Einfihrung von DNA-Technologien und ergdnzenden
phylogenetischen Studien erfuhr N. catarrhalis weitere |dentitatskrisen. Bereits 1968
erkannten Henriksen und Bevre anhand von Transformationsexperimenten und DNA-
Hybridisierungen, dass N. catarrhalis genetisch enger mit Spezies der Gattung Moraxella
und weniger der Neisseria verwandt ist [69]. 1970 bestéatigte auch Catlin mittels DNA-
DNA-Hybridisierungsstudien die geringe genetische Homologie von N. catarrhalis zu
anderen Neisseria-Spezies [70]. Ungeachtet der genetischen Kompatibilitdét zu Moraxella-
Spezies setzte er sich zur Abgrenzung zu Neisseria-Spezies allerdings mit der Einflhrung
der neuen Gattung Branhamella in die Familie Neisseriaceae durch, in welche
N. catarrhalis umbenannt in Branhamella catarrhalis eingeordnet wurde [70]. Letztlich
zeigten aber fortgeschrittenere DNA-DNA- und rRNA-DNA-Hybridisierungsstudien sowie
vergleichende 16S rDNA-Sequenzanalysen keinen rationalen Beleg fir eine
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abzugrenzende Branhamella-Gattung. Vielmehr bewiesen sie, dass der Erreger eine
ausreichende genetische Ahnlichkeit mit anderen Moraxella-Spezies besitzt und damit
bezeichnet als Moraxella catarrhalis gewéhnliche Kriterien zur Einordnung in die Gattung
Moraxella der Familie Moraxellaceae in der Ordnung Pseudomonadales innerhalb der
Gammaproteobacteria-Klasse erfillt [57, 64, 65]. Somit ist seit Mitte der 90er Jahre die
taxonomische Frage geldst und der Name Moraxella catarrhalis wird favorisiert [56, 57].

2.2.3 Charakteristika und Identifizierung

M. catarrhalis ist ein aerobes, gram-negatives unbekapseltes und unbewegliches
Bakterium [56, 57]. Der kokkenférmige Erreger ist im Durchmesser 0,5-1,5 um groB3 und
liegt typischerweise paarig mit einander zugekehrten abgeplatteten Seiten als
kaffeebohnenférmiger Diplokokkus vor (Abbildung 2.3) [71]. M. catarrhalis kommt
hauptsachlich extrazellular vor, kann allerdings in Epithelzellen der Atemwege und des
lymphatischen Rachengewebes eindringen und somit auch intrazelluléar auftreten [72-74].
Die optimalen Wachstumsbedingungen flr den Organismus liegen bei einer Temperatur
von 35-37°C und einem atmosphéarischen CO,-Gehalt von 3-10% [56, 71].
M. catarrhalis lasst sich auf festen Standard-Labormedien wie Columbia-Blutagar,
Kochblutagar (syn.: Schokoladenagar, chocolate agar), Mueller-Hinton-Agar oder Hirn-
Herz-Infusions (Brain Heart Infusion (BHI))-Agar und in flissigen N&hrmedien wie
Trypton-Soja- oder BHI-Bouillon erfolgreich kultivieren [56]. Die auf Blutagar entstehenden
M. catarrhalis-Kolonien sind rund, konvex, graulichweiB, opak, nicht hamolysierend und
nach 24-stindiger Inkubation etwa 1-3 mm im Durchmesser groB. Charakteristischer-
weise lassen sie sich unversehrt mit einer Impfése auf der Agaroberflache verschieben
[56, 57]. In Flussigmedien kann M. -catarrhalis spontan autoagglutinieren und
multizellulare Aggregate bilden [66, 75].

Abbildung 2.3: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
M. catarrhalis-Diplokokkus

Die Abbildung zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme eines
M. catarrhalis-Diplokokkus  des  Stammes  ATCC 25238 mit
typischerweise abgeplatteten aneinanderliegenden Seiten, wodurch
die kaffeebohnenférmige Gestalt entsteht. Die Abbildung wurde
freundlicherweise von Dr. D. J. Hill aus dem Institut fir zelluldre und
molekulare Medizin der Universitat Bristol zur Verfligung gestellt und

geringfligig modifiziert Gbernommen.

M. catarrhalis produziert die Enzyme Cytrochromoxidase, Katalase, Desoxyribonuklease
(DNAse) sowie Butyrat-Esterase [66, 71]. Der Erreger ist asaccharolytisch und reduziert
typischerweise Nitrat und Nitrit weitgehend ohne Gasbildung [66, 71, 76]. Die
gleichartigen morphologischen Merkmale sowie auch einige stoffwechseléhnliche
Eigenschaften zu Neisseria-Spezies flhrten in der Geschichte des Erregers zur haufigen
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Fehlidentifikation von M. catarrhalis vor allem anstelle des verbreiteten
asaccharolytischen Nasen-Rachen-Kommensalen Neisseria cinerea [65]. Heutzutage wird
in der Klinischen Routine-Diagnostik zur ldentifizierung standardmaBig eine kulturelle
Isolierung von M. catarrhalis aus den Proben auf Blutagar durchgefihrt. AnschlieBend
erfolgt die Bestimmung via Gramfarbung mit Nachweis von gram-negativen Diplokokken
und via jeweils positiv ausfallendem Oxidase- und Tributyrin-Hydrolyse-Test [56]. Da
allerdings auBer M. catarrhalis auch andere Moraxella-Spezies positiv im Tributyrin-
Hydrolyse-Test reagieren, gilt die ldentifizierung von M. catarrhalis erst als gesichert,
wenn jeweils mindestens ein Positivtest fur die Butyrat-Esterase-Bildung bzw. Tributyrin-
Hydrolyse, fir die DNAse-Produktion und fir die Nitrat-/Nitritreduktion vorliegt [57].

224 Epidemiologie und Kolonisation

M. catarrhalis ist ein ausschlieBlich humanpathogenes Bakterium [37, 56]. Die
Ubertragung  erfolgt  vermutlich  durch  kontaminiertes ~ Atemwegssekret  per
Tropfcheninfektion [77]. Der Erreger ist imstande, den Respirationstrakt des Menschen zu
besiedeln, auch ohne dabei eine akute symptomatische Erkrankung auszulésen [64, 78].
Die Kolonisation mit M. catarrhalis entspricht einem dynamischen Prozess, der von
haufigem Erwerb und Elimination unterschiedlicher M. catarrhalis-Stamme gepragt ist [39,
79]. Trotz einer im Serum und Sputum erwiesenen spezifischen Antikdrperantwort gegen
M. catarrhalis ist der Erreger in der Lage eine gewisse Zeit im Respirationstrakt zu
kolonisieren. Hierbei kann die Kolonisationsdauer eines einzelnen Stammes
ca. 1-3 Monate betragen [39, 79]. In diesem Zusammenhang werden verschiedene
Virulenzmechanismen von M. catarrhalis diskutiert, die dem Erreger ermdglichen, zu
kolonisieren und sich einer Immunantwort des Wirtes zu entziehen (siehe Kapitel 2.2.7)
(80, 81].

Die héchsten Kolonisationsraten finden sich bei Sauglingen und Kleinkindern. So sind
durchschnittlich bis zu 75 % aller Kinder wahrend ihres ersten Lebensjahres mit
M. catarrhalis im Nasopharynx besiedelt [78, 82, 83]. Die Kolonisationsrate fallt
schrittweise mit dem Alter ab. Gesunde Erwachsene sind nur noch in 1-3 % der Falle mit
M. catarrhalis im Respirationstrakt kolonisiert [57, 78]. Die Grinde fir den inversen
Zusammenhang zwischen Kolonisationsrate und Alter hangen vermutlich mit der
altersabhangigen Entwicklung und Reifung des adaptiven Immunsystems mit
Antikérperbildung zusammen [57, 78]. Angesichts des mdglichen subepithelialen und
intrazellularen Reservoirs von M. catarrhalis im lymphatischen Rachengewebe sind die
Kolonisationsraten wahrscheinlich auch héher, als bislang berichtet wurde, da diese
Kolonisationsnische durch die mikrobiologische Untersuchung von bisher Ublicherweise
verwendeten Atemwegssekreten oder Nasen-Rachenabstrichen nicht erfasst wird [74].
Weitere pradisponierende Faktoren, die mit einer Haufung der M. catarrhalis-
Kolonisierung einhergehen, sind neben dem beschriebenen Sauglings- oder Kleinkind-
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alter, auch ein niedriger soziobkonomischer Status, die Herbst- und Winterjahreszeit
sowie eine geschwdchte Immunabwehr bei chronischen Erkrankungen des
Respirationstraktes wie v.a. der COPD [56, 64]. Letzteres wird damit belegt, dass
erwachsene COPD-Patienten in bis zu 32% der Félle mit M. catarrhalis im
Respirationstrakt kolonisiert sind und somit eine deutlich héhere Kolonisationsrate als
gesunde Erwachsene aufweisen [39, 84, 85].

Die Kolonisation der Atemwege mit M. catarrhalis hat aber auch direkt klinisch relevante
Auswirkungen fur die betroffenen Kinder und COPD-Patienten. So steht bei Kindern die
Haufigkeitsrate des Nachweises einer nasopharyngealen Kolonisation mit M. catarrhalis in
direktem Zusammenhang mit der Haufigkeitsrate des Auftretens von akuten
Mittelohrentziindungen [83, 86]. In Anbetracht der Pathogenese der Otitis media, die eine
Migration von Erregern aus dem Nasopharynx tber die Eustachische Tube in das sterile
Mittelohr umfasst, erklart sich obiger Zusammenhang [65, 87]. Eine nasopharyngeale
Kolonisation mit M. catarrhalis in den ersten drei Lebensmonaten erhéht das Risiko far
eine frihe erste Episode von Mittelohrentziindung innerhalb des ersten Lebensjahres
signifikant starker als eine friihe Besiedlung mit S. pneumoniae oder nicht-typisierbarem
H. influenzae [83]. AuBerdem ist die Kolonisation der Atemwege von asymptomatischen
ein Monate alten Neugeborenen mit M. catarrhalis aber auch S. pneumoniae oder nicht-
typisierbarem H. influenzae mit einem erheblich erhdhten Risiko assoziiert, im Alter von
5 Jahren an Asthma zu erkranken [88]. Bei COPD-Patienten foérdert die Kolonisation des
Respirationstraktes mit M. catarrhalis wie auch mit nicht-typisierbarem H. influenzae und
S. pneumoniae in der stabilen Phase offenbar die Persistenz und Progression der
entziindlichen Prozesse der COPD [36]. Dabei korreliert die bakterielle Kolonisation direkt
mit klinischen Symptomen im Krankheitsverlauf der COPD. Bakteriell kolonisierte COPD-
Patienten erleiden deutlich haufiger akute Exazerbationen [41] und verzeichnen in
Abhéangigkeit zur Konzentration der kolonisierenden Bakterien schwerere Verlaufe mit
starkerer Atemwegsobstruktion als nicht kolonisierte COPD-Patienten [42-44].

2.2.5 M. catarrhalis-assoziierte Infektionskrankheiten

Derzeitig ist M. catarrhalis fir 15-20 % aller akuten Mittelohrentziindungen im Kindesalter
verantwortlich und somit nach S. pneumoniae und nicht-typisierbarem H. influenzae der
dritthaufigste bakterielle Erreger, der eine akute Otitis media bei Kindern verursacht [79,
86, 87]. Zudem kdnnen etwa 20 % der bakteriell bedingten Sinusitiden auf eine alleinige
Infektion mit M. catarrhalis zurickgefiihrt werden [87]. Wohingegen bei Erwachsenen
deutlich weniger, nur 2—4 %, der Sinusitiden durch M. catarrhalis verursacht werden [89].
Interessanterweise wird M. catarrhalis sogar als haufigster bakterieller Erreger von akuten
Laryngitiden bei Erwachsenen diskutiert, da M. catarrhalis in 50-55 % der Laryngitisfalle
isoliert werden kann [90].
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Bei alteren Menschen ab ca. 60 Jahren und bei Erwachsenen mit zugrundeliegenden
pulmonalen Veranderungen oder Erkrankungen kann M. catarrhalis auch die Ursache fur
Infektionskrankheiten des unteren Respirationstrakies wie Tracheitis, Bronchitis und
Pneumonie [57, 91] sein. Insbesondere bei Patienten mit COPD spielt M. catarrhalis
hinsichtlich der Pathogenese dieser Erkrankung und ihrer Exazerbationen eine wichtige
Rolle [35, 39, 87]. M. catarrhalis verursacht etwa 10-15% der akuten bakteriell
induzierten Exazerbationen der COPD [35, 39]. Damit ist M. catarrhalis nach nicht-
typisierbarem H. influenzae und vor S. pneumoniae der zweithaufigste Erreger als
Ausléser fir die infektexazerbierte COPD [35, 37, 87]. Wiederholte Infektexazerbationen
sind laut aktuellen Untersuchungen weniger auf eine periodische Konzentrationserh6hung
der chronisch die unteren Atemwege kolonisierenden Bakterien zurickzufihren [53].
Sondern vielmehr erhdht die Infektion des unteren Respirationstraktes mit einem neuen
Bakterienstamm von M. catarrhalis, nicht-typisierbarem H. influenzae oder S. pneumoniae
mit einer bisher fur den Wirt unbekannten Antigenstruktur das Risiko fur die Auslésung
einer akuten Exazerbation um mehr als das Doppelte [53, 54]. Dabei entwickelt nahezu
die Halfte der COPD-Patienten, die sich mit einem neuen M. catarrhalis-Stamm infiziert
haben, klinische Symptome einer Exazerbation [39, 54, 87].

Sehr selten wird M. catarrhalis mit Infektionskrankheiten auBerhalb des Respirations-
traktes oder mit schwerwiegenden systemisch-invasiven Infektionen wie Bakteriamie,
Meningitis, Endokarditis, Perikarditis, septische Arthritis oder Osteomyelitis in Verbindung
gebracht [56, 57]. Gelegentlich werden auch Ausbriiche nosokomialer Infektionen mit
M. catarrhalis beobachtet, die sich zumeist als Infektionskrankheiten des
Respirationstraktes manifestieren und vorrangig auf pneumologischen Stationen und
padiatrischen Intensivstationen auftreten [64, 92].

2.2.6 Therapieresistenz, Therapie und Pravention von M. catarrhalis-
assoziierten Infektionskrankheiten

Bis Mitte der 70er Jahre lieBen sich Infektionskrankheiten durch M. catarrhalis problemlos
mit gebrauchlichen B-Laktam-Antibiotika wie Penicillinen behandeln. Seitdem schréankt
jedoch die zunehmende Resistenzentwicklung mit Expression von (-Laktamasen den
Einsatz von bisher gegen diesen Erreger wirksamen B-Laktam-Antibiotika ein [79, 93].
1976 wurde in den USA der erste B-Laktamase-produzierende M. catarrhalis-Stamm
isoliert [94]. Der darauf folgende weltweite rasante Anstieg in der Pravalenz von
B-Laktamase-bildenden M. catarrhalis-Stammen entspricht der schnellsten Resistenz-
entwicklung, die je bei einer Bakterienspezies beobachtet wurde [64, 65]. Derzeitig liegt
der Anteil der B-Laktamase-positiven M. catarrhalis-Stamme weltweit durchschnittlich bei
Uber 95 % [56]. In Deutschland sind mittlerweile etwa 89,5 % der M. catarrhalis-Stamme
B-Laktamase-Produzenten [95]. Die von M. catarrhalis exprimierten p-Laktamasen sind
die sogenannten BRO B-Laktamasen [93, 94]. Der Kurzname BRO entstand aus der
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Namenskombination von Branhamella und Moraxella, da diese B-Laktamasen bisher nur
bei dem ehemals als Branhamella catarrhalis bezeichneten Erreger und zwei anderen
Moraxella-Spezies (M. nonliquefaciens und M. lacunata) entdeckt wurden [94].

Mittel der Wahl fir die Therapie von Infektionskrankheiten durch M. catarrhalis sind
Kombinationen aus Penicillinen mit einem B-Laktamase-Inhibitor wie Sulbactam oder
Clavulansaure (z. B. Ampicillin/Sulbactam oder Amoxicillin/Clavulansaure). Allerdings
bleibt die Wirksamkeit einiger B-Laktam-Antibiotika wie beispielsweise der meisten
Cephalosporine oder Carbapeneme trotz der BRO-Enzyme unbeeintrachtigt. Deshalb
werden auch Zweit- und Drittgenerations-Celphalosporine mit erhéhter B-Laktamase-
Stabilitat (z. B. Cefuroxim-Axetil, Cefixim) aktuell fir die Behandlung von M. catarrhalis-
assoziierten Infektionskrankheiten empfohlen [87, 93, 96]. Carbapeneme (z. B. Imipenem)
kénnen zudem als Reserveantibiotika eingesetzt werden [96, 97]. Andere
Antibiotikaklassen wie Makrolide (z. B. Erythromycin, Azithromycin), Tetrazykline
(z. B. Doxicyclin) und Fluorchinolone (z. B. Levofloxacin, Moxifloxacin) sind ebenfalls noch
gegen M. catarrhalis aktiv und werden alternativ zur Therapie empfohlen [56, 87, 96].

Zur zukinftigen Pravention von M. catarrhalis-assoziierten Infektionskrankheiten ist die
Entwicklung eines Impfstoffes gegen diesen Erreger aktuell Gegenstand der Forschung.
Im Fokus der Untersuchungen stehen verschiedene bekannte Virulenzfaktoren von
M. catarrhalis, die als potentielle Impfstoffantigene eine Antikdrperantwort initiieren
kénnen [57, 98, 99]. Ein vollstdndiger Schutz vor M. catarrhalis-assoziierten
Infektionskrankheiten durch die Immunisierung mit den identifizierten Oberflachen-
antigenen konnte jedoch bisher nicht ausreichend sicher in vivo gezeigt werden [98, 99].
Die wesentliche Ursache hierfir und insgesamt fir die Schwierigkeiten in der
Impfstoffentwicklung liegt in der strikten Humanpathogenitat des Erregers, die das Fehlen
eines geeigneten, aussagekraftigen Tiermodells flr die in vivo-Forschung bedingt [87, 98].

2.2.7 Virulenzmechanismen

Das pathogene Potential entfaltet M. catarrhalis Uber ein komplexes und koordiniertes
Zusammenspiel verschiedener Virulenzmechanismen, von denen nur einige beschrieben
sind. Ein entscheidender initialer Virulenzmechanismus fir die Kolonisation und Infektion
mit M. catarrhalis ist die Fahigkeit des Erregers zur Adhasion an Atemwegsepithelzellen
[75, 80, 81]. Der Adhasionsprozess stellt auBerdem einen ersten Interaktionskontakt
zwischen Erreger und Wirtszelle dar und tragt somit wesentlich zur Aktivierung der
inflammatorischen Wirtsimmunantwort bei, deren Intensitdt und Effektivitat auch
mafBgebend die Ausbildung einer symptomatischen Infektion mitbestimmt [100]. Nach
erfolgter Adhasion von M. catarrhalis scheinen die Fahigkeit zur Invasion in das Epithel
[72-74] und zur Biofilmbildung auf der Epitheloberflache zwei weitere Strategien von
M. catarrhalis fir die Kolonisation und Infektion zu sein [101]. Diese beiden Mechanismen
schitzen den Erreger dartUber hinaus vermutlich einerseits vor der ausgeldsten
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extrazellular vermittelten Immunabwehr des Wirtsorganismus sowie andererseits vor den
Effekten einer Antibiotikatherapie und ermdéglichen somit die Persistenz des Erregers im
Respirationstrakt [102, 103]. M. catarrhalis hat allerdings noch weitere anspruchsvolle
Mechanismen zur Umgehung und Modulation der Immunantwort des Wirtes entwickelt.
Dazu gehéren die Fahigkeit des Erregers, beispielsweise durch Bindung bestimmter
Komplement- bzw. Regulatorproteine gegentber der Komplement-vermittelten
Bakteriolyse in humanem Serum resistent zu sein [104-106], das Vermdgen, durch
Wechselwirkung mit dem zellularen Rezeptor karzinoembryonales Antigen-verwandtes
Zelladhasionsmolekil 1 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
(CEACAM1)) die proinflammatorische Wirtsabwehrreaktion zu reduzieren [107], sowie die
Fahigkeit, durch Interaktion mit auf der B-Zelloberflache exprimiertem IgD (IgD-B-
Zellrezeptor) eine unspezifische IgM-Produktion und damit vermutlich eine von sich
weggelenkte friihe adaptive Immunantwort zu aktivieren [108]. Fiir das Uberleben und die
Vermehrung von M. catarrhalis im Wirtsorganismus ist die Sicherung der bakteriellen
Nahrstoffaufnahme eine grundlegende Voraussetzung, die wiederum weitere
Virulenzmechanismen bzw. Adaptationsstrategien an die wirtsbedingten Nahrstoff-
verhaltnisse erforderlich macht. Dementsprechend besitzt M. catarrhalis die Fahigkeit, das
flr das bakterielle Wachstum und viele Stoffwechselfunktionen essentielle Eisen, welches
im humanen Wirtsorganismus jedoch nur in geringem Umfang ungebunden frei verflgbar
ist, auch in seiner dort Uberwiegend vorliegenden komplexgebundenen Form
aufzunehmen und zu verwerten [80, 109]. Das pathogene Potential unterstreicht
M. catarrhalis insbesondere durch Virulenzmechanismen zur Schadigung der Wirtszelle.
Dazu z&hlen die Fahigkeit des Erregers, durch die Interaktion mit CEACAM1 auch direkt
die Apoptose der Alveolarepithelzellen zu induzieren [110], sowie die Fahigkeit, durch
Neutralisation des Serinprotease-Inhibitors a1-Antichymotrypsin eine gesteigerte
wirtseigene proteolytische Aktivitdt auszulésen und dadurch indirekt eine Zellschadigung
herbeizufihren [111]. All diese wichtigen Mechanismen, die die Pathogenitat und Virulenz
von M. catarrhalis charakterisieren, werden Uber verschiedene Virulenzfaktoren des
Erregers vermittelt. Als ein unbekapselter, Exotoxin-freier, gram-negativer Erreger
fungieren insbesondere Strukturelemente der &uBeren Zellmembran wie zahlreiche
integrale  auBere  Membranproteine  (outer membrane  proteins  (OMPS)),
Lipooligosaccharide (LOS) und Pili als Virulenzfaktoren von M. catarrhalis [56, 80, 81]. Im
Folgenden wird speziell nur auf die in dieser Arbeit untersuchten drei Virulenzfaktoren
ubiquitéares Oberflachenprotein (ubiquitous surface protein (Usp)) A1, UspA2 (Kapitel
2.2.7.1) und Lipooligosaccharid (LOS) (Kapitel 2.2.7.2) naher eingegangen.

2.2.71 Ubiquitious surface protein A1 und A2 (UspA1 und UspA2)

Die beiden Oberflachenproteine UspA1 und UspA2 weisen ein homologes Epitop auf und
bilden jeweils hochmolekulare oligomere Proteinkomplexe von tber 250 kDa auf nahezu
allen M. catarrhalis-Stdammen [64, 98, 112]. Das durch Sequenzanalyse abgeleitete
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monomere Molekulargewicht betragt von UspA1 88 kDa und von UspA2 62 kDa [112].
UspA1 und UspA2 sind zwar verwandte Proteine mit Sequenz- und Strukturahnlichkeiten,
besitzen aber viele unterschiedliche biologische Funktionen flr den Erreger [112, 113].

UspA1 ist ein Adhasin und vermittelt die Anhaftung von M. catarrhalis an verschiedene
humane Epithelzellen wie Konjunktival-, Larynx- und Alveolarepithelzellen [112, 114].
UspA1 aber auch UspA2 adhériert zudem an die extrazellularen Matrixproteine
Fibronektin [115] und Laminin [116]. Als einer der spezifischen Bindungspartner von
UspA1 wurde der auf zahlreichen Epithelzellen, Endothelzellen und Leukozyten
exprimierte  CEACAM1 Rezeptor identifiziert [117]. Neben der Adhasionsfunktion
vermittelt die Bindung von UspA1 an CEACAM1 die Apoptose von Lungen-
epithelzellen [110]. Dartber hinaus fihrt die Interaktion von UspA1 und CEACAM1 zur
Reduktion der Toll-like Rezeptor 2 (TLR2)-vermittelten proinflammatorischen Immun-
antwort des Lungenepithels [107]. UspA1 ist auch fUr die Invasion von M. catarrhalis in
Epithelzellen wichtig. Dabei spielt fur die UspA1-vermittelte Internalisierung von
M. catarrhalis die Interaktion zwischen UspA1 mit Zell-assoziiertem Fibronektin und mit
dem a5B1-Integrinrezeptor auf der Zelloberflache eine entscheidende Rolle [73]. Zudem
scheint auch wieder die Bindung von UspA1 an CEACAM1 fir die Invasion bedeutsam zu
sein [118]. UspA1 ist auBerdem an der Biofilmbildung beteiligt [119]. Sowohl UspA1 als
auch UspA2 koénnen den Serinprotease-Inhibitor a1-Antichymotrypsin binden und
neutralisieren, wodurch eine flr die Wirtszellen schadigende erhdhte Proteaseaktivitat
entsteht [111].

UspA2 bestimmt maBgeblich die Resistenz von M. -catarrhalis gegenitber der
Komplement-vermittelten Bakteriolyse in humanem Serum [112, 120]. Dazu bindet UspA2
den Komplement-Inhibitor C4b-bindendes Protein (C4BP), der bei der Bindung an die
M. catarrhalis-Oberflache seine inhibitorische Funktion beibehdlt und somit den
klassischen Weg und den Lektin-Weg der Komplementaktivierung verhindert [105].
Desweiteren bindet UspA2 das Komplementprotein C3, das durch diese Oberflachen-
bindung absorbiert und neutralisiert wird, wodurch der alternative Aktivierungsweg der
Komplementkaskade inhibiert wird [106]. Zwar kann auch UspA1 das Regulatorprotein
C4BP und das Komplementprotein C3 binden, jedoch besitzt das UspA2 eine starkere
Bindungsaffinitdt zu diesen Proteinen und wird in hoherer Dichte auf der
Bakterienoberflache exprimiert, so dass dem UspA2 eine dominantere Rolle fur die
Komplementresistenz zugeschrieben wird [105, 106]. AuBerdem bindet UspA2 zusatzlich
noch an den Komplement-Inhibitor Vitronektin, der auch an der M. catarrhalis-Oberflache
gebunden seine regulatorische Funktion ausibt und demzufolge die gemeinsame
Endstrecke der Komplementaktivierungswege, die Bildung des Membranangriffs-
komplexes, inhibiert [104, 113]. Vitronektin kommt jedoch nicht nur als Komplement-
Regulatorprotein im Serum, sondern auch als Adh&sionsprotein in der extrazellularen
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Matrix vor, wodurch der Interaktion von UspA2 und Vitronektin zugleich eine Relevanz flr
die Zelladhasion zukommt [113].

2.2.7.2 Lipooligosaccharid (LOS)

Das LOS ist ein hitzestabiler Hauptbestandteil der auBeren Membran von M. catarrhalis
[64, 78, 80]. Es wird auch als Endotoxin bezeichnet, da es im Gegensatz zu bakteriellen
Exotoxinen nicht aktiv sezerniert wird, sondern nur bei Zerfall, Teilung oder Wachstum der
Bakterienzelle passiv aus der auBeren Membran freigesetzt wird [121]. Jedoch ist das
Endotoxin LOS im engeren pharmakologischen Sinn kein Toxin, sondern |5st
inflammatorische Alarmreaktionen aus, die primar lediglich der Infektionsabwehr dienen
[122]. Das LOS hat ein Molekulargewicht von ca. 2,5—4 kDa [87]. Die Namensgebung
Lipooligosaccharid verweist auf dessen chemische Struktur. Es ist ein amphiphiles
Molekul, das aus zwei strukturellen Komponenten, dem hydrophoben Lipid A und dem
hydrophilen Kernoligosaccharid, besteht (Abbildung 2.4) [64, 80, 123]. Die lange variable
O-spezifische Polysaccharidseitenkette mit sich wiederholenden Oligosaccharideinheiten,
das sogenannte O-Antigen, das fur das sonst typischerweise exprimierte
Lipopolysaccharid (LPS) anderer gram-negativer Bakterien charakteristisch ist, fehlt dem
M. catarrhalis-LOS [64, 80, 123]. Das Lipid A verankert das LOS-Molekdl in der &uBeren
Membran und ist der am hdchsten konservierte sowie ,toxisch® bzw. biologisch wirksame
Bestandteil des LOS [121, 123]. Das Lipid A von M. catarrhalis-LOS besteht aus einem
Disaccharid-Grundgerlist aus N-Acetylglucosaminphosphat, an das Uber Ester- und
Amidbindungen sieben geséttigte  Fettsduren gebunden sind [123]. Das
Kernoligosaccharid setzt sich neben dem Ketodesoxyoctonsauren-Dimer aus acht bis
zehn phosphorylierten Einzelzuckern wie Glucose, Galactose und N-Acetylglucosamin
zusammen, die in drei Verzweigungen definiert angeordnet vorliegen. Ein Zweig des LOS-
Kernoligosaccharides weist allerdings strukturelle bzw. antigenetische Variationen der
endstandigen Zuckersequenz auf, deren differentieller Nachweis die Basis fir eine
Serotypisierung von M. catarrhalis ist [57, 123]. Die Mehrheit der M. catarrhalis-Stdmme,
61 %, exprimiert den LOS-Serotyp A, 29 % der Stamme weisen Serotyp B und nur
5% Serotyp C auf. Die restlichen 5% der M. catarrhalis-Stdamme k&nnen nicht
zugeordnet werden [124].
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Serotyp ‘-Gruppe Kernoligosaccharid Lipid A
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Abbildung 2.4: Chemische Struktur des M. catarrhalis-LOS und dessen drei Serotypen A, B und C

Das LOS von M. catarrhalis besteht aus dem verzweigten Kernoligosaccharid und dem Lipid A. Die drei
M. catarrhalis-LOS-Serotypen A, B und C unterscheiden sich in der Zusammensetzung einer endstandigen
Zuckersequenz (R-Gruppe) eines Kernoligosaccharid-Zweiges. Galp, Galactosephosphat; Gicp,
Glucosephosphat; GlcpNAc, N-Acetylglucosaminphosphat; KDO, Ketodesoxyoctonséure. Die Abbildung ist
modifiziert nach De Vries et al. 2009 [80].

Das LOS bzw. Strukturbestandteile des LOS spielen eine entscheidende Rolle flr die
Adhésion von M. catarrhalis an unterschiedliche Epithelzellen wie Konjunktival-, Zervix-,
Alveolar- [125] und Pharynxepithelzellen [126]. Auch fir die Invasion von M. catarrhalis in
Epithelzellen ist das LOS bedeutsam [73]. Darlber hinaus ist das LOS fir die Resistenz
von M. catarrhalis gegentber der Komplement-vermittelten Bakteriolyse in humanem
Serum wichtig [125]. Dabei ist noch unklar, ob das LOS direkt an der Adhasion, Invasion
und Komplementresistenz beteiligt ist oder eher indirekt auf all diese Mechanismen wirkt.
Fir letzteres spricht, dass die LOS-Struktur in der M. catarrhalis-Membran vermutlich das
Expressionsprofil der OMPs, einschlieBlich der Adhasions- und Invasionsmolekile sowie
der Komplementresistenz-vermittelnden Faktoren, beeinflusst [73, 125].

2.3 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist das Abwehrsystem von Lebewesen, das diese zur Bewahrung ihrer
Unversehrtheit gegen unterschiedliche eindringende Krankheitserreger wie Bakterien,
Viren, Pilze oder Parasiten sowie gegen entartete endogene Zellen und Schadstoffe
schitzt [127, 128]. Dabei umfasst das Immunsystem die Gesamtheit eines komplex
interagierenden Netzwerkes, das aus mehreren Organen, Zellarten und Molekilen
besteht, um die Abwehrprozesse einzuleiten, zu koordinieren und erfolgreich
abzuschlieBen. Die Voraussetzung fur das Einsetzen der Abwehrprozesse liegt in der
Fahigkeit des Immunsystems, ,selbst® und ,nicht-selbst” sowie ,ungeféhrlich® und
,gefahrlich“ voneinander zu unterscheiden [128-130]. Bei den hdéher entwickelten
Vertebraten bildeten sich im Zuge der Evolution zwei eng miteinander wechselwirkende
Abwehrsysteme aus. So wird bei Vertebraten zum einen das angeborene Immunsystem
und zum anderen das vom angeborenen abhdngige erworbene Immunsystem
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differenziert [131]. Das phylogenetisch sehr alte angeborene Immunsystem ist in allen
mehrzelligen Organismen vorzufinden und bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt der
Individualentwicklung des Organismus voll funktionsféahig. Es besitzt als primare
Abwehrform eine kurze Reaktionszeit bis zur Einleitung der Effektormechanismen sowie
eine geringe Spezifitdt [129, 131, 132]. Das phylogenetisch jlingere erworbene bzw.
adaptive Immunsystem entstand vor ca. 500 Millionen Jahren nur in den Vertebraten
zusatzlich neben dem angeborenen Immunsystem und wird von letzterem aktiviert. Im
Laufe des Lebens eines Wirbeltierorganismus bildet sich das erworbene Immunsystem
individuell und hochspezifisch als Anpassung an Auseinandersetzungen mit definierten
Antigenen aus. Dabei entwickelt es zugleich auch ein spezifisches immunologisches
Gedéachtnis fur diese Antigene, das bei Zweitkontakt mit den gleichen Antigenen
schnellere und effizientere adaptive, spezifische Immunreaktionen ermdéglicht [131, 133].
Im weiteren Verlauf wird auf die Mechanismen des angeborenen Immunsystems und
anschlieBend auf die flr diese Arbeit wesentlichen Bestandteile der angeborenen
Immunabwehr fokussiert.

2.3.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem stellt die erste sofortige Abwehrfront gegen invadierende
Mikroorganismen dar. Dabei umfassen die angeborenen Abwehrfunktionen im
Allgemeinen (l) die initiale Pathogenerkennung, (II) die erste inflammatorische und
antimikrobielle Immunreaktion sowie (lll) nachfolgend die Aktivierung einer adaquat
angepassten spezifischen, erworbenen Immunantwort [129, 134]. Die angeborene
Pathogendetektion basiert auf der Erkennung nahezu unveranderlicher, hoch
konservierter, mikrobieller Molekille, sogenannter Pathogen-assoziierter molekularer
Muster (pathogen-associated molecular pattern (PAMP)), durch eine begrenzte Anzahl
keimbahnkodierter, mustererkennender Rezeptoren (pattern recognition receptor (PRR))
[129, 134, 135]. Mehrere verschiedene Rezeptortypen der PRRs, die unterschiedliche
PAMPs binden, sind konstitutiv zugleich membransténdig und zytosolisch in Phagozyten,
Endothel- sowie Epithelzellen exprimiert und liegen auBerdem auch Iéslich im Blutplasma
und in der Interstitialfllissigkeit vor (ndheres siehe Kapitel 2.3.3). Somit wird eine groBe
Bandbreite eindringender Mikroorganismen bereits an der Oberfliche der Epithel-
/Endothelbarriere oder nach Uberwindung bzw. Invasion der Epithel-/Endothelbarriere
schnell detektiert [129, 134, 135]. Unmittelbar durch die PAMPs bzw. ihre Erkennung via
PRRs werden angeborene Immunreaktionen aktiviert. Zur Bekampfung extrazellularer
Mikroorganismen werden eine gesteigerte  Phagozytoseaktivtat sowie eine
Komplementaktivierung initiiert [129, 136]. Darlber hinaus werden antimikrobielle Peptide
und inflammatorische Mediatoren wie Zytokine, Chemokine und Interferone aus den
Phagozyten, Epithel- und Endothelzellen freigesetzt. Diese Mediatoren steuern wiederum
die Rekrutierung und Sekretionsaktivitat weiterer Immuneffektorzellen [129, 134, 137].
Intrazellulare Erreger, die vielen Abwehrreaktionen der angeborenen Immunantwort
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entgehen kénnen, werden nach Pathogenerkennung durch einsetzende zellautonome
angeborene intrazelluldare Resistenzmechanismen wie bespielsweise Autophagie,
Produktion von Sauerstoffradikalen und Stickstoffmetaboliten sowie phagolysosomale
Degradation bekampft [138]. Die sofortigen angeborenen Immunreaktionen genligen
zumeist, um die Infektionsausbreitung zu verhindern. Ansonsten aktiviert die angeborene
Immunantwort zusatzlich eine passende erworbene Immunantwort [129, 139, 140]. Eine
Schllsselrolle hierflr spielen die Antigen-présentierenden Zellen wie dendritische Zellen,

Makrophagen und Monozyten. Insbesondere die dendritischen Zellen generieren durch
die Prasentation von Antigenen phagozytierter Pathogene auf Haupthistokompatibilitats-
komplex (major histocompatibility complex (MHC))-Molekilen, durch eine PAMP-
induzierte Expression kostimulierender Molekile (CD80, CD86) auf der Zelloberflache
sowie durch die Sekretion bestimmter Zytokine die fir die Aktivierung, Selektion,
Differenzierung und Proliferation der T-Lymphozyten essentiellen Signale. Auf diese
Weise wird die durch T-Lymphozyten-vermittelte zellulare Immunitat direkt stimuliert und
darOber indirekt die humorale Immunitdt mit Produktion von Antigen-spezifischen
Antikdrpern aus B-Lymphozyten initiiert [129, 139, 140].

2.3.2 Die Rolle des respiratorischen Epithels in der angeborenen
Immunabwehr

Das Atemwegs- und Alveolarepithel kleidet die ca. 150 m? groBe innere Oberflache des
Respirationstraktes aus und bildet daher eine riesige Grenzflache zwischen innerem
Milieu des Wirtsorganismus und externer Umgebung. Damit steht das Atemwegsepithel
stéandig in Kontakt mit aerogen Ubertragbaren potentiell pathogenen Erregern und stellt
eine erste wichtige sofortige Verteidigungslinie der angeborenen Immunabwehr des
Respirationstraktes dar [141, 142]. Im Abwehrsystem des Respirationstraktes fungiert das
respiratorische Epithel einerseits durch den strukturell kontinuierlichen, Uber tight
junctions verankerten Zellverband als physikalische Barriere gegen die externe Umwelt
[143]. Andererseits stellt die Zellkombination aus Mukus sezernierenden Becherzellen und
Zilien tragenden Zellen im tracheobronchialen Epithel der zentralen Atemwege die
mukozilidre Reinigungsfunktion sicher. So bleiben viele inhalierte Mikroorganismen in der
dem Epithel aufliegenden viskésen Mukusschicht hdngen und werden via Sekretfluss
durch den rachenwarts gerichteten Zilienschlag aus dem Respirationstrakt beférdert [143,
144]. Zusétzlich sezerniert das Atemwegsepithel und das den Alveolarraum der Lunge
auskleidende Alveolarepithel kontinuierlich antimikrobielle Faktoren in das Atemwegs-
bzw. Alveolarsekret, so dass dieses eine chemische Barriere gegen invadierende
Pathogene bildet [143]. Da diese Mechanismen konstitutiv aktiv vorhanden sind, wurde
dem respiratorischen Epithel lange Zeit lediglich nur eine passive Barrierefunktion in der
angeborenen Immunabwehr zugeschrieben. Diese enge Sichtweise musste durch
zahlreiche neuere Untersuchungen revidiert werden. Nunmehr steht fest, dass die
Atemwegs- und Alveolarepithelzellen auch induzierbare Effektormechanismen der
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angeborenen Immunantwort generieren [143-145]. Wie die klassischen Immunzellen
(z. B. Makrophagen, neutrophile Granulozyten) sind die Atemwegs- und Alveolar-
epithelzellen mit vielen unterschiedlichen PRRs ausgestattet und daher zur schnellen
Erkennung hoch konservierter, mikrobieller Bestandteile (PAMPs) fahig (siehe Kapitel
2.3.3) [141, 143-145]. Die Pathogendetektion induziert die Produktion und Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, Interferonen und antimikrobiellen
Peptiden aus den Atemwegs- bzw. Alveolarepithelzellen sowie eine gesteigerte
Oberflachenexpression von Adhédsionsmolekilen auf den Epithelzellen (siehe
Abbildung 2.5). Durch Sekretion bzw. Expression dieser Iéslichen und Membran-
assoziierten Mediatormoleklle sind die Atemwegsepithelzellen in der Lage weitere
Entzindungszellen zu rekrutieren und zu aktivieren sowie Pathogene abzutbéten [141,
143-145]. Zudem werden die Epithelzellen auch selbst durch ihre oder von aktivierten
Immunzellen freigesetzten Zytokine zur weiteren Sekretion von Mediatorsubstanzen
stimuliert [144, 145]. Uber komplexe Riickkopplungsmechanismen reguliert kénnen
aktivierte Epithelzellen jedoch eine UberschieBende inflammatorische Immunreaktion
durch die Freisetzung von antiinflammatorisch wirksamen Molekilen einddmmen [142,
146]. Somit wird insgesamt deutlich, dass die Atemwegs- bzw. Alveolarepithelzellen eine
zentrale, aktive Rolle bei der Induktion, Regulation und Koordination der lokalen
Inflammation und angeborenen Immunantwort des Respirationstraktes spielen [141, 144,
146].
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Abbildung 2.5: Induzierbare angeborene Immunantwort des Atemwegsepithels
Die Atemwegsepithelzellen exprimieren zellmembransténdige und intrazellulare PRRs, mit denen sie die
PAMPs bei einer Infektion mit Mikroorganismen detektieren kénnen. Diese direkte Pathogenerkennung

aktiviert die Epithelzellen und induziert die Sekretion von zahlreichen inflammatorischen Mediatoren und
antimikrobiellen Molekllen aus den Atemwegsepithelzellen sowie eine gesteigerte Expression von
Adhé&sionsmolekilen auf den Epithelzellen. Die Abbildung fokussiert hierbei auf I8sliche und Membran-
assoziierte Effektormolekiile, die vor allem die angeborene Immunantwort vermitteln und verstarken. GM-
CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; H>O», Wasserstoffperoxid; ICAM, intercellular
adhesion molecule; IFN, Interferon; IL, Interleukin; LT, Leukotrien; MCP, monocyte chemotactic protein;
PAMPs, pathogen-associated molecular patterns; PRRs, pattern recognition receptors; SLPI, secretory
leukocyte proteinase inhibitor; SP, Surfactantprotein; TNF, Tumornekrosefaktor; VCAM, vascular cell
adhesion molecule. Die Abbildung ist modifiziert nach Kato & Schleimer 2007 und Bals & Hiemstra 2004 [141,
146].

233 Mustererkennende Rezeptoren (Pattern recognition receptors
(PRRs))

Die Voraussetzung zur Initiation der Immunantwort ist die Fahigkeit zur Erkennung der
Pathogene und damit verbunden die Fahigkeit zur Unterscheidung zwischen ,selbst* und
,hicht-selbst“ [129]. Dabei beruht die Pathogendetektion des angeborenen Immunsystems
hauptsachlich auf einer limitierten Anzahl keimbahnkodierter, mustererkennender
Rezeptoren (pattern recognition receptors (PRRs)), die nach dem von Charles Janeway
formulierten Modell Pathogen-assoziierte molekulare Musterstrukturen (pathogen-
associated molecular patterns (PAMPSs)) erkennen bzw. binden [129, 135]. Diese PAMPs
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sind in ihrer chemischen Struktur sehr unterschiedlich. Sie besitzen aber im Wesentlichen
drei identische Charakteristika, die sie zu idealen Zielmolekllen machen, anhand derer
die Unterscheidung zwischen ,selbst” und ,nicht-selbst® sowie die Erkennung einer
Vielzahl heterogener Mikroorganismen durch verhadltnismaBig wenige, genetisch
festgelegte PRRs realisierbar ist: (1) Sie werden nur von den Mikroorganismen und nicht
vom Wirtsorganismus gebildet. (1I) PAMPs kommen evolutionar hoch konserviert in einer
Vielzahl der Mikroorganismen vor und sind fir gewisse Klassen von Mikroorganismen
(z. B. gram-negative, gram-positve  Bakterien, Mykobakterien, Pilze) sogar
kennzeichnend. (Ill) Sie sind fiir das Uberleben der Mikroorganismen essenziell, wodurch
eine Mutation oder ein Verlust der PAMPs nur eingeschrankt méglich ist und haufig zum
Tod oder zu einer extrem reduzierten Anpassungsfahigkeit der Mikroorganismen flhrt
[140]. Zu den PAMPs zahlen u.a. bakterielle Zellwandbestandteile wie LPS,
Lipoteichonsauren, Peptidoglykane und Lipoproteine, Flagellin sowie bakterielle oder
virale Nukleinsduren [134, 140]. Neben den PAMPs werden von PRRs auch endogene
Molekulle erkannt, die bei Zellstress oder Zellschadigung von der Wirtszelle freigesetzt
werden und als sogenannte Gefahr- (oder Schaden-) assoziierte molekulare Muster
(danger- (or damage-) associated molecular patterns (DAMPs)) bezeichnet werden. Zu
diesen DAMPs gehdren z. B. endogene Nukleinsauren, Hitzeschockproteine, high mobility
group box 1 protein (HMGB1), S100-Proteine, Hyaluronsaure, Adenosintriphosphat (ATP)
und Harnsaurekristalle [130, 145].

Die PRRs werden konstitutiv von einer Vielzahl von verschiedenen Wirtszellen sowohl in
der Zell- und Endosomenmembran als auch im Zytoplasma exprimiert. Auf diese Weise
kénnen extra- und intrazelluldre Krankheitserreger gleichzeitig von vielen
unterschiedlichen Zellen erkannt und damit auch parallel verschiedenen zellspezifischen
Immunantworten ausgesetzt werden. AuBerdem werden PRRs auch konstitutiv von
einigen Wirtszellen in die Kérperflissigkeiten (Blut, Gewebsflissigkeit) sezerniert. Geman
ihrer Lokalisation erfolgt demnach eine Einteilung in (1) l6sliche, (II) membranstandige und
(1) zytoplasmatische PRRs [129, 136]. Zu den Idslichen PRRs gehdren z.B.
Lipidtransferasen, Pentraxine, Komplementfaktoren und lésliche C-type lectin Rezeptoren
(CLRs). Membranstandige PRRs umfassen die Toll-like Rezeptoren (TLRs) (siehe
Kapitel 2.3.3.1), die transmembranen C-type lectin Rezeptoren (CLRs) und die Scavenger
Rezeptoren (SRs). Zu den zytoplasmatischen PRRs zahlen die Nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren (NLRs), die Retinoic acid-inducible gene-|
(RIG-1)-like Rezeptoren (RLRs) sowie zytosolische DNA-erkennende Rezeptoren [129,
135, 136].

Nach Ligandenbindung regulieren die PRRs unterschiedliche Effektorfunktionen des
angeborenen Immunsystems. Lésliche PRRs vermitteln die Opsonierung von PAMPs und
damit eine erleichterte PAMP-Erkennung durch membranstandige PRRs sowie den
Transfer von PAMPs zu weiteren PRRs und die Aktivierung der Komplementkaskade
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[129, 136]. Der GroBteil der membranstédndigen PRRs induziert die Phagozytose von
Pathogenen sowie zum Teil von apoptotischen Zellen [147-149]. Darlber hinaus
aktivieren viele membranstandige sowie auch zytoplasmatische PRRs verschiedene
Signalkaskaden, die nachfolgend transkriptionell die Expression der inflammatorischen
Zytokine, Chemokine, Interferone, kostimulatorischen  Oberflachenmolekiile,
Adhasionsmolekile und antimikrobiellen Moleklle steuern. Zusatzlich initiieren einige
zytoplasmatische PRRs Signalkaskaden, die auch post-translationell die Prozessierung
von bestimmten Zytokinen regulieren. Im Einzelnen unterscheiden sich die jeweiligen
Rezeptortypen der membranstandigen und zytoplasmatischen PRRs in den von ihnen
ausgehenden Signalkaskaden [134, 135]. Zunehmend wird auch einigen
membransténdigen und zytosolischen PRRs eine wesentliche Rolle fir die Regulation des
programmierten Zelltodes, der Antigenprozessierung und -prasentation sowie der
zellautonomen, angeborenen Mechanismen zur Abwehr von intrazelluldren Erregern wie
der Phagolysosomen-Reifung und Autophagie zugeschrieben [147, 150-152].

2.3.3.1 Toll-like Rezeptoren (TLR)

Das Toll Protein gilt als Ursprungsprotein der Toll-like Rezeptor Familie und wurde
erstmalig 1985 als ein fur die dorsoventrale Polarisation in der Embryogenese der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster wichtiges Genprodukt identifiziert [153].
Darauffolgende Untersuchungen ergaben interessanterweise, dass das Toll Protein
zudem fUr Drosophila eine entscheidende Funktion in der angeborenen Immunabwehr
gegen Pilze [154] und gram-positive Bakterien ausibt [155]. Seitdem konnten auch in
anderen mehrzelligen Organismen dem Drosophila Toll Protein homologe Proteine, die
als Toll-like Rezeptoren klassifiziert wurden, ausfindig gemacht und funktionell als
wichtige, evolutiondr hoch konservierte Bestandteile des angeborenen Immunsystems
charakterisiert werden [156]. 1997 entdeckten Medzhitov et al. das erste humane Toll-
Homolog, das heute als Toll-like Rezeptor 4 bekannt ist [157]. Bisher wurden insgesamt
13 Toll-Homologe in Saugetieren identifiziert, von denen TLR1 bis 10 im Menschen
vorkommen [158]. TLRs sind Typ | Transmembran-Glykoproteine, die entweder die
Zelloberflachenmembran oder intrazellular die Endosomenmembran durchziehen. Sie
sind gekennzeichnet durch eine extrazellulare oder intraendosomale, N-terminale, aus
Leucin-reichen Wiederholungseinheiten (leucin rich repeats (LRR)) bestehende Doméne
fir die Ligandenbindung, eine Transmembran-Doméane und eine zytoplasmatische,
C-terminale, der intrazellularen Doméane des Interleukin-1-Rezeptors (IL-1R) homologe
Domane, die sogenannte Toll/IL-1R (TIR)-Domane, fir die Initiation der
Signaltransduktion [134, 135]. TLRs werden von Zellen des angeborenen
(z. B. Makrophagen, neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen) und des erworbenen
Immunsystems (z. B. B-Zellen, spezifische T-Zell-Subtypen) sowie von Fibroblasten,
Epithel- und Endothelzellen in unterschiedlichem AusmaB und Muster exprimiert. lhre
zelluldre Expression kann dabei als Reaktion auf Pathogene, Zytokine und andere Stimuli
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schnell angepasst werden [144, 159]. TLR1, 2, 4, 5, 6 und 10 sind vorrangig in der
Zellmembran lokalisiert, wohingegen TLR3, 7, 8 wund 9 intrazellular in der
Endosomenmembran exprimiert werden [135, 158]. Unter Bildung von Homo- oder
Heterodimeren oder im Komplex mit Ko-Rezeptoren und akzessorischen Molekilen
erkennen die TLRs verschiedene PAMPs von Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten
sowie auch einige wirtseigene DAMPs [136, 158, 160]. Dabei erkennen die Zellmembran-
lokalisierten TLRs mit Ausnahme von TLR10, flir den bisher kein Ligand ermittelt werden
konnte, vor allem Bestandteile der mikrobiellen Zellwand (z. B.LPS, Lipoprotein,
Lipoteichonsaure, Peptidoglykan, Zymosan, Mannan) sowie Komponenten mikrobieller
Oberflachenstrukturen (z. B. Flagellin). Demgegentiiber detektieren Endosomenmembran-
lokalisierte TLRs insbesondere virale und bakterielle Nukleinsauren (z. B. dsRNA, ssRNA,
unmethylierte Cytosin-phosphatidyl-Guanin (CpG)-DNA-Motive) [135, 158]. Im weiteren
Verlauf werden die flir diese Arbeit wichtigen TLRs, TLR2 (Kapitel 2.3.3.1.1) und
TLR4 (Kapitel 2.3.3.1.2), und ihre Expression im respiratorischen Epithel naher betrachtet.

2.3.3.1.1  Toll-like Rezeptor 2 (TLR2)

TLR2 erkennt eine Vielzahl von PAMPs unterschiedlicher Mikroorganismen. Dazu
gehéren beispielsweise Lipopeptide verschiedenster Erreger, Lipoteichonsaure
(lipoteichoic acid (LTA)) von gram-positiven Bakterien, Lipoarabinomannan von
Mykobakterien, Zymosan von Pilzen, Glycosylphosphatidyl-inositol (GPI)-Mucin von
Trypanosomen und Hamagglutinin-Protein von Masernviren [158]. Zudem erkennt der
TLR2 atypische Formen des LPS, die von Leptospira interrogans [161], Porphyromonas
gingivalis [162] und Legionella pneumophila [163] exprimiert werden. Dabei unterscheiden
sich diese atypischen LPS-Formen von den klassischen LPS-Typen enterobakterieller
gram-negativer Erreger vor allem im strukturellen Aufbau ihrer Lipid A-Komponente durch
lAngere Fettsdure-Ketten und verschiedene Substituenten der Fettsduren [163]. Die
Fahigkeit des TLR2, die vielen strukturell sehr verschiedenen Liganden unterscheiden
und binden zu kénnen, Iasst sich teilweise durch dessen Heterodimerbildung mit TLR1
oder TLR6 oder durch dessen Assoziation mit anderen nicht-TLR PRRs wie dem
Scavanger Rezeptor cluster of differentiation (CD)36, dem membranstandigen oder
I6slichen Glykoprotein CD14, den membransténdigen C-type lectin Rezeptoren Dectin-1
oder Mannose-Rezeptor sowie den Gangliosidrezeptoren asialoGM1 oder GD1a erklaren
[158, 164].

Die mRNA-Expression sowie die zellmembranstandige Proteinexpression des TLR2
konnten in humanen primaren Atemwegsepithelzellen [165-167] und humanen priméren
Alveolarepithelzellen nachgewiesen werden [168, 169]. GleichermaBen konnte bereits in
vorherigen Untersuchungen die TLR2-Expression auf der Zelloberflache auch flr die in
dieser Arbeit eingesetzten humanen priméren Bronchialepithelzellen (primary bronchial
epithelial cells (PBEC)) [107] sowie fir die verwendeten Zelllinien humane
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Bronchialepithelzelline BEAS-2B [170] und humane Typ lI-Alveolarepithelzellline A549
gezeigt werden [72, 107].

2.3.3.1.2 Toll-like Rezeptor 4 (TLR4)

TLR4 ist der wesentliche Rezeptor fir die Erkennung des LPS, einem Hauptbestandteil
der &uBeren Membran von gram-negativen Bakterien, dessen hoch konservierte
aktivierende Komponente das Lipid A darstellt [158]. Allerdings ist TLR4 nicht als einziger
Rezeptor an der Erkennung von LPS beteiligt. Vielmehr benétigt TLR4 zur sensitiven
LPS-Detektion die koordinierte Interaktion von akzessorischen Molekilen und Ko-
Rezeptoren einschlieBlich I8slichem LPS-bindendem Protein (LBP), membran-
gebundenem  oder léslichem CD14 und  TLR4-assoziiertem, myeloidem
Differenzierungsfaktor (MD)-2 [129, 171]. Neben der Erkennung von LPS ist TLR4 auch
an der Detektion weiterer mikrobieller Bestandteile wie Mannan von Hefepilzen,
Pneumolysin von Pneumokokken, viralen Hullenproteinen aber auch endogenen
Wirtskomponenten wie Hitzeschockproteinen beteiligt [158].

Im Gegensatz zur Ublichen zellmembranstdndigen TLR4-Lokalisation bei den
Immunzellen scheint bei den Atemwegs- und Alveolarepithelzellen, ein davon
abweichendes zelluldres TLR4-Expressionsprofil zu existieren. So konnte interessanter-
weise fur die humanen primaren Atemwegsepithelzellen eine vorrangig intrazelluléare [172]
und eine auf der basolateralen Membran lokalisierte TLR4-Expression nachgewiesen
werden [167]. Gleichsam konnte auch fir die humanen priméren Alveolarepithelzellen die
TLR4-Expression in intrazellularen Zellkompartimenten, aber auch zusétzlich auf der
Zelloberflache gezeigt werden [173]. Fir die in dieser Arbeit verwendete humane
Bronchialepithelzellline BEAS-2B konnte der TLR4 bisher ausschlieBlich in intrazellulédren
Kompartimenten lokalisiert nachgewiesen werden [172]. Wahrend fUr die eingesetzte
humane Typ Il-Alveolarepithelzellline A549 sowohl eine intrazellulare [172, 174] als auch
eine auf der Zelloberflache orientierte TLR4-Expression ermittelt werden konnte [174].
Dartber hinaus werden die TLR4-Ko-Rezeptoren MD-2 und membranstéandiges CD14
von den humanen primdren Atemwegs- und Lungenepithelzellen als auch von den
humanen BEAS-2B- und A549-Zelllinien nur in geringem Umfang konstitutiv oder
teilweise auch gar nicht exprimiert [170, 172, 173, 175]. Somit besitzt das
Atemwegsepithel vermutlich ein dem Umstand, standig aerogener Erreger ausgesetzt zu
sein, angepasstes organspezifisches TLR- und Ko-Rezeptoren-Expressionsprofil, um
moglicherweise einer chronischen Entziindungsreaktion der Atemwege und Lunge
vorzubeugen [143, 172, 175]. Damit einhergehend konnte fir Atemwegsepithelzellen in
vitro eine LPS-Hyporesponsivitdt beobachtet werden, wobei nur hohe LPS-
Konzentrationen das Atemwegsepithel zu aktivieren vermochten [172, 175-177].
Allerdings konnte gezeigt werden, dass in Atemwegs- und Alveolarepithelzellen unter
bestimmten inflammatorischen  Bedingungen die  TLR4-Expression  verstarkt
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zellmembranstandig lokalisiert wird und MD-2 gesteigert exprimiert wird, woraufhin eine
deutliche LPS-stimulierte Immunantwort vom Atemwegs- bzw. Lungenepithel erfolgte
[175, 178]. Zudem flhrt bei Atemwegs- und Lungenepithelzellen in vitro die Zugabe von
Serum, in welchem die TLR4-akzessorischen Molekulle und Ko-Rezeptoren LBP, I6sliches
CD14 und MD-2 enthalten sind, zu einer stimulatorischen Wirkung von bereits geringen
physiologisch relevanten LPS-Konzentrationen [176, 177].

234 Die TLR-vermittelte Signaltransduktion

Die Ligandenbindung an die extrazellulare LRR-Doméane eines entsprechenden TLR flhrt
zunachst zu dessen Dimerisierung [134]. Die darauffolgende Konformationsanderung der
Rezeptoren ermdéglicht die Rekrutierung intrazellularer TIR-Doméne-enthaltender
Adaptermolekile an die zytoplasmatischen TIR-Domé&nen des TLR-Dimers. Dabei ist die
differentielle Rekrutierung der vier TIR-Doméane enthaltenden Adaptermoleklle myeloid
differentiation factor 88 (MyD88), MyD88-adapter-like protein (Mal), TIR domain-
containing adapter inducing IFN-B (TRIF) und TRIF-related adapter molecule (TRAM)
maBgeblich fur die Aktivierung unterschiedlicher TLR-vermittelter Signaltransduktions-
wege verantwortlich (Abbildung 2.6) [158, 160, 179]. Alle TLRs mit Ausnahme von TLR3
aktivieren die nachfolgenden Signalwege Uber die Rekrutierung des Adapterproteins
MyD88. TLR2/1, TLR2/6 und TLR4 nutzen zusatzlich das Adaptermolekdl Mal als
Bindeglied fur die Rekrutierung von MyD88 [158, 179]. Im MyD88-abh&ngigen Signalweg
erfolgt unter Zwischenschaltung von interleukin-1-receptor-associated kinase (IRAK)-4,
IRAK-1, IRAK-2, Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF6) und den
TAK1-binding proteins (TAB) die Aktivierung der transforming growth factor B-activated
kinase 1 (TAK1) [135, 158]. TAK1 ist eine Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-Kinase-Kinase
(MAPKKK), die wiederum zwei unterschiedliche Signalwege aktiviert. Einerseits aktiviert
die TAK1 die Mitogen-aktivierte Protein (MAP)-Kinase-Kaskade, die in die Phosphory-
lierung von MAP-Kinasen (MAPKs) (siehe Kapitel 2.3.4.1) mindet, welche wiederum
verschiedene Transkriptionsfaktoren einschlieBlich des Aktivator Protein-1 (AP-1) (siehe
Kapitel 2.3.4.2) aktivieren [135, 158]. Andererseits initiiert die TAK1 Uber die Phosphory-
lierung des inhibitory-kB-kinase (IKK)-Komplexes den kanonischen Signalweg zur
Aktivierung des nuklearen Transkriptionsfaktor-kB (NF-kB) (siehe Kapitel 2.3.4.3) [135,
158]. Die von TLR7, TLR8 und TLR9 ausgehenden Signalwege umfassen neben der
zuvor beschriebenen Signaltransduktion zusétzlich eine von MyD88, IRAK4 und TRAF6
abhéangige Aktivierung des Transkriptionsfaktors interferon-regulatory factor (IRF)5 sowie
eine von den Signalmolekilen MyD88, IRAK4, TRAF6, TRAF3, IRAK1 und IKKa
vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF7 [134, 158]. TLR3 aktiviert als
einziger TLR Ober die alleinige Rekrutierung des Adapterproteins TRIF nachfolgende
Signalwege. Allerdings kann auch TLR4 neben dem beschriebenen MyD88-abh&ngigen
Signalweg einen TRIF-abhéangigen Signalweg initileren, wobei er jedoch zusétzlich das
Adaptermolekil TRAM als Bindeglied zur Rekrutierung von TRIF bendtigt [158, 179]. Im
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TRIF-abhangigen Signalweg wird zum einen unter Beteiligung von TRAF6 und receptor-
interacting protein (RIP)1 die TAK1 aktiviert, was wie im MyD88-abhéngigen Signalweg
letztlich zur Aktivierung von NF-kB sowie Uber die MAP-Kinase-Kaskade zur Aktivierung
von AP-1 fihrt [134, 158]. Zum anderen mindet der TRIF-abhdngige Signalweg Uber
TRAF3, TRAF family member-associated NF-kB activator-binding kinase (TBK)1 und IKKi
in die Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF3 [134, 158]. Zuséatzlich ist flr einige TLR-
aktivierten Signalwege eine Stimulation der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [180,
181] und des Fas-associated death domain protein (FADD)/Caspase 8-Komplexes
nachgewiesen worden [182] sowie auf verschiedenen Ebenen der TLR-stimulierten
Signalwege eine regulatorische Beteiligung unterschiedlicher aktivierter Proteinkinase C
(PKC)-Isoenzyme beschrieben worden [183] (nicht gezeigt in Abbildung 2.6). Insgesamt
fihren die hier dargestellten von den jeweiligen TLRs ausgehenden Signaltransduktions-
kaskaden zur Aktivierung entsprechender Transkriptionsfaktoren, die die Transkription
verschiedener Effektormolekile des angeborenen Immunsystems wie z. B. inflamma-
torischer Zytokine, Interferone und antimikrobieller Peptide regulieren (Abbildung 2.6)
[134, 135, 158]. Im Folgenden wird auf die im TLR-aktivierten Signalweg beteiligten
MAPKs (Kapitel 2.3.4.1) sowie den Transkriptionsfaktoren AP-1 (Kapitel 2.3.4.2) und
NF-kB (Kapitel 2.3.4.3) fokussiert.
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Abbildung 2.6: TLR-vermittelte Signalwege

Nach Bindung der Liganden an die jeweiligen TLRs wird entsprechend der rekrutierten Adaptermolekiile
entweder der MyD88- oder der TRIF-abhangige Signalweg induziert, was letztlich in die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, AP-1 oder verschiedenen IRFs zur Regulation der Genexpression von z. B.
proinflammatorischen Zytokinen, Typ | Interferonen und antimikrobiellen Peptiden mindet. AMP,
antimikrobielles Peptid; AP-1, Aktivator Protein-1; IFN, Interferon; IkB, inhibitory-xB; IKK, inhibitory-xB-kinase;
IRAK, interleukin-1 receptor-associated kinase; |RF, interferon-regulatory factor;, Mal, MyD88-adapter-like
protein; MAPK, Mitogen-aktivierte Proteinkinase; MAPKK, Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase; MyD88,
myeloid differentiation factor 88; NEMO, NF-kB essential modulator; NF-kB, nuklearer Transkriptionsfaktor-kB;
RIP, receptor-interacting protein; TAB, TAK1-binding protein; TAK, transforming growth factor B-activated
kinase; TBK, TRAF family member-associated NF-kB activator-binding kinase; TIR, Toll/Interleukin-1-
Rezeptor; TLR, Toll-like Rezeptor; TRAF, fumor necrosis factor receptor-associated factor; TRAM, TRIF-
related adapter molecule; TRIF, TIR domain-containing adapter inducing |EN-B; Ubc, ubiquitin-conjugating
enzyme; Uev, ubiqutin-conjugating enzyme variant. Die Abbildung ist modifiziert nach Kawai & Akira 2010 und
Takeuchi & Akira 2010 [135, 158].

2.3.41 Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK)

Die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) sind in allen eukaryotischen Zellen
vorkommende, hoch konservierte, Signal-transduzierende Enzyme. Sie bilden die untere
Stufe einer sequentiell agierenden, dreistufigen Phosphorylierungskaskade, der
sogenannten MAP-Kinase-Kaskade, welche Rezeptor-detektierte extrazellulare Signale
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sowie auch chemische und physikalische Reize in das Zellinnere weiterleitet [184]. Diese
MAP-Kinase-Kaskade umfasst die Signallibertragung Uber die Aktivierung von MAP-
Kinase-Kinase-Kinasen (MAPKKK), die ihrerseits durch Phosphorylierung von Serin- und
Threoninresten MAP-Kinase-Kinasen (MAPKK) stimulieren, welche wiederum durch duale
Phosphorylierung von Threonin- und Tyrosinresten die MAP-Kinasen (MAPK) aktivieren
[184]. Die aktivierten MAPKs phosphorylieren daraufhin in ihrer Funktion als Serin-
Threonin-Kinasen viele zytosolische Substrate wie weitere stromabwérts gelegene
Proteinkinasen, verschiedene Zytosklettproteine und Phospholipasen. Zudem
translozieren sie nach ihrer Aktivierung in den Zellkern, wo sie zahlreiche Transkriptions-
faktoren einschlieBlich AP-1 (Kapitel 2.3.4.2) phosphorylieren und stimulieren [185, 186].
Auf diese Weise beeinflussen die MAPKs die Regulation der Genexpression sowie viele
wichtige Zellprozesse und setzen damit insgesamt eine passende zelluldre Antwort auf
die einwirkenden Reize um [184-186].

Im Wesentlichen besteht die Familie der MAPKs beim Menschen aus den drei MAPK-
Subfamilien: (l) extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2 oder p44/p42),
() c-dun NH, terminal kinase (JNK) und (lll) p38 MAPK. Demzufolge kénnen auch drei
unterschiedliche Signalkaskaden charakterisiert werden, die jeweils nach dem oben
beschriebenen Phosphorylierungsschema zur Aktivierung einer entsprechenden MAPK-
Subfamilie flhren, aber auch Uber viele Interaktionen auf verschiedenen Ebenen
miteinander vernetzt sind [184, 186, 187]. Innerhalb der TLR-abhangigen Signalwege
werden ERK1/2, JNK und p38 MAPK durch verschiedene TLR-Liganden (PAMPs,
DAMPs) aktiviert und vermitteln Uber die transkriptionelle Kontrolle zahlreicher
inflammatorischer und antimikrobieller Molekile wichtige angeborene Immunantworten
[158, 188]. Dartber hinaus wird ERK1/2 auch durch mitogene Signale wie
Wachstumsfaktoren oder Hormone stimuliert und nimmt dabei hauptsachlich Einfluss auf
die Zellproliferation und Zelldifferenzierung [185-187]. JNK und p38 MAPK gelten
zusatzlich als Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPK), da sie insbesondere durch
Stressfaktoren wie UV-Strahlung, Hitzeschock, Zytokine, oxidativen oder osmotischen
Stress aktiviert werden, und regulieren vornehmlich Apoptose und Inflammations-
reaktionen der Zellen [185-187].

2.3.4.2 Transkriptionsfaktor Aktivator Protein-1 (AP-1)

Der Transkriptionsfaktor Aktivator Protein-1  (AP-1) wurde urspringlich als ein
induzierbares Protein beschrieben, das an eine spezifische DNA-Sequenz in der
Promotorregion des humanen Metallothionein ll5-Gens und des Simian Virus 40-Genoms
bindet und deren Transkription stimuliert [189, 190]. Inzwischen wurden allerdings viele
weitere eukaryotische und virale Gene identifiziert, deren Transkription von AP-1 reguliert
wird [191]. AP-1 liegt als Homo- oder Heterodimer vor, das aus den Mitgliedern der
Proteinfamilien Jun (c-dun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB, Frail, Fra2), activating

32



2 EINLEITUNG

transcription factor (ATF2, ATF3, ATFa, B-ATF), jun-dimerization protein (JDP1, JDP2)
und musculoaponeurotic fibrosarcoma (v-Maf, c-Maf, MafB, MafG, MafK, MafF, Nrl-Maf)
besteht. Alle Proteine dieser Familien besitzen als gemeinsames, charakteristisches Motiv
eine basic leucin zipper (bZIP)-Doméane, die Uber ihre Leucinzipper-Region die
Dimerisierung der Proteine und Uber ihre basische Region die Sequenz-spezifische DNA-
Bindung vermittelt [191-193]. Viele AP-1-Monomere enthalten zudem eine Trans-
aktivierungsdoméne (TAD), die fir eine effektive Transkriptionsaktivierung der Zielgene
notwendig ist [194]. Wéahrend die Fos-Proteine ausschlieBlich nur Heterodimere bilden,
setzen sich die Jun-, ATF-, JDP- und Maf-Proteine sowohl zu Homo- als auch zu
Heterodimeren zusammen. Insgesamt werden vorrangig Heterodimere mit Jun-Proteinen
gebildet. Die vielen Kombinationsméglichkeiten fihren zu verschiedenen AP-1-Dimeren,
die sich in ihrer Stabilitét, ihrer Sequenzspezifitdt sowie ihrem Transaktivierungspotential
unterscheiden [191-193]. Das am haufigsten vorliegende und die Transkription am
starksten aktivierende AP-1-Dimer stellt das c-Jun/c-Fos-Heterodimer dar [191, 194].

AP-1 wird durch viele physiologische und pathologische Stimuli wie Wachstumsfaktoren,
Zytokine, bakterielle oder virale PAMPs, Neurotransmitter, Phorbolester, UV-Strahlung
und andere zelluldre Stressfaktoren je nach Signal Rezeptor-vermittelt oder nicht
Rezeptor-vermittelt aktiviert [191, 192, 195]. Eine bedeutende regulatorische Rolle in der
Signaltransduktion zur AP-1-Aktivierung spielen die MAPKs. MAPKs kdénnen hierbei Uber
die Aktivierung von bestimmten Transkriptionsfaktoren die Expression der einzelnen
AP-1-Monomere steigern und damit indirekt auf transkriptioneller Ebene die AP-1-Aktivitat
regulieren. Die wesentliche direkte AP-1-Aktivierung erfolgt jedoch durch MAPKs auf
posttranslationaler Ebene Uber die Phosphorylierung spezifischer Serin- und Threonin-
aminosauren der bereits bestehenden AP-1-Dimere [194, 195]. Nach Aktivierung kdnnen
die vielen unterschiedlich zusammengesetzten AP-1-Dimere entsprechend ihrer
jeweiligen Sequenzspezifitdt an verschiedene AP-1-Konsesussequenzen in der
Promotorregion der verschiedensten Zielgene binden und deren Transkription in
Abhéangigkeit ihres Transaktivierungspotentials und der Interaktion mit Kofaktoren
aktivieren oder reprimieren [191, 193, 194]. AP-1 steuert diesbeziglich die Transkription
von Genen, die z.B. fir Zytokine, Chemokine, Kollagenasen, Metalloproteinasen,
Adhasionsmolekile, Wachstumsfaktoren, antimikrobielle Peptide und apoptotische
Regulatoren kodieren. Demzufolge ist der Transkriptionsfaktor AP-1 an der Kontrolle einer
Reihe zellularer Prozesse wie Inflammation, Immunantwort, Zellproliferation,
Zelldifferenzierung, Karzinogenese und Apoptose beteiligt [191, 192].

2343 Nukleérer Transkriptionsfaktor-kB (NF-kB)

Der nukledre Transkriptionsfaktor-kB (NF-kB) wurde erstmals 1986 von Sen und
Baltimore in aktivierten reifen B-Zellen als induzierbares Regulatorprotein flr die
Transkription des k-Immunglobulin-Leichtketten-Gens identifiziert [196]. Mittlerweile
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konnte jedoch die Expression von NF-kB in den meisten eukaryotischen Zelltypen sowie
seine Bedeutung fir die Transkriptionskontrolle von auBerordentlich zahlreichen weiteren
Genen nachgewiesen werden [197]. NF-kB ist strukturell ein Homo- oder Heterodimer,
das sich aus Mitgliedern der NF-kB/Rel-Proteinfamilie zusammensetzt. In Sdugetieren
sind bislang die flinf NF-kB/Rel-Proteine RelB, c-Rel, p65 (RelA), p50 (NF-kB1) und p52
(NF-kB2) bekannt, welche nahezu beliebig miteinander assoziieren kénnen.
Alle NF-kB/Rel-Proteine besitzen eine N-terminale hoch konservierte Rel-Homologie-

Doméne (RHD), die die Dimerisierung der Monomere, die Interaktion mit inhibitory-xB
(IkB)-Proteinen, die nukledre Translokation Uber die in ihr enthaltene Kernlokalisations-
sequenz und die DNA-Bindung vermittelt [197, 198]. Allerdings besitzen nur RelB, c-Rel
und p65 eine C-terminale Transakivierungsdoméane (TAD). Folglich kénnen p50 und p52,
denen die TAD fehlt, nur im Komplex mit den TAD-enthaltenden NF-kB/Rel-Proteinen die
Transkription initiieren. Wohingegen einzig aus p50 und p52 bestehende Dimere die
Transkription vielmehr zu reprimieren vermdgen [198]. Das am haufigsten vorkommende
und stark Transkriptions-aktivierende NF-kB-Dimer ist das p50/p65-Heterodimer [198].

NF-kB wird durch eine Vielzahl inflammatorischer und Stress-abhangiger Stimuli aktiviert.
Dabei erfolgt die NF-kB-Stimulation einerseits Rezeptor-vermittelt z. B. durch mikrobielle
Bestandteile (PAMPs) Uber PRRs oder durch Zytokine (TNF-a, IL-1B) Uber entsprechende
Zytokinrezeptoren sowie andererseits nicht Rezeptor-vermittelt z. B. durch UV-Strahlung
oder oxidativen Stress [197, 198]. Die zentralen regulatorischen Komponenten in der
kanonischen Signaltransduktion zur NF-kB-Aktivierung sind die inhibitory-kB (IxB)-
Proteine und der IkB-Kinase-(IKK)-Komplex, der aus der regulatorischen Untereinheit
IKKy, bzw. auch NF-kB essential modulator (NEMO) genannt, und den katalytischen
Untereinheiten IKKa und IKKB besteht [198]. Im ruhenden Zellzustand wird das NF-kB-
Dimer durch die Bindung an IkB-Proteine inaktiv im Zytosol zurtickgehalten, indem die
IkB-Proteine dessen Kernlokalisationssequenz maskieren [197, 198]. Nach Signal-
abhéangiger Zellstimulation katalysiert der aktivierte IKK-Komplex die Phosphorylierung
der IkB-Proteine, woraufhin deren Ubiquitinierung und proteasomale Degradation erfolgt
[197, 198]. Folglich wird die Kernlokalisationssequenz freigelegt und das NF-kB-Dimer
kann in den Zellkern translozieren, wo es an die NF-kB-Konsensus-Sequenz im
Promotorbereich unterschiedlicher Gene bindet und deren Transkription einleitet [197,
198]. Dabei reguliert NF-kB die Transkription von vielen Zielgenen, die fir Zytokine,
Chemokine, Adhésionsmolekile, Akute-Phase-Proteine, Wachstumsfaktoren,
antimikrobielle Peptide, pro- und antiapoptotische Molekile kodieren. Auf diese Weise
spielt NF-kB eine zentrale Rolle in der Steuerung von Immunantworten,
Entziindungsreaktionen, Zellproliferation, Zelliberleben und Apoptose [197, 198].
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235 Antimikrobielle Peptide (AMP)

Antimikrobielle Peptide (AMP) sind evolutionar sehr urspringliche und wichtige
Effektormolekile des angeborenen Immunsystems [199]. Bisher konnten insgesamt Uber
1200 antimikrobielle Peptide aus den verschiedensten Zellen, Geweben und Flissigkeiten
der unterschiedlichsten Organismen wie Pflanzen, Prokaryoten, Pilze, Invertebraten und
Vertebraten, einschlieBBlich des Menschen, identifiziert werden [137, 200]. Die AMP stellen
eine sehr heterogene Gruppe aus niedermolekularen und definitionsgeman weniger als
100 Aminosauren bestehenden Oligo- oder Polypeptiden dar, die imstande sind, Erreger
effektiv abzutdéten oder deren Wachstum zu hemmen. lhre antimikrobielle Aktivitat richten
sie dabei gegen ein breites Erregerspekirum, zu dem zahlreiche Bakterien, Viren, Pilze
und Parasiten gehdéren [137, 199]. Die Information zur Biosynthese von AMP ist
genkodiert. Die Gene, die fir strukturell ahnliche AMP kodieren, liegen im Genom haufig
in Clustern angeordnet vor. In Eukaryoten weisen die AMP-kodierenden Gene eine Intron-
Exon-Struktur mit regulatorischen Promotorregionen auf und werden durch typische
Prozessierungsmechanismen zur Proteinsynthese herangezogen [201]. Das primére
Translationsprodukt ist ein Préapropeptid, das aus einer N-terminalen Signalsequenz,
einem mittleren Prosegment und einem C-terminalen reifen Peptid besteht. Letzteres wird
nach posttranslationaler Prozessierung abgespalten und besitzt die eigentliche
antimikrobielle Eigenschaft [201]. Die fur die proteolytische Prozessierung zum bioaktiven,
reifen Peptid notwendigen Enzyme sind weitgehend noch unbekannt. AMP kénnen in
Form von inaktiven Propeptiden oder von aktiven, reifen Peptiden in intrazellularen
Vesikeln gespeichert werden [201].

Die meisten AMP sind aufgrund ihres hohen Gehalts an Arginin- und Lysinaminosauren
kationisch und besitzen daher bei neutralem pH-Wert eine positive Nettoladung. Zudem
bilden sie in ihrer dreidimensionalen Struktur eine raumlich voneinander getrennte
hydrophobe und hydrophile Region aus und sind somit amphipathisch. Diese
physikalisch-chemischen Charakteristika schaffen die wesentlichen Voraussetzungen fur
die antimikrobielle Aktivitat der Peptide [202]. Das allgemein angenommene
antimikrobielle Wirkprinzip der AMP beruht hauptsachlich auf einer Interaktion mit
bakteriellen Zellmembranen, was zu deren Permeabilisierung flahrt, woraufhin der
Zusammenbruch des Membranpotentials und letztlich die Lyse der Bakterien erfolgt [200,
202, 203]. Die initiale Bindung von AMP an die Bakterienzelle kommt durch
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen AMP und den negativ
geladenen Komponenten der Bakterienmembran zustande [200, 202, 203]. Der weitere
exakte Mechanismus, wie die AMP die Permeabilisierung der Bakterienmembran
bewirken, ist noch nicht vollstandig geklart. Eine verbreitete Theorie beschreibt, dass sich
die Peptide aufgrund ihrer amphipathischen Struktur in die zytoplasmatische
Phospholipid-Doppelmembran der Bakterien einlagern und in Komplexen mit mehreren
Peptiden entweder nach dem barrel-stave-Modell Fassdauben-ahnliche Kanéle oder nach
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dem toroidal-pore-Modell Wurmloch- bzw. Torus-ahnliche Poren bilden, die flr lonen,
andere geldste Substanzen und Wasser durchlassig sind [200, 204, 205]. Eine weitere
Theorie, die auf dem carpet-Modell basiert, geht davon aus, dass die AMP die
Bakterienmembran groBflachig wie einen Teppich bedecken und bei Erreichen einer
Schwellenkonzentration ungeordnet in die Membran eindringen, woraufhin sie
voribergehend Poren formen kénnen und schlieBlich die Membranintegritat unter
Ausbildung von Mizellen véllig zerstéren [200, 206]. Die Selektivitdt der AMP fir
prokaryotische Zellen liegt wahrscheinlich an der unterschiedlichen Zusammensetzung
von prokaryotischen und eukaryotischen Zellmembranen. So erfolgen die ladungs-
abhangigen Interaktionen der positiv geladenen AMP vorrangig mit bakteriellen
Zellmembranen, da diese im Allgemeinen durch die anionischen Membranbestandteile
Cardiolipin, Phosphatidylglycerol, LPS (gram-negative Bakterien) und LTA (gram-positive
Bakterien) negativ geladen sind, wahrend die Membranen der Eukaryoten bestehend aus
den zwitterionischen Molekilen Phosphatidylcholin und Sphingomyelin sowie dem
ungeladenen Cholesterol elektrisch neutral sind. Zudem scheint Cholesterol, das in den
prokaryotischen Zellmembranen fehlt, aber in den eukaryotischen Membranen reichlich
enthalten ist, einen membranstabilisierenden Effekt zu vermitteln und demnach die
eukaryotischen Zellen vor dem membranaktiven Mechanismus der AMP zu schitzen
[137, 203]. Neben der Wechselwirkung mit der mikrobiellen Zellmembran wird fir einige
AMP als alternative antimikrobielle Wirkungsweise die Interaktion mit intrazellularen
Proteinen oder Nukleinsduren (DNA, RNA) der Zielzelle diskutiert, die mit einer Hemmung
essentieller Zellstoffwechselprozesse einhergeht [200, 203]. Die minimalen, inhibito-
rischen Konzentrationen der AMP liegen im Bereich von 0,1-10 pg/ml [207].

Allerdings besitzen die AMP in der angeborenen Immunantwort zusatzlich zu ihrer
namensgebenden antimikrobiellen Wirkung noch eine Vielzahl weiterer, sehr vielseitiger
Funktionen und Aktivitaten (Abbildung 2.7). So verfiigen sie Uber eine chemotaktische
Wirkung auf verschiedene Immunzellen [137, 202]. Zudem kénnen sie die Immunzellen
und einige Epithelzellen zur Sekretion von verschiedenen inflammatorischen Mediatoren
(z. B. Chemokine, Zytokine) sowie zur Expression von Adhasionsmolekilen und
kostimulierenden Molekilen aktivieren [137, 202, 208]. Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass die AMP einige TLR und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)
aktivieren, um manche ihrer immunstimulierenden Funktionen umzusetzen [137, 209].
Neben ihren proinflammatorischen Aktivitaten kénnen die AMP auch antiinflammatorische
Funktionen austben. Beispielsweise binden und neutralisieren sie proinflammatorisch
wirksame, mikrobielle Antigene wie LPS, LTA, Toxine oder Adhasine und wirken somit
einer UberschieBenden Immunreaktion entgegen [137, 210]. AuBerdem kdnnen die AMP
die Apoptose von einigen Immunzellen und Epithelzellen sowohl inhibieren [211-213] als
auch induzieren [211, 214, 215]. Insgesamt reprasentieren die AMP essentielle
Immunmodulatoren, die allerdings nicht nur eine entscheidende Schllsselstellung in der
Regulation der angeborenen Immunantwort einnehmen, sondern aufgrund ihres direkten
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und indirekten Einflusses auf die Rekrutierung, Aktivierung und Reifung von Antigen-
prasentierenden Zellen und T-Zellen auch als wichtiges Bindeglied zwischen der
angeborenen und erworbenen Immunantwort fungieren [137, 202, 208]. Abgesehen von
den zahlreichen immunmodulatorischen Wirkungen sind die AMP durch die Férderung der
Proliferation und Migration von Epithel- und Endothelzellen auch an der Regulation der
Wundheilung und Angiogenese beteiligt [137, 202, 208].

Antimikrobielle Wirkung
gegen Bakterien, Viren,
Pilze, Parasiten

Rekrutierung und Aktivierung

Wundheilung von Immunzellen
(Proliferation und Migration (Neutrophile, Monozyten,
von Epithelzellen) Makrophagen, Mastzellen,

dendritische Zellen, T-Zellen)

Angiogenese Aktivierung
(Proliferation und Migration von von Zellrezeptoren
Endothelzellen) (TLR, GPCR)
Inhibition oder Induktion Bindung und Neutralisation
der Apoptose von mikrobiellen Antigenen
von Immunzellen und Epithelzellen (LPS, LTA, Toxine, Adhasine)

Abbildung 2.7: Wichtige Funktionen von AMP

AuBer ihrer antimikrobiellen Wirkung entfalten die AMP zahlreiche immunmodulatorische Funktionen. Zu
diesen gehdren Rezeptor-vermittelte, proinflammatorische Prozesse wie die Chemotaxis von Immunzellen
und deren Aktivierung zur Sekretion von inflammatorischen Mediatoren, aber auch antiinflammatorische
Aktivitaten wie die Neutralisation von proinflammatorischen Substanzen sowie pro- und antiapoptotische
Wirkungen auf unterschiedliche Zelltypen. Dartber hinaus regulieren die AMP Mechanismen der Wundheilung
und Angiogenese. AMP, antimikrobielle Peptide; GPCR, G-protein coupled receptor; LPS, Lipopolysaccharid;
LTA, lipoteichoic acid; TLR, Toll-like Rezeptor. Die Abbildung ist modifiziert nach Lai & Gallo 2009 [137].

2.3.5.1 Antimikrobielle Peptide des Menschen

Auf der Basis struktureller Homologien kénnen die meisten AMP des Menschen in die drei
Familien (l) Defensine, (Il) Cathelizidine und (lll) Histatine eingeordnet werden
(Tabelle 2.1) [201, 203, 216]. Die Defensine kénnen wiederum beim Menschen aufgrund
der Anordnung der Cysteine und der Position der Disulfidbriicken in der B-Faltblattstruktur
in die zwei Subfamilien a-Defensine und B-Defensine unterschieden werden [201, 217].
Bislang sind sechs humane a-Defensine, vier humane B-Defensine, ein einziges humanes
Cathelizidin und zwdlf Histatine identifiziert worden [203, 217, 218].
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Tabelle 2.1: Humane kationische antimikrobielle Peptide

Die Tabelle listet die drei wichtigen AMP-Familien des Menschen mit ihren jeweiligen Mitgliedern und deren
entsprechendem Syntheseort bzw. zellularem Vorkommen auf. hBD, humanes B-Defensin; hCAP18, human
cationic antimicrobial peptide of 18 kDa; HD, humanes Defensin; HNP, humanes neutrophiles Peptid. Die
Tabelle ist modifiziert nach Harder et al. 2007 und Oppenheim et al. 2003 [203, 216].

Familie Subfamilie Mitglieder Syntheseort/zelluldres Vorkommen

Defensine a-Defensine HNP-1 bis -4 Neutrophile Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, Natirliche Killerzellen,
CD8-T-Zellen, B-Zellen

HD-5, HD-6 Paneth-Zellen (Dunndarm), Epithelzellen
(Urogenital-, Respirationstrakt)
B-Defensine hBD-1 bis -4 Epithelzellen (Haut, Respirations-,

Gastrointestinal-, Urogenitaltrakt),
Monozyten, Makrophagen, Dendritische
Zellen

Cathelizidine hCAP18/LL-37 Epithelzellen (Haut, Respirations-,
Gastrointestinal-, Urogenitaltrakt),
Neutrophile Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, Mastzellen, Natirliche
Killerzellen, T-Zellen, B-Zellen

Histatine Histatin-1 bis -12 Speicheldriisen, Speichel, Mund-Rachen-
raum

Die humanen a-Defensine 1 bis 4 kommen insbesondere in den azurophilen Granula der
neutrophilen Granulozyten vor und werden daher auch als humane neutrophile Peptide
(HNP)-1 bis -4 bezeichnet [203, 216, 217]. Die humanen a-Defensine (HD)-5 und HD-6
sind dagegen epithelialen Ursprungs und werden von den Paneth-Zellen des Dunn-
darmes [219] sowie den Epithelzellen des Urogenitaltraktes [220, 221] und des
Respirationstraktes exprimiert [222]. Im humanen Genom wurde bisher nur ein einziges
Cathelizidin-antimikrobielles-Peptid (CAMP)-Gen identifiziert, das fir ein Prapropeptid
kodiert, aus dem das inaktive 18 kDa groBe Propeptid human cationic antimicrobial
peptide (hCAP18) prozessiert wird. Am C-terminalen Ende von hCAP18 wird das einzige
im Menschen bekannte, antimikrobiell aktive Cathelizidin LL-37 proteolytisch abgespalten.
LL-37 wird nach seiner Peptidsequenz benannt, die mit zwei Leucin-Resten beginnt und
aus 37 Aminosauren besteht [137, 217]. hCAP18/LL-37 wird von zahlreichen Leukozyten
einschlieBlich neutrophiler Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen und
Lymphozyten aber auch von Epithelzellen der Haut, des Respirationstraktes, des
Gastrointestinaltraktes und des Urogenitaltraktes exprimiert [137, 203, 217]. Im
menschlichen Speichel konnten zwdlf Histatine isoliert werden, von denen Histatin-1, -3
und -5 den gréBten Anteil bilden und funktionell am bedeutsamsten sind [217, 218]. Nur
Histatin-1 und Histatin-3 sind die primaren Syntheseprodukte der Histatingene. Alle
anderen Histatine werden dagegen aus diesen Primarprodukten durch post-translationale
Proteolyse prozessiert [201, 217, 218]. Die Histatine werden konstitutiv von den
Speicheldriisen (Glandulae parotideae, submandibulares und sublinguales) produziert
und mit dem Speichel in den Mund-Rachenraum sezerniert. Im weiteren Verlauf wird der
Fokus allgemein auf die humanen B-Defensine (Kapitel 2.3.5.1.1) und im Speziellen auf
das in dieser Arbeit untersuchte humane B-Defensin-3 (hBD-3) (Kapitel 2.3.5.1.1.1)
gelegt.
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2.3.5.1.1 Humane B-Defensine

Die humanen B-Defensine sind kationische, Arginin-reiche Peptide mit einem
Molekulargewicht von 4—6 kDa. Sie sind mit 36—45 Aminosduren etwas langer als die
a-Defensine und enthalten ihre drei Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen C—Cs,
Co—C,4 sowie C3—Cg [217]. Bis jetzt konnten beim Menschen nur die vier humanen B-
Defensine (hBD)-1, hBD-2, hBD-3 und hBD-4 auf Proteinebene isoliert werden. lhre
kodierenden Gene sind benachbart zu denen der a-Defensine in einem Cluster auf
Chromosom 8p23 lokalisiert und bestehen aus 2 Exons [199]. Durch Computer-basierte
Datenbankrecherche des humanen Genoms wurden jedoch bis zu 28 weitere humane
B-Defensin-Gene mit dem typischen Cysteinmotiv auf den Chromosomen 6 und 20
identifiziert, deren Expression allerdings auf Proteinebene im Menschen noch nicht
nachgewiesen werden konnte [223, 224]. Die hBD-1 bis -4 werden hauptséchlich von den
Epithelzellen der Haut, des Respirationstrakies, des Gastrointestinaltraktes sowie des
Urogenitaltraktes gebildet und sezerniert. Demnach werden die B-Defensine insgesamt in
samtlichen Epithelzellen exprimiert, die in direktem Kontakt zur externen Umgebung oder
der mikrobiellen Flora stehen [202, 203, 217]. Alle bisher identifizierten humanen
B-Defensine konnten zudem von den Atemwegsepithelzellen abgegeben im Atemwegs-
sekret isoliert werden [225, 226]. Von den Epithelzellen wird hBD-1 konstitutiv exprimiert,
wéahrend die Expression des hBD-2, -3 und -4 durch verschiedene inflammatorische und
infektiése Stimuli induzierbar ist [202, 207, 216, 225]. Einige humane (3-Defensine werden
auch von verschiedenen Leukozyten wie Monozyten, Makrophagen und dendritischen
Zellen konstitutiv oder nach Induktion durch inflammatorische oder infektibse Reize
gebildet [227]. Die Defensine verfligen neben ihrer direkten antimikrobiellen Wirkungs-
weise gegen ein breites Erregerspekirum Uber die verschiedensten immunmodula-
torischen Funktionen und bilden dabei eine Schnittstelle von angeborenem und
erworbenem Immunsystem [202, 216]. Zudem sind sie auch an Mechanismen der Wund-
heilung und Angiogenese beteiligt [228, 229].

2.3.5.1.1.1 Humanes B-Defensin-3 (hBD-3)

Das humane B-Defensin-3 (hBD-3) wurde erstmals 2001 in Peptidform aus Hautlasionen
von Patienten mit Psoriasis isoliert [230]. Nahezu zeitgleich wurde von zwei
Arbeitsgruppen unabhangig voneinander durch Computer-gestitzte Genomanalyse das
hBD-3-Gen auf Chromosom 8p23 identifiziert und dessen Expression auf RNA-Ebene in
unterschiedlichen Epithelien sowie einigen nicht-epithelialen Geweben nachgewiesen
[231, 232]. Mittlerweile konnte die hBD-3-Expression jedoch auch auf Peptidebene nicht
nur in den Epithelzellen der Haut, sondern auch des Respirations-, Gastrointestinal- und
Urogenitaltraktes [233-235] sowie in bestimmten nicht-epithelialen Zellen wie den
Knorpel- und Knochenzellen gezeigt werden [236, 237]. Das hBD-3 ist ein ca. 5 kDa
groBes und aus 45 Aminosauren bestehendes Peptid. Es ist aufgrund von 7 Arginin- und
6 Lysin-Aminosduren sehr basisch und stellt mit einer Nettoladung von +11 bei neutralem
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pH-Wert das bisher am starksten kationische B-Defensin dar [230, 238, 239]. In Lésung
bilden die hBD-3-Peptide bereits in geringer Konzentration symmetrische und stabile
Homodimere [239]. Die Fahigkeit zur Bildung dieser stabilen amphipathischen Dimer-
Struktur und die hohe positive Nettoladung scheinen fir die im Gegensatz zu den anderen
B-Defensinen salzunempfindliche und flr die von allen B-Defensinen am potentesten
aktive antimikrobielle Wirkung des hBD-3 verantwortlich zu sein [223, 239]. Die
antimikrobielle Aktivitdit des hBD-3 richtet sich gegen ein auBerordentlich breites
Erregerspekirum, das zahlreiche gram-positive und gram-negative Bakterien
einschlieBlich nosokomialer multi-resistenter Staphylococcus aureus-, Enterococcus
faecium- und Pseudomonas aeruginosa-Stdmme sowie auch Pilze wie verschiedene
Candida-Spezies umfasst [230, 238, 240, 241]. Zudem inhibiert hBD-3 die Replikation
des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) [242, 243] sowie den Wirtszelleintritt des
Influenza-Virus [244], des Herpes-simplex-Virus (HSV) [245] und des Vesicular-
Stomatitis-Virus (VSV) [246], wodurch dem hBD-3 auch eine wichtige Bedeutung in der
Abwehr viraler Infektionen zukommit.

Neben den antibakteriellen, antifungalen und antiviralen Aktivitdten Gbt hBD-3 allerdings
auch zahlreiche immunmodulatorische Funktionen aus. Dabei ist hBD-3 vermutlich Uber
eine Wechselwirkung mit Chemokin-Rezeptoren chemotaktisch fir unreife dendritische
Zellen, CD4+-T-Gedachtniszellen, Monozyten und Makrophagen [231, 247, 248]. Zudem
rekrutiert hBD-3 Mastzellen und aktiviert diese zur Degranulation sowie Sekretion von
vielen inflammatorischen und pruritogenen Mediatoren [249, 250]. HBD-3 interagiert auch
mit TLR1/2 auf Monozyten und dendritischen Zellen und induziert auf diese Weise
MyD88-abhangig die Expression von kostimulatorischen Molekilen [209]. Zusétzlich
stimuliert hBD-3 Monozyten sowie unreife dendritische Zellen zur Freisetzung von
Zytokinen [248, 251]. Uber die beschriebene Rekrutierung und Aktivierung der Antigen-
prasentierenden Zellen fungiert hBD-3 zugleich als Bindeglied zwischen angeborener und
erworbener Immunantwort sowie als Regulator der erworbenen Immunantwort [137].
Abgesehen von der Stimulation von Immunzellen aktiviert hBD-3 auch Keratinozyten
(Hautepithelzellen) zur Produktion zahlreicher Zytokine und Chemokine [229, 252].
AuBerdem hemmt hBD-3 die Apoptose von neutrophilen Granulozyten und verstarkt
wahrscheinlich durch deren verlangerte Lebensdauer zuséatzlich die phagozytare
Immunabwehr [213]. Allerdings vermittelt hBD-3 auch antiinflammatorische Aktivitaten zur
Unterdriickung Ubersteigerter Immunreaktionen. So verringert hBD-3 die durch das
Hamagglutinin B von Porphyromonas gingivalis induzierte Zytokin-Freisetzung aus
dendritischen Zellen [253] und inhibiert die LPS-induzierte TNF-a-Sekretion aus humanen
und murinen Makrophagen [254].

AuBer in der Immunantwort und Inflammation ist hBD-3 auch in Mechanismen der
Gewebeneubildung und -umbildung involviert. Beispielsweise stimuliert hBD-3 die
Migration und Proliferation von Keratinozyten und férdert somit die Wundheilung [229].
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Zusétzlich unterstitzt hBD-3 auch die Differenzierung und Mineralisation von
Osteoblasten-&hnlichen Zellen und beeinflusst damit anscheinend positiv die
Knochengeweberegeneration [236]. In Knorpelzellen induziert hBD-3 allerdings eine
gesteigerte Bildung von degradierenden Matrix-Metalloproteasen, wahrend es zugleich
die Produktion ihrer endogenen Inhibitoren reduziert, so dass hBD-3 auch an
Abbauprozessen des Knorpelgewebes beteiligt und vermutlich fir die Pathogenese von
Osteoarthritis bedeutsam ist [237]. Darliber hinaus scheint hBD-3 auch eine Rolle in der

Karzinogenese von Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich zu spielen, da
hBD-3 antiapoptotisch [255] und proliferativ auf die Plattenepithelkarzinomzellen in
diesem Bereich wirkt [256], ihre lymphatische Metastasierung steigert [257] und Tumor-
assoziierte Makrophagen zu ihren Tumorherden rekrutiert [247, 258].

2.3.5.1.1.2 Regulation der Expression von hBD-3

Das hBD-3 wird in gesunden Epithelien und einigen gesunden nicht-epithelialen Geweben
nur gering basal oder zum Teil auch gar nicht exprimiert. Dagegen ist die hBD-3-
Produktion in vielen entziindlichen oder infektiésen Lasionen der Epithelien verschiedener
Organsysteme und nicht-epithelialer Gewebe [230, 237, 259] sowie in sterilen Wunden
des Hautepithels [260], aber auch in Plattenepithelkarzinomen der Kopf- und Halsregion
[247, 257, 258, 261] sowie der Vulva deutlich gesteigert [262]. Insgesamt wird die
Expression von hBD-3 in den epithelialen und bestimmten nicht-epithelialen Zellen durch
zahlreiche inflammatorische Zytokine (z. B. TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-22) [237, 263],
Wachstumsfaktoren (z. B. transforming growth factor (TGF)-a, epidermal growth factor
(EGF), heparin-binding (HB)-EGF, Amphiregulin) [264] und andere mitogene Faktoren
(z. B. Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)) [263] sowie durch diverse Bakterien, Viren
oder Pilze bzw. ihre Bestandteile (z. B. LPS, LTA) induziert [230, 235, 242, 265, 266].
Zusétzlich konnte in Keratinozyten gezeigt werden, dass die hBD-3-Expression durch die
Kalzium-induzierte Zelldifferenzierung verstarkt wird und somit vom Status ihrer
Zelldifferenzierung abhangt [263].

Die genauen Regulationsmechanismen, die in die hBD-3-Bildung involviert sind, sind
bisher nur unvollstdndig geklart, scheinen allerdings stimulus- und zellabhangig
abzulaufen. In einigen bakteriellen Infektionen wurde fir die Induktion der hBD-3-
Expression die Aktivierung von PRR-abhéngigen, insbesondere TLR-abhangigen
Signalwegen, mit Beteiligung verschiedener MAPKs beschrieben. So erfolgt die durch
Staphylococcus aureus und die durch dessen wesentlichen Zellwandbestandteil LTA
induzierte hBD-3-Bildung in Keratinozyten Uber eine TLR2- p38 MAPK- AP-1-vermittelte
Signalkaskade [235]. Legionella pneumophila-infizierte Lungenepithelzellen produzieren
hBD-3 Uber einen TLR2-, TLR5- und TLR9- JNK- c-Jun/AP-1-abhéngigen Signalweg
[267]. Streptococcus pneumoniae induziert die hBD-3-Sekretion von Lungenepithelzellen
via einer TLR2- JNK- AP-1-vermittelten Signaltransduktion [268]. Allerdings konnte fur
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bestimmte Erreger die Induktion der hBD-3-Produktion auch Uber die Aktivierung von
NOD1- oder von NACHT-LRR- and pyrin domain-containing protein 2 (NALP2), beides
Mitglieder der NLR-Familie der zytosolischen PRRs, nachgewiesen werden [269, 270].
Neben der Stimulation der beschriebenen PRRs belegen mehrere Studien, dass zudem
die Aktivierung des EGF-Rezeptors (EGFR) fiir die Induktion der hBD-3-Expression eine
wichtige Rolle spielt [233, 258, 260, 264, 266, 271]. AuBerdem sind in der Induktion der
hBD-3-Expression tber die EGFR-abhéngigen Signalwege zum Teil die gleichen Signal-
molekuile involviert wie Uber die TLR-aktivierten Signalkaskaden. So induziert der EGFR-
Ligand EGF die hBD-3-Produktion in oralen Epithelzellen Gber die Aktivierung von
MAPKK MEK1/2 (Stimulator der MAPK ERK1/2), p38 MAPK, PKC und PI3K [258]. In
Magenepithelzellen ist die Helicobacter pylori-induzierte hBD-3-Expression von der
EGFR-Transaktivierung sowie der nachfolgenden Stimulation der MAPKs ERK und JNK
abhangig [233]. Die hBD-3-Bildung von Speiseréhrenepithelzellen nach Infektion mit
Candida albicans unter Beteiligung polymorphkerniger Leukozyten erfolgt lber die von
a disintegrin and metalloprotease 17 (ADAM17)-vermittelte Abspaltung des EGFR-
Agonisten TGF-a und der anschlieBenden Transaktivierung der EGFR- MAPKs (p38
MAPK, JNK und ERK)- AP-1-abh&ngigen Signalkaskade [266, 271]. Die Promotorregion
des hBD-3-Gens weist mehrere Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren AP-1,
nuclear factor for interleukin-6 expression (NF-1L-6) [232, 235] und signal transducers and
activators of transcription (STAT) [231, 272] sowie eine NF-kB-Konsensussequenz auf
[272]. In den bisherigen in vitro Infektionsmodellen mit unterschiedlichen Zellen und
verschiedenen pathogenen Erregern konnte wie bereits oben beschrieben zumeist eine
vom Transkriptionsfaktor ~AP-1  abhangige Regulation der hBD-3-Expression
nachgewiesen werden [235, 266-268, 271]. Bei der in Keratinozyten durch verschiedene
inflammatorische Mediatoren induzierten hBD-3-Bildung scheinen jedoch stimulus-
abhéangig unterschiedliche Transkriptionsfaktoren beteiligt zu sein [272-274].

Uber die Botenstoffe und Regulationsmechanismen, die zur Herabregulation oder
Hemmung der hBD-3-Expression flUhren, ist wenig bekannt. Jedoch konnte gezeigt
werden, dass Retinsdure, ein Modulator des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung,
die durch Kalzium, PMA, Bakterien oder durch proinflammatorische Zytokine induzierte
hBD-3-Expression in Keratinozyten inhibiert [263]. Zudem unterdriicken die Zytokine der
Typ 2-T-Helferzellen (Tn2-Zellen), IL-4 und IL-13, die TNF-a- und IFN-y-stimulierte hBD-3-
Produktion in Keratinozyten [272, 275]. Um sich offenbar der antimikrobiellen Wirkung von
hBD-3 zu entziehen, scheinen auch einige Erreger bzw. bakterielle Bestandteile die
hBD-3-Expression negativ regulieren zu kdnnen. So inhibiert der bekapselte
Wildtypstamm von Klebsiella pneumoniae im Gegensatz zur unbekapselten Mutante
durch sein Kapselpolysaccharid die Induktion der hBD-3-Expression in Atemwegs-
epithelzellen vermutlich infolge der Umgehung seiner NOD1-abh&ngigen Erkennung
[270]. Shigella flexneri supprimiert hingegen Uber MxiE-Transkriptionsaktivator-regulierte
Virulenzfaktoren die Induktion der hBD-3-Expression in Darmepithelzellen [276]. Auch die
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Typ I-, Il- und lll-Toxoplasma gondii-Stamme hemmen jeweils die Induktion der hBD-3-
Expression in den intestinalen Epithelzellen [277].

2.3.5.2 Die Rolle von AMP in der Pathogenese von Krankheiten

Inzwischen weisen mehrere Untersuchungen darauf hin, dass Verédnderungen und
Stérungen der Expression oder der Aktivitdt von AMP mit der Pathogenese einiger
humaner Erkrankungen assoziiert zu sein scheinen. Bei Morbus Kostmann, einer
kongenitalen Neutropenie, die mit haufigen, schweren parodontalen und gingivalen
bakteriellen Infektionen einhergeht, konnte ein Fehlen von LL-37 sowohl in den
neutrophilen Granulozyten als auch im Speichel sowie eine stark verminderte
Konzentration der a-Defensine HNP-1 bis -3 in den neutrophilen Granulozyten gezeigt
werden [278]. Die pathogenetische Rolle und der therapeutische Nutzen von LL-37 fur
das Kostmann-Syndrom wurden erstmals dadurch deutlich, als ein Patient nach einer
Knochenmarkstransplantation nahezu normale Konzentrationen von LL-37 aufwies und
zugleich die sonstigen folgenschweren Parodontitiden oder Gingivitiden bei ihm
ausblieben [278]. Eine reduzierte Expression von hBD-2, hBD-3 und LL-37 wurde auch in
den Hautlasionen von Patienten mit atopischer Dermatitis nachgewiesen und scheint fur
die rezidivierenden bakteriellen, viralen oder fungalen Infektionen der betroffenen
Hautareale mitverantwortlich zu sein [275, 279]. Mogliche Ursachen fir den Mangel von
hBD-2, hBD-3 und LL-37 bei atopischer Dermatitis umfassen einen Defizit an wichtigen
Stimulatoren wie TNF-a und IFN-y in den entzlindlichen Hautbereichen sowie eine
Inhibition ihrer inflammatorisch induzierten Expression durch die erhéhte Menge der Ty2-
Zytokine IL-4 und IL-13 in den atopischen Hautlasionen [272, 275, 280]. Demgegentber
ist die Expression von hBD-2, hBD-3 und LL-37 in den Hautlasionen von Patienten mit
Psoriasis vermutlich durch das in der Psoriasishaut vorherrschende stimulierende Ty1-
Zytokinprofil (z. B. IFN-y, TNF-a) deutlich erhéht, was auch erklaren kénnte, warum die
psoriatischen Hauteffloreszenzen seltener Infektionen aufweisen [275, 279]. Allerdings
scheint jedoch insbesondere das Uberexprimierte LL-37 die Pathogenese der Psoriasis zu
féordern, indem es mit koérpereigener DNA von geschadigten oder apoptotischen
Keratinozyten Komplexe bildet, wodurch autoimmune Entziindungsreaktionen der Haut
aktiviert werden [281]. Abnormal gesteigerte Konzentrationen von LL-37 wurden auch in
der betroffenen Gesichtshaut von Patienten mit Rosazea gefunden und sind mit der
dermalen Inflammation sowie den vaskularen Verdnderungen im Rahmen dieser
Hauterkrankung assoziiert [282]. Bei Morbus Crohn, einer chronisch entziindlichen
Darmerkrankung, die bevorzugt das terminale lleum und/oder Kolon befallt, wird ein
Verlust der Toleranz gegentber der physiologischen Darmflora als Folge einer
Abwehrschwache der Darmmukosa gegenlber potentiell pathogenen oder invasiven
Kommensalen fur die anhaltende Inflammation mitverantwortlich gemacht [283]. Im
Zusammenhang mit der antibakteriellen Barrierestérung konnte spezifisch fir den Morbus
Crohn des lleums eine deutlich reduzierte Expression der a-Defensine HD-5 und HD-6 in
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den Paneth-Zellen des Dinndarms nachgewiesen werden [284, 285]. Untersuchungen
zur Ursache des Mangels an HD-5 und HD-6 bei dem ilealen Morbus Crohn deckten eine
Verbindung zu Mutationen im NOD2-Gen, die mit einem Funktionsverlust von NOD2
einhergehen [284, 286], sowie eine verminderte Expression von T-cell-specific
transcription factor 4 (TCF4) auf [287], einem Regulator fUr die Differenzierung und
Reifung von Paneth-Zellen sowie fur die Expression der intestinalen a-Defensine [288].
Kurzlich wurden auch Polymorphismen in der Promotorregion des TCF4-Gens bei
Patienten mit ilealem Morbus Crohn nachgewiesen, die mdglicherweise die genetische
Grundlage fur die verminderte TCF4-Expression und konsekutiv fir die reduzierte HD-5
und HD-6-Bildung darstellen [289]. Bei dem Morbus Crohn des Kolons wurde eine
deutlich eingeschrankte Induktion fir die Expression von hBD-2, hBD-3, hBD-4 und LL-37
in der Kolonschleimhaut gefunden [259, 290, 291]. Interessanterweise konnte die
unzureichende Induktion der hBD-2-Expression auf einen Genkopien-Zahl-Polymor-
phismus zurlckgefihrt werden, da Patienten mit Morbus Crohn des Kolons im
Durchschnitt eine hBD-2-Genkopie weniger besitzen als die Kontrollpatienten [292]. Bei
der Colitis ulcerosa, einer anderen chronisch entziindlichen Darmerkrankung, die nur das
Rektum und Kolon befallt sowie offenbar auch auf einer Immunreaktion gegentber der
kommensalen Darmflora basiert, konnte im Gegensatz zum kolonischen Morbus Crohn
eine erhéhte hBD-2-, hBD-3-, hBD-4- und LL-37-Expression in der Kolonschleimhaut
gemessen werden [259, 290, 291]. Die Zystische Fibrose (cystic fibrosis (CF)), eine
autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung, bei der aufgrund einer Mutation im
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)-Gen defekte Chloridkanéle
synthetisiert werden, ist durch wiederkehrende und chronische Infektionen der Lunge mit
Erregern wie Pseudomonas aeruginosa und Burkholderia cenocepacia gekennzeichnet,
die Uber anhaltende Entziindungsreaktionen die progrediente Verschlechterung der
Lungenfunktion verursachen [207, 293]. Die gestérte Chloridkanalfunktion fuhrt unter
anderem zur Bildung eines zahflissigen und salzreichen Atemwegssekretes, das eine
verminderte antimikrobielle Aktivitat besitzt [293, 294]. Dieser Abwehrdefekt kann zum
Teil damit erklart werden, dass die hohe NaCl-Konzentration im Atemwegssekret von
CF-Patienten die antimikrobielle Wirkung vieler AMP, die zumeist (auBer bei hBD-3)
salzempfindlich ist, inhibiert [293, 294]. Zudem ist im fortgeschrittenen Stadium der CF bei
stark eingeschrankter Lungenfunktion die Konzentration von humanen B-Defensinen im
Atemwegssekret deutlich erniedrigt [295]. Dies kann nicht nur auf eine beeintrachtigte
B-Defensin-Expression bei chronisch entziindeter und geschadigter CF-Lunge [293, 295],
sondern auch auf eine gesteigerte proteolytische Degradation der B-Defensine durch die
im Atemwegssekret von CF-Patienten libermaBig vorhandenen Cathepsine zuriickgefiihrt
werden [296]. Im Gegensatz dazu sind die Konzentrationen der neutrophilen a-Defensine
HNP-1 bis -3 sowie des Cathelizidins LL-37 im Atemwegssekret von CF-Patienten mit
schwerer Lungenfunktionsstérung deutlich erhdéht, was mit der persistierenden
Inflammation und der zunehmenden Ateminsuffizienz assoziiert ist [295, 297]. Allerdings
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zeigte ein Xenograftmodell der CF, dass eine durch viralen Gentransfer vermittelte
Uberexpression von LL-37 die antimikrobielle Aktivitit des Atemwegssekretes
wiederherstellen konnte [298]. Epidemiologisch-genetische Untersuchungen belegen
einen Zusammenhang zwischen bestimmten Einzelnukleotid-Polymorphismen im hBD-1-
Gen und dem Auftreten von COPD [299, 300]. Jedoch sind die Auswirkungen dieser
Polymorphismen auf die Expression und Aktivitdt der AMP bei der COPD bisher noch
unbekannt [202]. Unabhéangig von diesen genetischen Variationen wurde auf RNA-Ebene

eine erhdhte hBD-1-Expression im Bronchialepithel von COPD-Patienten nachgewiesen,
die mit der Abnahme der Lungenfunktion assoziiert ist [301]. Interessanterweise wurde
zudem gezeigt, dass das Rauchen, der Hauptrisikofaktor fir die Entstehung der COPD,
die Induktion der Expression von hBD-2 im Atemwegsepithel bei respiratorischen
Infektionen supprimiert [302]. Damit einhergehend wurden bei aktuellen aber auch
ehemaligen Rauchern mit einer akuten Pneumonie nur geringe Konzentrationen von
hBD-2 im Rachenspulwasser und Sputum gemessen [302]. Diese durch das Rauchen
verursachte Hemmung einer Erreger-induzierten AMP-Expression spielt womdglich auch
bei aktuell oder ehemals rauchenden COPD-Patienten eine Rolle und kénnte teilweise
den Abwehrdefekt erklaren, der die Betroffenen fur die chronisch bakterielle Besiedlung
der Lunge und flr die akuten Infektexazerbationen der COPD pradisponiert [302, 303].
Tatséchlich wurde erst klrzlich entdeckt, dass rauchende COPD-Patienten bereits eine
erniedrigte basale hBD-2-Expression in den Epithelzellen der zentralen Atemwege
aufweisen, die mit der Zunahme der Atemwegsobstruktion und der Anzahlhéhe der
Zigaretten-Packungsjahre zusammenhangt sowie moglicherweise eine mikrobielle
Absiedlung in die distalen Atemwege und Lunge begunstigen kann [304]. Eine signifikante
Herunterregulation der hBD-1-Expression konnte in klarzelligen Nierenkarzinomen,
Prostatakarzinomen [305] und oralen Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen werden
[306], was offenbar die Progression der verschiedenen Tumorerkrankungen fordert, da
hBD-1 bei sonst entsprechender Expression aufgrund seiner antiproliferativen und
apoptotischen Wirkung auf Tumorzellen die Karzinogenese hemmen kann [256, 307].
Demgegenilber konnte in oralen Plattenepithelkarzinomen eine Uberexpression von
hBD-2 und hBD-3 [261, 308] sowie in Ovarial-, Mamma- und Lungenkarzinomen eine
gesteigerte Expression von LL-37 gezeigt werden [309-311], was aufgrund
zellaktivierender und wachstumsférdernder Funktionen dieser Gberexprimierten AMP die
Karzinogenese der jeweiligen Tumorentitaten zu beginstigen scheint [256].
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Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist weltweit die vierthdufigste
Todesursache und eine der Hauptursachen fiir globale chronische Morbiditdt und
Mortalitét, die bei stetig zunehmender Pravalenz eine auBerordentliche Herausforderung
fir die Gesundheitsversorgung darstellt. Im Zentrum der Pathogenese der COPD steht
eine chronische Entziindungsreaktion in den unteren Atemwegen als enorm Ubersteigerte
Immunantwort auf Inhalationsnoxen wie vorwiegend das Zigarettenrauchen, welche mit
einer nicht vollstéandig reversiblen Atemflussbehinderung und progredienten Abnahme der
Lungenfunktion einhergeht. Bei bis zu 32 % der COPD-Patienten konnte eine Besiedlung
der unteren Atemwege mit dem humanpathogenen Bakterium Moraxella catarrhalis
nachgewiesen werden, von der angenommen wird, dass sie die persistierende chronische
Inflammation verstarkt und damit zur Progression der COPD beitrédgt. Zudem wird der
Krankheitsverlauf der COPD typischerweise durch rezidivierende bakteriell bedingte
Exazerbationen erschwert, von denen etwa 15% durch akute untere Atemwegs-
infektionen mit M. catarrhalis verursacht werden. Um die Rolle von Atemwegsinfektionen
mit M. catarrhalis fir die Pathogenese der COPD und ihrer Exazerbationen besser zu
verstehen und somit gerade auch in Anbetracht der steigenden Antibiotikaresistenz von
M. catarrhalis neue Therapiemethoden zu entwicklen, von denen COPD-Patienten
profitieren kdnnen, ist es erforderlich, die komplexen molekularen Interaktionen dieses
COPD-assoziierten Erregers und den humanen respiratorischen Epithelzellen intensiv zu
untersuchen.

Die Epithelzellen der Atemwege und Lunge sind erste Zielzellen flr Infektionen mit
M. catarrhalis. Dabei fungieren die respiratorischen Epithelzellen nicht nur als passive,
physikalische Barriere, sondern zugleich auch als wichtige aktive Effektorzellen der
angeborenen Immunabwehr des Respirationstrakies. Ausgestattet mit mehreren
unterschiedlichen keimbahnkodierten, mustererkennenden Rezeptoren (PRRs) sind die
Epithelzellen in der Lage hoch konservierte, Pathogen-assoziierte molekulare Muster
(PAMPs) zu erkennen. Diese Pathogendetektion aktiviert PRR-vermittelte intrazellulare
Signalkaskaden, welche die Epithelzellen mitunter zur Produktion und Sekretion von
verschiedenen inflammatorischen Mediatoren und antimikrobiellen Peptiden veranlassen.
Auf diese Weise unterstitzen die respiratorischen Epithelzellen die Rekrutierung und
Aktivierung von Entziindungszellen sowie die Beseitigung von pathogenen Erregern bei
Atemwegsinfektionen.

Die antimikrobiellen Peptide (AMP) sind evolutionar sehr urspringliche und bedeutsame
Effektormoleklle des angeborenen Immunsystems. Sie wirken als kdérpereigene
Antibiotika, die in der ersten Abwehrfront eine Vielzahl unterschiedlichster Bakterien,
Viren, Pilze und Parasiten abtéten oder deren Wachstum hemmen kénnen. Neben ihrer
antimikrobiellen Wirkung Uben sie allerdings auch vielfaltige immunmodulatorische
Funktionen aus und bilden dabei eine Schnittstelle in der Interaktion zwischen dem
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angeborenen und erworbenen Immunsystem. Unterschiedliche in vitro oder in vivo
Stimulationsversuche konnten in verschiedenen, u. a. respiratorischen Epithelzellen als
Vertreter der humanen AMP die Induktion der Expression des humanen Cathelizidins
LL-37 und der humanen B-Defensine hBD-2, hBD-3 und hBD-4 sowie die konstitutive
Expression von hBD-1 nachweisen. Dabei nimmt das humane B-Defensin-3 (hBD-3) eine
besonders wichtige Rolle in der epithelialen Immunabwehr ein, da hBD-3 von den
humanen B-Defensinen die starkste antimikrobielle Wirkung gegen ein auBerordentlich
breites Erregerspektrum besitzt und im Gegensatz zu den anderen AMP auch unabhangig
von der Salzkonzentration antimikrobiell aktiv ist. Uber die molekularen Regulations-
mechanismen der hBD-3-Expression im Allgemeinen und speziell in den Epithelzellen der
Atemwege und Lungenalveolen ist bislang wenig bekannt. Insbesondere die Bedeutung
des hBD-3 in Bezug auf untere Atemwegsinfektionen mit M. catarrhalis ist bisher nicht
untersucht worden. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollten daher folgende
Fragen adressiert werden:

1.) Ist hBD-3 gegenuber M. catarrhalis antimikrobiell wirksam?

2) Induziert M. catarrhalis die Expression von hBD-3 in humanen bronchialen und
alveolaren Epithelzellen?

3.) Welche M. catarrhalis-Virulenzfaktoren sind fur die Induktion der hBD-3-
Expression in humanen respiratorischen Epithelzellen wichtig?

4.) Welche Rezeptoren, Proteinkinasen und Transkriptionsfakioren sind an der
M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Expression in  humanen respiratorischen
Epithelzellen beteiligt?
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

Die in Laboratorien standardmaBig verwendeten Verbrauchsmaterialien wie Pipetten,
Pipettenspitzen, ReaktionsgefaBe und ahnliches werden hier nicht extra aufgeflhrt. Alle in
dieser Arbeit verwendeten Chemikalien entsprachen analytischem Reinheitsgrad.

411 Zelllinen und Zellen

41.11 Humane primére Bronchialepithelzellen (primary bronchial
epithelial cells (PBEC))

Die humanen primaren Bronchialepithelzellen wurden im Rahmen einer Bronchoskopie
mit Hilfe einer Bronchialbiirste von gesunden freiwilligen Spendern in der Klinik fir
Infektiologie m. S. Pneumologie, Charité Campus Virchow Klinikum, Berlin gewonnen.
Alle Probanden haben zuvor ihre schriftliche Einwilligung zu der Bronchoskopie und der
Materialgewinnung gegeben. Die Durchfihrung dieser Methode ist von der
Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Die Zellen wurden
zwischen Passage 1 und 3 eingesetzt.

41.1.2 Humane Bronchialepithelzellline (BEAS-2B)

Die BEAS-2B-Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Curtis C. Harris, NIH, Bethesda,
MD zur Verflgung gestellt. Es handelt sich bei ihnen um eine humane
Bronchialepithelzellline. Die Ursprungszellen wurden per Biopsie aus einer gesunden
Spenderlunge gewonnen, durch Transfektion mit einem Adenovirushybrid 12-SV40
(Ad12SV40) immortalisiert und im Anschluss geklont [312]. Ohne Zugabe von Serum
bleiben die BEAS-2B-Zellen undifferenziert. Die Zellen wurden zwischen Passage 7 und
30 eingesetzt.

4113 Humane Typ lI-Alveolarepithelzellline (A549)

Die A549-Zellen wurden von American Type Culture Collection™ (ATCC, Rockville, USA;
Nummer CCL-185) bezogen. Bei den A549-Zellen handelt es sich um eine humane
Lungenkarzinomzelllinie, die Eigenschaften von humanen Typ IlI-Alveolarepithelzellen
besitzt. Die  Ursprungszellen  wurden durch  Explantatkultur ~ von  einem
Lungenadenokarzinom eines 58-jahrigen kaukasischen Mannes im Jahre 1972 gewonnen
[313, 314]. Die Zellen wurden zwischen Passage 10 und 35 eingesetzt.
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4.1.2 Zellkultur

Das fiir das Zellkulturmedium verwendete fetale Kalberserum (fetal calf serum (FCS))
wurde zur Inaktivierung von Komplementfaktoren fur eine Dauer von 30 min auf 56 °C
erhitzt.

Tabelle 4.1: Kulturmedien und Adhésionsfliissigkeit fir Priméare Bronchialepithelzellen (PBEC)

Medien fiir PBEC Zusammensetzung Bezugsquelle
Stimulationsmedium 500 ml Bronchial Epithelial Cell Basal Medium (BEBM)  Clonetics, Lonza
0,5 ml Hydrocortison (0,5 pg/ml) Clonetics, Lonza
0,5 ml Epidermal Growth Factor (EGF) (0,5 ng/ml) Clonetics, Lonza
0,5 ml Epinephrin (0,5 pg/ml) Clonetics, Lonza
0,5 ml Transferrin (10 pg/ml) Clonetics, Lonza
0,5 ml Insulin (5 pg/ml) Clonetics, Lonza
0,5 ml All trans Retinolsaure (0,1 ng/ml) Clonetics, Lonza
0,5 ml Tri-Jodthyronin (6,5 ng/ml) Clonetics, Lonza
2 ml Bovine pituatary extract (52 pug/ml) Clonetics, Lonza
Zellkulturmedium 100 ml Stimulationsmedium
0,5 ml GA-1000 (= Gentamycin (50 pug/ml) und Clonetics, Lonza
Amphotericin B (50 ng/ml))
20 pl Nystatin Sigma
10 ul Ciprofloxacin Sigma
Adhésionsflissigkeit 31,6 ml Essigsaure Merck
400 pl Kollagen Vitrogen 100

Tabelle 4.2: Kulturmedien, Kryomedium und Adhésionsflissigkeit fiir BEAS-2B-Zellen

Medien fiir BEAS-2B-Zellen Zusammensetzung Bezugsquelle
Stimulationsmedium 500 ml Keratinocyte SFM Gibco
2,50 ug Epidermal Growth Factor (EGF) Gibco
25 mg Bovine pituatary extract Gibco
5 ml Glutamin (200 mM, 100 x) Gibco
250 pl Epinephrin-Hydrochlorid (1 mg/ml) Sigma
50 pl All trans Retinolsaure (1 mg/ml) Sigma
Zellkulturmedium 500 ml Stimulationsmedium
200 pl Amphotericin B (500x) Roche
7 ml Penicillin/ Streptomycin (100 x) PAA
Adhasionsflissigkeit 100 ml Keratinocyte SFM Gibco
1 ml Bovines Serumalbumin (BSA) (100 mg/ml) Sigma
1 ml Fibronectin (1 mg/ml) Sigma
100 pl Vitronectin (50 pug/ml) Sigma
Kryokonservierungsmedium 10 ml Keratinocyte SFM Gibco
1% Polyvinylpyrrolidon (PVP) Sigma
7,5 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) Sigma

Tabelle 4.3: Kulturmedien und Kryomedium fiir A549-Zellen

Medien fiir A549-Zellen Zusammensetzung Bezugsquelle
Stimulationsmedium 500 ml Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco
Zellkulturmedium 500 ml Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco

10 % FCS (hitzeinaktiviert) Gibco

Kryokonservierungsmedium 500 ml Zellkulturmedium
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
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Tabelle 4.4: Materialien fiir die Zellkultur

Materialien fiir die Zellkultur Verwendungszweck Bezugsquelle

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  Waschpuffer bei Zellkultivierung und PAA

(PBS ) w/o Ca**, Mg** -passagierung

Trypsin/EDTA (1x) Abldsen der Zellen Gibco

Trypsin Neutralizing Solution (TNS) Trypsininhibitor bei Zellpassagierung von Clonetics, Lonza

PBEC

Erythrina trypsin inhibitor (ETI) (30 Trypsininhibitor bei Zellpassagierung von Roche

mg/ml) BEAS-2B-Zellen

Zellkulturflaschen, -schalen und Kultivierung von Zellen BD Falcon™

-platten

Krykonservierungsréhrchen (1 ml) Kryokonservierung/Einfrieren der Zelllinien Nalgene
41.3 Transiente Transfektion von small interfering RNA (siRNA) in

A549-Zellen

Tabelle 4.5: Reagenzien und Materialien fiir siRNA-Transfektion

Reagenzien und Materialien fir  Verwendungszweck
siRNA-Transfektion

Bezugsquelle

Cell Line Nucleofector ™ Kit V siRNA-Transfektion in eukaryotische Zellen

mittels Nukleofektion

Amaxa

Tabelle 4.6: siRNA-Sequenzen

siRNA Sequenz Bezugsquelle
Kontrolle (c) sense 5”- UUCUCCGAACGUGUCACGULt MWG Biotech AG
antisense 5°- ACGUGACACGUUCGGAGAAtt
TLR2 sense 5°- GCCUUGACCUGUCCAACAALt Ambion
antisense 5- UUGUUGGACAGGUCAAGGCtt
TLR4 sense 5°- CAUUGAAGAAUUCCGAUUALt Ambion
antisense 5- UAAUCGGAAUUCUUCAAUGgt
414 Stimulanzien
Tabelle 4.7: Stimulanzien
Stimulanzien Ursprung Bezugsquelle
IL-18 rekombinant human R&D Systems
TNF-a rekombinant human R&D Systems
Pam3z;CSKas synthetisch Alexis
LOS M. catarrhalis O35E-Wiltyp Prof. Christoph Aebi, Universitét Bern, Schweiz [73]
LPS Salmonella minnesota R595 Alexis
41.5 Chemische Inhibitoren

Tabelle 4.8: Chemische Inhibitoren

Inhibitoren Wirkung Bezugsquelle
SB202190 inhibiert p38 MAPK Calbiochem
uo126 inhibiert MEK1/2 MAPKK und somit ERK1/2-Aktivierung Calbiochem
SP600125 inhibiert JNK Calbiochem
IKK-NBD inhibiert IKK-Untereinheit NEMO und somit NF-kB-Aktivierung Biomol
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4.1.6 Bakterien

Tabelle 4.9: Moraxella catarrhalis-Stamme

Bakterienstamm  Merkmale

Bezugsquelle

ATCC 25238 M. catarrhalis Wildtyp, Serotyp A American Type Culture Collection™
(ATCC), Manasas VA, USA
O35E M. catarrhalis Wildtyp, Serotyp A Prof. Eric Hansen, University of Texas
Southwestern Medical Center, Dallas
Texas, USA
O46E M. catarrhalis Wildtyp, Serotyp A Prof. Eric Hansen, University of Texas
Southwestern Medical Center, Dallas
Texas, USA
O35E.1 M. catarrhalis O35E-UspA1-defiziente Prof. Eric Hansen, University of Texas
Mutante, Kanamycin-resistent Southwestern Medical Center, Dallas
Texas, USA [315]
O35E.2 M. catarrhalis O35E-UspA2-defiziente Prof. Eric Hansen, University of Texas
Mutante, Kanamycin-resistent Southwestern Medical Center, Dallas
Texas, USA [315]
O35E.IpxA M. catarrhalis O35E-LOS-defiziente Prof. Christoph Aebi, Universitat Bern,
Mutante, Kanamycin-resistent Schweiz [73]
4.1.7 Bakterienkultur

Alle Bakterienstdamme wurden fir die Langzeitlagerung in Glycerolstocks bei -80 °C

eingefroren. Fir

den kurzfristigen Gebrauch wurden entsprechende Bakterien-

Glycerolstocks bei -20 °C gelagert. Das Brain Heart Infusion (BHI)-Nahrmedium fir die
Bakterienkultur wurde nach Fertigstellung fir 10 min bei 115 °C und 1 bar Uberdruck
autoklaviert und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

Tabelle 4.10: Medien fiir die Kultur von M. catarrhalis-Stammen

Medien fiir M. catarrhalis-Stamme

Zusammensetzung_;

Bezugsquelle

Brain Heart Infusion (BHI)-Medium

37 g BHI-Pulver
1000 ml Aqua bidest

BD Bioscience

Brain Heart Infusion-Glycerolmedium

500 pl BHI-Medium
500 pl Glycerol (99 %ig)

Sigma

Kultivierungs/-Anzuchtplatten

Columbia Agar mit 5 % Schafsblut

BD Mikrobiologie

Tabelle 4.11: Materialien fiir die Bakterienkultur

Materialien fiir die Bakterienkultur

Verwendungszweck

Bezugsquelle

Einmal Impfésen 10 pl
Kanamycin (20 pg/ml)

Ausplattieren von Bakterien
Selektionsantibiotikum fir O35E.1, O35E.2,
O35E.IpxA

Roth
Sigma
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4.1.8

Tabelle 4.12: Lésungen fiir AMP-Empfindlichkeitstest

Antimikrobielle Peptide (AMP)-Empfindlichkeitstest

Lésungen fiir AMP-
Empfindlichkeitstest

Zusammensetzung

Bezugsquelle

1. AMP-Bakterien-Lésung

1 ug/ml rekombinantes humanes (rh)-BD-3
10 CFU/ml M. c. Wildtyp O35E oder

10* CFU/ml M. ¢. Wildtyp ATCC 25238
500 pl Dulbecco’s PBS w/o Ca®*, Mg®*

Cellsciences
siehe Tabelle 4.9

PAA

2. AMP-Bakterien-Lésung

10 ug/ml rekombinantes humanes (rh)-BD-3
10 CFU/ml M. c. Wildtyp O35E oder

10* CFU/mI M. ¢. Wildtyp ATCC 25238

500 pl Dulbecco’s PBS w/o Ca®*, Mg®*

Cellsciences
siehe Tabelle 4.9

PAA

Positivkontroll-Bakterien-
Lésung

200 pg/ml Imipenem

10 CFU/ml M. c. Wildtyp O35E oder
10* CFU/ml M. ¢. Wildtyp ATCC 25238
500 pl Dulbecco’s PBS w/o Ca®*, Mg®*

MSD Sharp & Dohme
siehe Tabelle 4.9

PAA

Negativkontroll-Bakterien-
Lésung

10 CFU/ml M. c. Wildtyp O35E oder
10* CFU/ml M. ¢. Wildtyp ATCC 25238
500 pl Dulbecco’s PBS w/o Ca®*, Mg®*

siehe Tabelle 4.9

PAA

Tabelle 4.13: Sonstige Materialien fir AMP-Empfindlichkeitstest

Sonstige Materialien fiir AMP-
Empfindlichkeitstest

Verwendungszweck

Bezugsquelle

Einmal-Impfésen 10 pl

Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafsblut

Ausplattieren der Bakterien-Ldsung

Anzucht der Bakterien zum
Auszahlen der Bakterienkolonien

Roth
BD Mikrobiologie

4.1.9

Reverse Transkription (RT)

Tabelle 4.14: Puffer und Mastermixe fiir RT

Puffer und Mastermixe fiir RT Zusammensetzung Bezugsquelle
Lysepuffer fir RNA-Isolierung 1 ml RLT Qiagen
0,01 % B-Mercaptoethanol Sigma
1. Mastermix RT fir je 1ug RNA-Probe 1 pl Random Hexamer-Primer (0,2 pg/ul) Promega
1 pl ANTPs (10 mM) Promega
Aqgua bidest. variabel bis 10 yl Gesamtvolumen
2. Mastermix RT fur je 1 ug RNA-Probe 4 pl M-MLV-Puffer (5 x) Promega
2 ul DTT (0,1 M) Promega
1 pl RNasin Ribonuklease Inhibitor (40 U) Promega
1 ul M-MLV-Reverse Transkriptase Invitrogen

Tabelle 4.15: Sonstige Reagenzien und Materialien fir RT

Sonstige Reagenzien und
Materialien fiir RT

Verwendungszweck

Bezugsquelle

QlAshredder™ Homogenisierung des Zelllysats Qiagen
RNeasy ® Mini Kit RNA-Isolierung und-Aufreinigung Qiagen
Quarzglaskiivetten Typ 105.200 RNA-Messung Hellma
PCR Tubes (0,5 ml, thin walled)  hitzestabile DNase- und RNase-freie ReaktionsgefdBe Eppendorf
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4.1.10 Semiquantitative Polymerasekettenreaktion (PCR)
Tabelle 4.16: Puffer, Mastermix und Gel fiir PCR

Puffer, Mastermix und Gel fiir PC

Mastermix PCR

fur je 5 pul cDNA- bzw. Promotor-DNA-Probe

R Zusammensetzung Bezugsquelle
2,5 ul Red Tag-Puffer (10 x) Sigma
0,5 pl ANTPs (10 mM) Promega
0,25 pl Vorwarts-Primer (0,5 pg/ul) Tib Molbiol
0,25 pl Rickwarts-Primer (0,5 pg/ml) Tib Molbiol

0,5 pl Red Taqg DNA-Polymerase (1 U/ul)  Sigma

16 ul Aqua bidest.

TAE Puffer (pH 8,0) fiir DNA-Gelelektro-

phorese 4,84 g Tris Base Sigma
1,14 ml Eisessig (100 %ig) Merck
2 ml EDTA (0,5 M) Roth
1000 ml Aqua bidest.

Gel 2 %ig fir DNA-Gelelektrophorese 100 ml TAE Puffer
2 g Agarose Promega
4 pl Ethidiumbromid (0,04 pl/ml) Invitrogen

Tabelle 4.17: Sonstige Reagenzien

und Materialien fiir PCR

Sonstige Reagenzien und
Materialien fiir PCR

Verwendungszweck

Bezugsquelle

PCR Tubes (0,5 ml, thin walled)
100 bp DNA Step Ladder

hitzestabile DNase- und RNase-freie ReaktionsgefdBe  Eppendorf
Hilfe bei der Detektion der gesuchten DNA-Bande Promega

Tabelle 4.18: Primer-Sequenzen fii

r semiquantitative PCR

Gen Sequenz Annealing- Zyklen Bezugs-
temperatur quelle

hBD-3 vorwarts 5°- TCTCAgCgTggggTgAAgC 69 °C 32 Tib Molbiol
rickwarts  5°- CggCCgCCTCTgACTCTg

TLR2 vorwarts 5°- gCCAAAQTCTTgATTgATTgg 63 °C 28 Tib Molbiol
rickwérts 5 - TTgAAQTTCTCCAgCTCCTg

GAPDH vorwarts 5°- CCACCCATggCAAATTCCATggCA 60 °C 22 Tib Molbiol
rickwarts  5- TCTAgACggCAggTCAggTCCACC

hBD-3-

Promotor  vorwarts 5°- TCCCAGAACTAACACACCCTT 65 °C 32 Tib Molbiol

rickwarts 5-TTCC

AGCCACAGCTGCAATT

4.1.11 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Tabelle 4.19: Reagenzien und Materialien fiir hBD-3-ELISA

Reagenzien und Materialien flir
hBD-3-ELISA

Verwendungszweck

Bezugsquelle

Human B-Defensin-3 ELISA Kit

Quantifizierung von sezerniertem

hBD-3 im Zelliberstand

Phoenix Pharmaceuticals
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4.1.12

Western Blot

Tabelle 4.20: Puffer, Losungen und Gele fiir Western Blot

Puffer, Losungen und Gele
fiir Western Blot

Zusammensetzung

Bezugsquelle

Phosphoproteinwaschpuffer 5 ml Natriumorthovanadat (98 %ig ,200 mM) Sigma
50 ml Natriumprophosphat (150 nM) Sigma
50 ml Natriumfluorid (99 %ig, 1 M) Sigma
500 ml Dulbecco’s PBS w/o Ca®*, Mg®* (1 x) PAA

Lysepuffer zur

Gesamtproteinextraktion 100 pl Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) Sigma
1 ul EDTA (250 mM) Roth
50 pl Nonidet TM P-40 Sigma
10 pl PMSF (1 mM) Sigma
je 5 pl Antipain, Leupeptin, Pepstatin (10 pg/ml) Sigma
833 ul Phosphoproteinwaschpuffer

Bradford Reagenz 20 % Bio-Rad Protein Assay-L&sung Bio-Rad
80 % Aqua bidest.

Gelladepuffer (4 x) nach L&mmli 1 ml Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) Sigma
800 pl Glycerol Sigma
1,6 ml SDS (10 % w/v) Serva

400 pl Bromphenolblau (1 % w/v)
400 pl B-Mercaptoethanol (1 % w/v)
950 pl Aqua bidest.

Pharmacia Biotech
Sigma

Gelelektrophorese-Laufpuffer 3 g Tris-Base Sigma
14,4 g Glycin Merck
1 g SDS (10 % w/v) Serva
1000 ml Aqua bidest.

Blotpuffer 3 g Tris-Base Sigma
14,4 g Glycin Merck
20 % Methanol Merck
1000 ml Aqua bidest.

Blockpuffer 50 % Odyssey Blocking Buffer LI-COR
50 % Dulbecco’s PBS w/o Ca?*, Mg®* (1 x) PAA

Ponceau S-Proteinféarbelésung 1 g Ponceau S Sigma
50 ml Essigséure (100 %ig) Merck
1000 ml Aqua bidest.

Waschpuffer 51 Dulbecco's PBS w/o Ca**, Mg®* (1 x) PAA
5 ml Tween 20 Sigma

Sammelgel 2,5 ml Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) Sigma
100 pl SDS (10 % w/v) Serva
1,33 ml Bis-Acrylamid (40 % w/v) Serva
10 ul TEMED R&D Systems
3,35 ml APS (10 % w/v) Serva
6 ml Aqua bidest.

Trenngel 10 %ig 2,5 ml Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8) Sigma
100 pl SDS (10 % w/v) Serva
2,5 ml Bis-Acrylamid (40 % w/v) Serva
5 ul TEMED R&D Systems
50 pl APS (10 % w/v) Serva
4,85 ml Aqua bidest.

Trenngel 7 %ig 2,5 ml Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8) Sigma
100 pl SDS (10 % w/v) Serva
1,65 ml Bis-Acrylamid (40 % w/v) Serva
5 ul TEMED R&D Systems
50 pl APS (10 % w/v) Serva

5,7 ml Aqua bidest.
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Tabelle 4.21: Sonstige Reagenzien und Materialien fiir Western Blot

Sonstige Reagenzien und
Materialien fiir Western B

Verwendungszweck

lot

Bezugsquelle

KaleidoscopewI Protein Standard

Nitrocellulose Hybond-ECL-Membran

Whatman Filterpapier
Kunststoffkiivetten

Bande
Proteintransfer
Proteintransfer

Hilfe bei der Detektion der gesuchten Protein-

Proteinmessung im Photometer

Bio-Rad

Amersham
Whatman
Serva

Tabelle 4.22: Primére Antikérper fir Western Blot

Primére Antikorper Spezies in Blockpuffer verdiinnte Bezugsquelle
Konzentration
ERK 1/2 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
p-ERK 1/2 Maus 1:1000 Santa Cruz
JNK Kaninchen 1:1000 Santa Cruz
p-JNK Maus 1:1000 Santa Cruz
p38 Maus 1:1000 Santa Cruz
p-p38 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
TLR4 Kaninchen 1:1000 Santa Cruz
Akt Kaninchen 1:1000 Cell Signaling

Tabelle 4.23: Sekundéare Antikorper fiir Western Blot

Sekundare Antikérper

Spezies

in Blockpuffer verdiinnte
Konzentration

Bezugsquelle

Anti-Kaninchen-1gG Ziege, gekoppelt an IRDye800  1:2000 LI-COR

Anti-Kaninchen-1gG Ziege, gekoppelt an Cy5.5 1:2000 LI-COR

Anti-Maus-1gG Ziege, gekoppelt an Cy5.5 1:2000 LI-COR
41.13 Chromatin Immunprazipitation (ChiIP)

Tabelle 4.24: Puffer und Lésungen fiir ChIP

Puffer und Lésungen fiir ChiP Zusammensetzung Bezugsquelle
Fixierldsung 1 % Formaldehyd (37 %ig) PAA
40 ml Dulbecco's PBS w/o Ca®*, Mg?* Sigma
Neutralisationslésung 4,69 g Glycin Serva
500 ml Dulbecco's PBS w/o Ca®*, Mg®* PAA
RIPA-Puffer 10 mM Tris (pH 7,5) Sigma
150 mM Natriumchlorid Merck
1 % Nonidet® P-40 (99 %ig) Fluka
1 % Desoxycholat (97 %ig) Sigma
0,1 % SDS (10 % w/v) Serva
1 mMEDTA Roth
1 % Aprotinin Sigma
High Salt Puffer 10 mM Tris (pH 7,5) Sigma
2 M Natriumchlorid Merck
1 % Nonidet® P-40 (99 %ig) Fluka
0,5 % Desoxycholat (97 %ig) Sigma
1mM EDTA Roth
TE-Puffer 10 mM Tris (pH 7,5) Sigma
1 mM EDTA Roth
Eluierungspuffer TE-Puffer
1 % SDS (10 % w/v) Serva
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Tabelle 4.25: Sonstige Reagenzien und Materialien fiir ChIP

Sonstige Reagenzien und
Materialien fiir ChIP

Verwendungszweck

Bezugsquelle

PCR Purification Kit
Protein Agarose A und G
RNAse A

ChIP-DNA Aufreinigung
Immunprazipitation
RNA-Abbau

Proteinase K

Protein-Abbau

Qiagen
Upstate
Sigma
Merck

Tabelle 4.26: Antikérper fir ChIP

Antikérper Spezies Konzentration Bezugsquelle

Polymerase Il (Pol Il) Kaninchen 1:50 Santa Cruz

c-Jun Kaninchen 1:50 Santa Cruz
4.1.14 Gerate

Die in Laboratorien standardméaBig eingesetzten Gerate wie Reinraumwerkbéanke,
Kihlgerate, Inkubatoren, Schuttler, Zentrifugen, Eismaschinen usw. werden hier nicht
extra gelistet. Sie entsprechen alle den géngigen Standards und wurden regelmaBig

gewartet.

Tabelle 4.27: Gerate

Produkte

Verwendungszweck/Methode

Bezugsquelle

BioPhotometer, Spektralphotometer
Bio-Mate 3 Spektralphotometer

CAMEDIA C-4040 200M Digitalkamera
Ethidiumbromidfilter

Mikroskop BX 60

Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis
System

Mini Trans-Blot Cell

MR5000 Micrch)ﬂplate Reader
Nucleofector’

Odyssey Infrared Imaging System

Power Shot A620 Digitalkamera

PTC-200 Peltier Thermal Cycler

Sub-Cell System Elektrophoresekammer
TFX-20M GIBCO BRL UV-Transilluminator
Thermomixer Comfort

Ultraschallgerat, Sonde Bandelin Sonoplus

RNA-Konzentrationsmessung
Protein-Konzentrationsmessung und
Bakterien-Konzentrationsmessung
Fotodokumentation der DNA-Banden
Aufsatz fir CAMEDIA C-4040 200M
Digitalkamera

Lichtmikroskopische Begutachtung
der Zellen

Protein-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE, Western Blot)
Proteintransfer (Western Blot)
Auslesen der ELISA-Mikrotiterplatten
siRNA-Transfektion
Scan-Dokumentation der Protein-
Banden (Western Blot)
Fotodokumentation und Auswertung
des AMP-Empfindlichkeittests
Durchfiihrung der RT-PCR
DNA-Gelelektrophorese (PCR)
Darstellung der DNA-Banden
Erhitzen von Proben

Sonifizierung

Eppendorf

Thermo Electron
Corporation
Olympus

Life TechnologieswI

Olympus

Bio-Rad

Bio-Rad
Dynatech
Amaxa
LI-COR

Canon

MJ Research
Bio-Rad

Life TechnologieswI
Eppendorf

Bandelin

56



4 MATERIAL UND METHODEN

4.1.15 Analysesoftware

Tabelle 4.28: Analysesoftware

Software Verwendungszweck Bezugsquelle

Bio-lmaging-Control, argus X1,

Version 2.0 Programm zur Fotodokumentation der Biostep GmbH
DNA-Banden

BioLinx, Version 2.21 Programm zur Messung der ELISA- Dynatech Laboratories

Mikrotiterplatten
Infrared Odyssey Imaging System

Application Software, Version 2.0 ~ Programm zur Scan-Dokumentation der LI-COR
Protein-Banden (Western Blot)
GraphPad PRISM, Version 5.0 Programm zur statistischen Auswertung GraphPad Software Inc.

der ELISA-Daten

4.2 Methoden
4.2.1 Zellbiologische Methoden

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten mit Zellkulturen erfolgten an einem
Arbeitsplatz  der Sicherheitsstufe S2 unter sterilen Bedingungen an einer
Reinraumwerkbank. Die Zellen wurden in einem COy-Begasungsbrutschrank im offenen
System bei 37 °C mit 5 % CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Alle
Zellkulturmedien und -lésungen wurden vor Verwendung auf 37 °C im Wasserbad
vorgewarmt. Unsterile Medien bzw. Materialien wurden zuvor autoklaviert,
heiBluftsterilisiert oder sterilfiltriert. Die Werkbanken und Gerate wurden vor und nach
Gebrauch mit 70 %igem Ethanol desinfiziert.

4.2.1.1 Kultivierung und Passagierung von primaren Bronchialepithel-
zellen (PBEC)

Die Kultivierung der PBEC erfolgte in Tos-Zellkulturflaschen. Das Zellkulturmedium wurde
alle 4 Tage gewechselt. Vor Aussaat nach Zellgewinnung und vor Passagierung der
PBEC wurde der GeféaBboden der ZellkulturgefaBe mit ausreichend Adhasionsflissigkeit
far 30 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die restliche
Adhésionsflussigkeit wieder abgenommen. Die per Bronchialbirste frisch isolierten
Bronchialepithelzellen wurden for 10min bei Raumtemperatur und 800 U/min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet in
5 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in die mit Adhasionsflissigkeit vorbehandelten
Tos-Zellkulturflaschen Uberflihrt. Die Passagierung der PBEC erfolgte nach Ausbildung
eines konfluenten Zellrasens in der Tos-Zellkulturflasche. Fir die Passagierung wurde das
Zellkulturmedium entfernt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Die Ablésung der
Zellen erfolgte durch Zugabe von 1,5 ml Trypsin/EDTA-L&sung bei 37 °C. Nach einigen
Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen durch leichtes Klopfen an der Zellkulturflasche
vom Flaschenboden geldst. Die Trypsinreaktion wurde anschlieBend sofort mit 1,5 ml
Trypsin Neutralization Solution (TNS) gestoppt. Die abgeldsten Zellen wurden in 5 ml PBS
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aufgenommen, in ein Zentrifugenrdhrchen Gberflhrt und bei Raumtemperatur 5 min bei
800 U/min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das
Zellpellet in ca. 25 ml frischem Zellkulturmedium resuspendiert und bis zu einem
Verhéltnis von 1:5 schlieBlich in die neuen zuvor mit Adhésionsflissigkeit inkubierten
Zellkulturflaschen oder Lochplatten verteilt. Da es sich bei diesen Zellen um primére
Zellen handelt, konnte die Passagierung maximal dreimal erfolgen.

4.2.1.2 Kultivierung und Passagierung von BEAS-2B-Zellen

Die Kultivierung der BEAS-2B-Zellen erfolgte in Tzs-Zellkulturflaschen. Alle 2 Tage wurde
das Zellkulturmedium gewechselt. Vor Aussaat nach dem Auftauen der BEAS-2B-Zellen
(siehe Kapitel 4.2.1.4) und vor der Passagierung wurde der Boden der neuen
ZellkulturgeféaBe mit ausreichend Adhésionsflissigkeit fir 30 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend die restliche Flissigkeit wieder abgenommen. Die Passagierung der BEAS-
2B-Zellen erfolgte nach Ausbildung eines Monolayers in den Ts-Zellkulturflaschen. Fur
die Passagierung wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen einmal mit 10 ml
PBS gewaschen. Zum Ablésen der Zellen wurde je Tzs-Zellkulturflasche 2 ml
Trypsin/EDTA-LOsung eingesetzt und fir 5min bei 37 °C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen durch leichtes Klopfen an der Zellkulturflasche vom
Falschenboden geldst, in 10 ml PBS aufgenommen, in ein Zentrifugenréhrchen tberflhrt
und bei Raumtemperatur fir 5min bei 1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 200 ul Trypsin-Inhibitor resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in 30 ml frisches Zellkulturmedium aufgenommen und im
Verhaltnis 1:3 auf die neuen zuvor mit Adhasionsflissigkeit inkubierten Zellkulturflaschen
oder Lochplatten ausgesat.

42.1.3 Kultivierung und Passagierung von A549-Zellen

Die Kultivierung der A549-Zellen erfolgte in T,s-Zellkulturflaschen. Das Kulturmedium
wurde alle 2 Tage gewechselt. Die Passagierung der A549-Zellen erfolgte nach
Ausbildung eines konfluenten Zellrasens in der Tss-Zellkulturflasche. Hierfar wurde das
Zellkulturmedium entfernt und die Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen. Die Ablésung
der Zellen erfolgte durch Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA-LOsung je Ts-Zellkulturflasche
und Inkubation fir 5 min bei 37 °C. AnschlieBend wurden die Zellen durch leichtes
Klopfen an der Zellkulturflasche vom Flaschenboden gelést, in 10 ml frisches
Zellkulturmedium aufgenommen, dessen FCS-Gehalt das Trypsin inaktiviert, in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und bei Raumtemperatur fir 5 min bei 1000 U/min
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in 40 ml
frischem Zellkulturmedium resuspendiert und im  Verhédltnis 1:4 auf neue
Zellkulturflaschen oder Lochplatten verteilt.
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4214 Kryokonservierung und Auftauen von BEAS-2B- und A549-Zellen

Zur Kryokonservierung von BEAS-2B- und A549-Zellen wurde zunéchst wie bei der
Passagierung der Zelllinien einer 100 %ig konfluenten Tzs-Zellkulturflasche beschrieben
vorgegangen. Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet in 3 ml der jeweiligen Zelllinie
entsprechendem Kryokonservierungsmedium suspendiert und je 1 ml in Kryokonservie-
rungsréhrchen verteilt. Um schadigende Kristallisationsprozesse beim Einfrieren zu
vermeiden, wurden die Kryokonservierungsréhrchen in einer Ethanol-Kryobox zunéchst
for 5 Stunden auf -20 °C und anschlieBend fir 15 Stunden auf -80 °C heruntergekihlt,
bevor die Umlagerung zur Langzeitaufbewahrung in Flissigstickstoff (-196 °C) erfolgte.

Zum Auftauen wurde das Kryokonservierungsréhrchen aus dem Stickstofftank in ein
37 °C warmes Wasserbad gestellt. AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml jeweiligem
Zellkulturmedium suspendiert und 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet in 10 ml frischem
Kulturmedium resuspendiert und in eine T;s-Zellkulturflasche ausgesat. Am folgenden Tag
wurden die Zellen mit frischem Zellkulturmedium versorgt.

4215 Bestimmung der Zellzahlen

Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen zunéchst wie bei der Passagierung
beschrieben behandelt. Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet in 10 ml Kultur-
medium suspendiert und 20 pl dieser Zellsuspension auf eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben. Unter dem Mikroskop wurden die Zellzahlen innerhalb zweier GroBquadrate der
Zahlkammer gezahlt. Aus dem Mittelwert der Zellzahl aus 2 GroBquadraten und der
Kammerkonstanten 10* wurde anhand nachfolgender Formel die Zellzahl pro ml Suspen-
sion berechnet: Zellzahl/ml = (Zellzahl aus 2 GroBquadraten)/2 x Kammerkonstante 10°.

4.2.1.6 Transiente Transfektion von small interfering RNA (siRNA) in
A549-Zellen

Die transiente (ohne Selektionsdruck) Transfektion von siRNA in A549-Zellen erfolgte
durch Elektroporation unter Verwendung des Nucleofector™ und des Cell Line
Nucleofector™ Kit V (Amaxa). Bei diesem Transfektionsverfahren wird die Zellmembran
durch einen elektrischen Impuls kurzzeitig fur die siRNA permeabel gemacht. Die
eingedrungene siRNA interferiert mit der mRNA des Zielproteins, was deren Abbau
bewirkt und somit letztlich durch Verhinderung der Translation zum Ausschalten des
gewlnschten Zielproteins fuhrt. Fir die Transfektion von 2pug siRNA wurden
1 x 10° A549-Zellen in 15 ml Zentrifugenrdhrchen Gberfiihrt und 5 Minuten bei 1000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in 100 pl
Nucleofector™-Solution V resuspendiert. Nach Zugabe von 2 pg siRNA wurde der Ansatz
in eine Nucleofector™-Kilvette pipettiert und diese in den Nucleofector™ gestellt. Durch
Starten des vom Hersteller vorgegebenem Programms G16 fir A549-Zellen wurde die
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siRNA per Elektroporation in die Zellen transfiziert. Nach der Transfektion wurde die
Zellsuspension in ein 1,5ml ReaktionsgefaB mit 1 ml auf 37°C vorgewarmtem
Zellmedium Uberflhrt und anschlieBend die bendtigte Zellmenge auf mit ausreichend
Zellmedium vorgelegten Zellkulturplatten verteilt.

4.21.7 Einsatz von Stimulanzien, Inhibitoren und Kontrollen

Fur den Einsatz von Stimulanzien oder chemischen Inhibitoren wurden die Zellen in die
bendtigten Lochplatten passagiert und bis zur Ausbildung eines konfluenten Monolayers
kultiviert. Am Vortag der Stimulation mit den Reagenzien wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit Stimulationsmedium versetzt.
Am Stimulationstag wurde die gewiinschte Konzentration der Stimulanzien durch
Verdinnung in frischem Stimulationsmedium eingestellt und fir die entsprechende
Stimulationsdauer auf die Zellen gegeben. Die Zellstimulation mit M. catarrhalis O35E-
spezifischem-LOS und Salmonella minnesota R595-LPS erfolgte in Anwesenheit von
2 % FCS zur Bereitstellung von TLR4-akzessorischen Molekilen und Ko-Rezeptoren
[176, 177]. Alle verwendeten chemischen Inhibitoren wurden eine Stunde vor der
jeweiligen Zellstimulation mit M. catarrhalis (siehe Kapitel 4.2.2.4) in den entsprechenden
Konzentrationen vorinkubiert und zu Stimulationsbeginn nach Mediumwechsel bzw.
Wechsel auf den Bakterien-Stimulationsansatz erneut hinzugefiigt. In allen Versuchen
wurde parallel als Negativkontrolle nur das entsprechende Stimulationsmedium fiir die
gleiche Versuchsdauer eingesetzt. Die nach dem Einsatz der Reagenzien durchgeflhrte
Probengewinnung wird bei den jeweiligen molekularbiologischen und biochemischen
Methoden beschrieben.

422 Mikrobiologische Methoden

Alle Arbeiten mit Bakterienkulturen erfolgten an einem Arbeitsplatz der Sicherheitsstufe
S2 unter sterilen Bedingungen an einer Reinraumwerkbank. Die Bakterienkultivierung
erfolgte in einem CO,-Begasungsbrutschrank im offenen System bei 37 °C mit 5 % CO,
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95 %. Unsterile Lésungen und Materialien wurden
zunachst autoklaviert, heiBluftsterilisiert oder sterilfiltriert. Die Werkbanken und Geréte
wurden vor und nach Gebrauch mit Descosept (Dr. Schumacher GmbH) desinfiziert.
Wurden Zellen mit Bakterien stimuliert, erfolgte die Stimulation und Inkubation unter den
Bedingungen der Bakterienkultur. Mit Bakterien kontaminierte Abfalle wurden autoklaviert.

4.2.2.1 Kultivierung von Moraxella catarrhalis-Stammen

Zur Anzucht der verschiedenen M. catarrhalis-Stamme wurde eine Impfdése aus den
entsprechenden bei -20 °C gelagerten Glycerolstocks entnommen und auf jeweilige
Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafsblut ausgestrichen. Bei der Anzucht der
M. catarrhalis-Mutanten O35E.1, O35E.2 und O35E.IpxA wurde vor Beimpfung zusétzlich
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40 pl Kanamycin als Selektionsantibiotikum auf die Columbia-Agarplatten aufgetragen.
Die mit M. catarrhalis beimpften Columbia-Agarplatten wurden dann fiir 8—12 Stunden bei
37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden einige einzeln
wachsende Bakterienkolonien mit einer Impfése abgestrichen und in 25 ml BHI-Medium
suspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde in 50 ml Zentrifugenréhrchen unter
Schitteln bei 37 °C fur ca. 2 Stunden inkubiert. Auf diese Weise erreichen die Moraxellen
eine mittlere logarithmische Wachstumsphase, in welcher sie optimale Infektions-
eigenschaften besitzen. Danach wurde die Bakterienkultur im Zentrifugen-réhrchen fur
5 Minuten bei 4000 U/min abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das
Bakterienpellet in fir die Zellstimulation entsprechendem Stimulationsmedium oder PBS
aufgenommen. Die optische Dichte (OD) der Bakteriensuspension wurde mit Hilfe eines
Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von 405 nm bestimmt. Eine OD,s von 0,3
entspricht einer M. catarrhalis-Konzentration von 1 x 10°® colony forming units (CFU)/ml.

4.2.2.2 Anlegen der Glycerolstocks von Moraxella catarrhalis-Stammen

Zum Anlegen eines Glycerolstocks wurden die M. catarrhalis-Stdmme wie bei der
Kultivierung beschrieben (siehe Kapitel 4.2.2.1) angezichtet. Nach der Zentrifugation
wurde das Bakterienpellet in 1 ml BHI-Glycerol-Kryomedium suspendiert und in ein 1 ml
Kryokonservierungsrohrchen Uberfuhrt. Fir die Langzeitlagerung wurden die angelegten
M. catarrhalis-Glycerolstocks bei -80 °C eingefroren. Die M. catarrhalis-Glycerolstocks far
die tagliche Kultivierung wurden jeden Monat neu nach dem beschriebenen Verfahren aus
den -80 °C-Glycerolstocks angelegt und bei -20 °C gelagert.

4.2.2.3 Hitzeinaktivierung von Moraxella catarrhalis

Zur Hitzeinaktivierung wurde M. catarrhalis wie bei der Kultivierung beschrieben (siehe
Kapitel 4.2.2.1) angeziichtet und eine in PBS suspendierte Bakterienlésung mit einer
Konzentration von 10° CFU/ml eingestellt. AnschlieBend wurde die eingestellte
Bakteriensuspension auf 1,5 ml ReaktionsgeféBe verteilt und fir 30 Minuten bei 95 °C im
Warmeblock inkubiert. Nach Abkiihlung wurde die 10" CFU/ml konzentrierte,
hitzeinaktivierte Bakteriensuspension weiter im Stimulationsmedium auf die fur die
Versuche bendtigte Konzentration verdinnt und fir die Zellstimulation eingesetzt. Zur
Kontrolle der Inaktivierung der Moraxellen durch Hitzeeinwirkung wurde nach Abklhlung
parallel eine Impfése der erhitzten Bakteriensuspension entnommen, auf eine Columbia-
Agarplatte mit 5 % Schafsblut ausgestrichen und fir 8-12 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Sofern nach der Inkubation keine Bakterienkolonien wuchsen, konnte von einer
erfolgreichen Hitzeinaktivierung ausgegangen werden.
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4.2.2.4 Zellstimulation mit Moraxella catarrhalis-Stammen

Vorbereitend flir die Zellstimulation mit M. catarrhalis-Stammen wurden die Zellen in
bendtigten Lochplatten passagiert und bis zur Ausbildung eines konfluenten Zellrasens
kultiviert. Am Vortag der Infektion wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und mit Stimulationsmedium versetzt. Ebenfalls am Vortag
der Infektion wurden die M. catarrhalis-Stamme auf Columbia-Agarplatten ausgestrichen
und fir 8—12 Stunden bis zum Stimulationstag bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank wie
bei der Kultivierung beschrieben (Kapitel 4.2.2.1) inkubiert. Am Stimulationstag wurde
nach weiterer Kultivierung und Zentrifugation das Bakterienpellet in dem der jeweiligen
Zelllinie entsprechenden Stimulationsmedium suspendiert und die OD4os der Bakterien-
suspension spektralphotometrisch ermittelt. Durch entsprechende Verdinnungen im
Stimulationsmedium wurde die fir die Infektion notwendige Bakterienkonzentration
eingestellt. AnschlieBend wurde das auf den Zellen befindliche Medium abgesaugt und
durch gleiches Volumen an eingestellter Bakteriensuspension ersetzt. Die infizierten
Zellen wurden fir die jeweilige Stimulationsdauer bei 37 °C und 5 % CO,im Brutschrank
inkubiert. Die nach der Infektion mit M. catarrhalis durchgefihrte Probengewinnung wird
bei den jeweiligen molekularbiologischen und biochemischen Methoden beschrieben.

4.2.2.5 Antimikrobielle Peptide (AMP)-Empfindlichkeitstest

Fir den AMP-Empfindlichkeitstest wurden die M. catarrhalis-Wiltypstamme O35E und
ATCC 25238 wie bei der Kultivierung beschrieben (siehe Kapitel 4.2.2.1) angezlchtet.
AnschlieBend wurde fir jeden Bakterienstamm jeweils eine in PBS angesetzte
Bakteriensuspension mit einer Konzentration von 10* CFU/mI eingestellt. Bei PBS handelt
es sich um eine bakteriostatische und zugleich physiologische Pufferlésung, so dass bei
den Versuchsansatzen in PBS zum einen ein durch mégliches Bakterienwachstum [316]
und zum anderen ein durch mogliche pH-abhdngige Wirkung von hBD-3 [238]
beeinflusstes Versuchsergebnis ausgeschlossen wird. Fur jeden Untersuchungszeitpunkt
wurden als Versuchsansatze 500 ul der jeweiligen 10* CFU/ml konzentrierten
Bakterienstammsuspension mit 10 pg/ml rhBD-3 bzw. mit 1pg/ml rhBD-3 in 1,5 ml
ReaktionsgefaBen unter Schitteln bei 37 °C inkubiert. Als Positivkontrollen wurden fir
jeden Untersuchungszeitpunkt 500 pl der jeweiligen 10* CFU/ml konzentrierten
Bakterienstammsuspension mit 200 pg/ml Imipenem in 1,5 ml ReaktionsgefaBen unter
Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Als Negativkontrollen wurden fir jeden Untersuchungs-
zeitpunkt 500 pl der jeweiligen 10* CFU/mI konzentrierten Bakterienstammsuspension
ohne weitere Zuséatze in 1,5 ml ReaktionsgeféaBen unter Schitteln bei 37 °C inkubiert. Zu
den entsprechenden Untersuchungszeitpunkten (0, 0,5, 1 und 2 Stunden) wurden jeweils
von den Versuchsansatzen, Positivkontrollen und Negativkontrollen 100 ul Probenlésung
entnommen und auf einzelne Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafsblut ausgestrichen.
Nach einer Inkubation der Agarplatten von ca. 12 Stunden im Brutschrank wurden die
gewachsenen Bakterienkolonien ausgezahlt. Zur Dokumentation des Ergebnisses wurden
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die Agarplatten mit der Canon Power Shot A620 Digitalkamera fotografiert. Die
gewachsenen Bakterienkolonien wurden nach folgender Berechnung dargestellt:
CFU [%] = (CFU zum Zeitpunkt X Stunden) x 100/(CFU zum Zeitpunkt 0 Stunden).

4.2.3 Molekularbiologische Methoden
4.2.3.1 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

4.2.3.1.1 Isolierung und Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA

Nach der Zellstimulation wurde der Stimulationsiiberstand abgenommen und die Zellen je
Vertiefung einer 12-Lochplatte mit 175 ul Lysepuffer lysiert. Die Isolierung der Gesamt-
RNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers mit QlAshredder und RNeasy Mini Kit
(Qiagen). Die RNA-Konzentration wurde Uber die Messung der optischen Dichte einer
1:100 verdinnten RNA-Probe (2ul RNA-Isolat + 198 pl Aqua bidest.) in einer
Quarzkivette mit Hilfe eines Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von 260 nm
bestimmt. Eine ODy von 1 entspricht bei einer 1:100 Verdinnung einer RNA-
Konzentration von 4 pug/ul. Die RNA-Konzentration wurde daher wie folgt berechnet:
RNA [pg/ul] = ODgg x 4. Eine Verunreinigung der RNA mit Proteinen kann aus dem
Verhéltnis ODygo (Absorptionsmaximum RNA) und ODygy (Absorptionsmaximum Proteine)
ermittelt werden, wobei der Quotient bei reiner RNA zwischen 1,7 und 1,9 liegt. Die
Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -80 °C.

4.2.3.1.2 Reverse Transkription (RT)

Die Pipettierarbeiten zur Fertigstellung der RT-Reaktionsgemische erfolgten wegen der
Instabilitdt der Substanzen stets auf Eis. Pro Ansatz wurde 1 pg RNA eingesetzt und mit
Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 10 pl verdiinnt. Die Proben wurden nach Zugabe
des 1. Mastermix der RT fir 5 Minuten bei 65 °C im Thermal Cycler denaturiert und fur
2 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die ReaktionsgefaBe auf Eis gestellt
und jedem Denaturierungsansatz der 2. Mastermix der RT hinzugeflgt. Die Reverse
Transkriptase-Reaktion mit Umschreibung der RNA zu cDNA wurde daraufhin im Thermal
Cycler fir 50 Minuten bei 37 °C gestartet und durch Erhitzen auf 70 °C fir 15 Minuten und
darauffolgende Herunterkihlung auf 4 °C beendet. Die cDNA wurde mit 80 pl Aqua
bidest. verdinnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C weggefroren.

4.2.3.1.3 Semiquantitative Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Pipettierarbeiten zur Fertigstellung der PCR-Reaktionsgemische erfolgten wegen der
Instabilitat der Substanzen stets auf Eis. Fur die Amplifizierung der DNA wurde je Probe
5ul cDNA eingesetzt und mit dem Mastermix der PCR in dinnwandigen
ReaktionsgefaBen vermischt. Im Thermal Cycler erfolgte zunachst fir 3 Minuten eine
initiale Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94 °C. Daran schloss sich der PCR-
Zyklus an, der entsprechend des linearen Amplifikationsbereiches der DNA-Sequenz 20-
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bis 35-mal unter folgenden Konditionen wiederholt wurde: 1 Minute Denaturierung bei
94 °C, 1 Minute Hybridisierung der Primer an die DNA-Einzelstrange bei Primer-
spezifischer Annealing-/Hybridisierungstemperatur und 1 Minute Elongation der
entsprechenden DNA-Sequenz bei 72 °C mittels Taqg-Polymerase. Nach den
entsprechenden Wiederholungen dieses PCR-Zyklus erfolgte fir 5 Minuten die finale
Extension bei 72 °C und der Ansatz wurde auf 4 °C heruntergekinhlt. Zur Kontrolle einer
gleichméaBig eingesetzten cDNA-Konzentration wurde mit allen Ansatzen eine PCR mit
den Primern fir Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) durchgefihrt.
Dieses Gen wird in eukaryoten Zellen konstant exprimiert und dient somit als geeignete
Ladungskontrolle.

4.2.3.1.4 DNA-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der amplifizierten DNA-Fragmente wurden die PCR-Produkte in einem
2 %igen Agarosegel in TAE-Puffer aufgetrennt. Hierfir wurde Agarosepulver mit TAE-
Puffer vermischt, in der Mikrowelle bis zum vollstandigen Lésen erhitzt und zur spateren
Sichtbarmachung der DNA-Fragmente mit Ethidiumbromid vesetzt. Die fllssige
Agaroselésung wurde in eine Gelkammer mit eingesetztem Gelkamm gegossen.
Nachdem das Agarosegel nach ca. 20-30 Minuten fest auspolymerisiert war, wurden die
Proben einschlieBlich eines 100 bp DNA-L&ngenstandards in die Geltaschen pipettiert.
Die Auftrennung der DNA erfolgte in der Gelelektrophoresekammer (Sub-Cell System
Elektrophoresekammer) bei einer konstanten Spannung von 120 V firr ca. 30 Minuten. Zur
Dokumentation des Ergebnisses wurden die Gele unter UV-Licht mit der Olympus
CAMEDIA C-4040 200M Digitalkamera mit vorgeschaltetem Ethidiumbromidfilter
fotografiert.

4.2.4 Biochemische Methoden
4241 Enzyme-linked Imnmunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Konzentration von sezerniertem hBD-3 in den Zellkulturiberstanden
nach Zellstimulation wurde das Humane B-Defensin-3 ELISA Kit (Phoenix Pharma-
ceuticals) verwendet. Die Kulturiiberstande wurden zuerst mit einer Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Unit mit Ultracel-3 membrane (Millipore) nach Herstellerangaben 10-fach
aufkonzentriert. Im ELISA erfolgte die Quantifizierung von hBD-3 der aufkonzentrierten
Proben im Vergleich mit unkonzentrierten Proben und einem 1:10 verdiinnten hBD-3-
Standard. Die Messung ergab quantitativ vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).
Daher wurden fir die Versuche dieser Arbeit der hBD-3-ELISA-Standard 1:10 vorverdinnt
und die Proben unkonzentriert eingesetzt. Die Durchfihrung des ELISAs erfolgte nach
dem Herstellerprotokoll und wird hier nicht weiter beschrieben. Die ELISA-Platten wurden
bei 450 nm im MR5000 Microplate Reader ausgelesen. Die Messwerte wurden mit Hilfe
des Programms GraphPad PRISM 5.0 ausgewertet.
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4.24.2 Western Blot
4.2.4.2.1 Isolierung von Gesamtprotein

Die Gesamtproteinextraktion erfolgte auf Eis. Nach der Zellstimulation wurde der
Uberstand abgesaugt und die Zellen zweimal mit eiskaltem Phosphoproteinwaschpuffer
gewaschen. Nach sorgféltigem Absaugen des Waschpuffers wurden die Zellen je
Vertiefung einer 6-Lochplatte mit 50 pl Lysepuffer versetzt und mit einem Plastikschaber
vom Plattenboden abgekratzt. AnschlieBend wurde das Lysat in 1,5 ml ReaktionsgefaBe
Oberfiihrt und fir 10 Minuten bei 4°C und 13000 U/min zentrifugiert. Die das
Gesamtprotein enthaltenden Lysatlberstdnde wurden in neue 1,5 ml ReaktionsgefaBe
pipettiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Lysatproben bei -20 °C gelagert.

4.2.4.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentration des in den Lysatproben vorhandenen Gesamtproteins wurde mit dem
Bio-Rad Protein-Assay nach Bradford bestimmt. Dieses Verfahren nutzt die Tatsache,
dass der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue sein Absorptionsmaximum von 465 nm zu
595 nm verlagert, wenn er basische und aromatische Aminosauren bindet. Zunachst
wurde das Bradford-Reagenz durch eine 1:5-Verdinnung der Bio-Rad Assay-Ldsung
bestehend aus Coomassie Brilliant Blue mit Aqua bidest. hergestellt. AnschlieBend
wurden jeweils 5 pl Lysatprobe mit 995 ul Bradford-Reagenz in einer Kunstoffkivette
vermischt und fir 5 Minuten inkubiert. Die optische Dichte des Ansatzes wurde
photometrisch bei 595 nm im Abgleich zum reinen Bradford-Reagenz ohne
Lysatproteinprobe gemessen. Anhand der erhaltenen Messwerte und einer fir das
Photometer festgelegten Albumin-Eichkurve wurden die genauen Proteinkonzentrationen
berechnet.

4.2.4.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Die Lysatproteinproben wurden im Verhaltnis von 1:4 mit LAmmli-Gelladepuffer versetzt
und far 5 Minuten bei 95 °C unter Schitteln im Warmeblock denaturiert. Zur Vorbereitung
fur die Proteinauftrennung wurde zwischen zwei Glasplatten in einer GelgieBvorrichtung je
nach GréBe des zu untersuchenden Proteins ein 7 %iges- oder 10 %iges-Trenngel
gegossen und zum luftdichten Abschluss mit Isopropanol (berschichtet. Nach
Auspolymerisierung des Trenngels wurde das Isopropanol grindlich mit Aqua bidest.
heruntergewaschen und dariiber das Sammelgel gegossen, in welches Kamme zur
spateren Probenbeladung eingeflhrt wurden. Nach Polymerisierung des Sammelgels
wurden die Glasplatten mit den Gelen in eine Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN
Tetra Electrophoresis System) eingespannt und diese mit ausreichend Laufpuffer gefiillt.
In je eine Geltasche wurde 80 pug Proteinprobe aufgetragen. Zur spéteren
GroéBenzuordnung der Proteine nach Auftrennung wurde parallel der Proteinmarker
Kaleidoscope™ Protein Standard in eine Geltasche aufgetragen. Die Elektrophorese im
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Sammelgel erfolgte bei einer Spannung von 100 V. Nach dem Ubertritt der Proben in das
Trenngel erfolgte die Proteinauftrennung bzw. weitere Elektrophorese fir ca. 90 Minuten
bei einer konstanten Spannung von 130 V.

4.2.4.2.4 Protein-immunoblot

Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit den nach GrdBe aufgetrennten Proteinen auf
eine Hybond-Nitrozellulosemembran gelegt. Um dieses Trenngel-Membran-System wurde
ein Sandwich gebildet, wobei je Seite 2 puffergetrankte Lagen Whatman-Filterpapier,
1 Blotschwamm und die Blotvorrichtung gemaB Herstellerangaben verwendet wurden.
Zum Proteintransfer wurde das Sandwich mit einem Kihlakkumulator in eine Blotkammer
(Mini Trans-Blot Cell) eingesetzt, mit eiskaltem Blotpuffer geflllt und auf einem
Magnetrihrer fiir 1 Stunde bei 4 °C und einer Spannung von 100 V geblottet. Nach dem
Blotprozess wurden zur orientierenden Beurteilung des Transfererfolges die Proteine auf
der Membran mit Ponceau-S revesibel angeféarbt. Das Ponceau-S wurde daraufhin wieder
vollstdndig mit Aqua bidest. von der Membran ausgewaschen. Zur Absattigung
unspezifischer Bindungen wurde die Membran mit Blockpuffer fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur unter Schwenken inkubiert. Danach wurde die Membran mit dem
entsprechenden priméren Antikérper in Blockpuffer Gber Nacht bei 4 °C unter Schwenken
inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer fur jeweils 5 Minuten. Daraufhin
wurde die Membran mit einem gegen die Spezies des primaren Antikdrpers gerichteten
sekundéren Antikérper in Blockpuffer fir 1 Stunde abgedunkelt bei Raumtemperatur unter
Schwenken inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit Waschpuffer und ein
abschlieBender Waschschritt mit PBS fur jeweils 5 Minuten. Die auf der Membran am
primaren Antikérper gebundenen mit IRDye800 oder Cy5.5 markierten sekundéren
Antikdrper wurden mit einem lasergestitzten Scansystem (Odyssey Infrared Imaging
System) bei 800 nm (fir IRDye800) oder 700 nm (fir Cy5.5) Kanal detektiert. Die
Auswertung der Scans erfolgte mit der Software Odyssey Version 2.0.

4243 Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

Mit der Methode der Chromatin-lImmunprazipitation wird untersucht, ob bestimmte
Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNA-Promotorregionen binden. Hierzu wurde nach
entsprechender Stimulationszeit der Zelliberstand von in Ts-Kulturflaschen stimulierten
Zellen abgesaugt und die Zellen mit 10 ml warmer Fixierlésung fir 1 Minute bei
Raumtemperatur inkubiert. Auf diese Weise wird der Transkriptionsvorgang gestoppt und
die zu diesem Zeitpunkt bestehenden Protein-DNA-Bindungen fixiert. Die nachfolgenden
Arbeiten erfolgten zum Schutz der Proteine auf Eis und mit 4 °C kalten Substanzen. Nach
Inkubation wurde die Fixierlésung wieder abgesaugt und die Zellen mit 10 ml kalter
Neutralisationslésung gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen in 10 ml kaltem PBS
mit einem Plastikschaber mechanisch vom Boden der Kulturflasche abgelést, in ein 15 ml
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Zentrifugenréhrchen tberfahrt und fir 5 Minuten bei 4 °C und 1200 U/min zentrifugiert.
Daraufhin wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet erneut in 10 ml
kaltem PBS gewaschen und fur 5 Minuten bei 4 °C und 1200 U/min zentrifugiert. Nach
vorsichtigem Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 2 ml RIPA-Puffer unter
frischer Zugabe von 20 pl Aprotinin zur Zelllyse resuspendiert. Vorbereitend fur die
Immunpréazipitation wurde die DNA des Zelllysates fragmentiert. Hierzu wurde das
Zelllysat auf Eis 4-mal jeweils fur 1 Minute mit der Sonde Bandelin Sonoplus bei 50 %
Power sonifiziert, wobei nach jedem Sonifizierungsschritt 1 Minute pausiert wurde. Zur
Entfernung verbleibender Zelltrimmer wurde das sonifizierte Zelllysat fir 20 Minuten bei
4°C und 13000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die weitere
Immunpréazipitation zu 250 pl in 1,5 ml ReaktionsgefaBe bzw. fir die Input-Kontrolle zu
50 pl in 0,5 ml ReaktionsgefaBe aliquotiert und nicht bendtigte Aliquots einschlieBlich
derer flr die Input-Kontrolle bei -80 °C weggefroren. Fir die Immunprazipitation wurde der
gegen das zu untersuchende Protein gerichtete Antikérper in entsprechender
Konzentration zu 250 pl Lysat hinzugegeben und im Drehinkubator Gber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Am Folgetag wurde dem Lysat zur Bindung des Antikérper-Proteinkomplexes je
20 pl Protein A und G Agarose suspendiert in 60 pl RIPA-Puffer hinzugegeben und im
Drehinkubator fir 1 Stunde bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Agarose mit den
an sie gebundenen Immunkomplexen (Antikérper-Protein-DNA-Komplexe) durch
Zentrifugation fir 1 Minute bei 4 °C und 13000 U/min pelletiert und der Uberstand
vorsichtig abgesaugt. Daraufhin folgten in der Reihenfolge zwei Waschschritte mit je 1 ml
kaltem RIPA-Puffer, ein Waschschritt mit 1 ml kaltem High-Salt-Puffer, ein Waschschritt
mit 1 ml kaltem RIPA-Puffer und ein Waschschritt mit 1 ml raumtemperiertem TE-Puffer.
Nach jedem Waschschritt auBer nach dem letzten wurden die Agarose-Immunkomplexe
fir 1 Minute bei 4°C und 13000 U/min herunterzentrifugiert und nachfolgend der
Uberstand vorsichtig abgesaugt. Nach dem letzten Waschschritt mit TE-Puffer erfolgte die
Zentrifugation fiir 1 Minute bei Raumtemperatur und 13000 U/min und der Uberstand
wurde dann abgesaugt. Durch den Wechsel der Salzkonzentrationen in den
Waschpuffern wurde ein GroBteil der Verunreinigungen und unspezifischen Bindungen
entfernt. Durch Zugabe von 55 pl Eluierungspuffer und Erwdrmung im Heizschuttler fir
15 Minuten bei 30 °C und 1200 U/min sowie nachfolgender Abzentrifugation fir 1 Minute
bei Raumtemperatur und 13000 U/min wurden die Immunkomplexe wieder von der
Agarose abgeldst. Im Anschluss wurden 50 pl des Uberstandes, das die Immunkomplexe
enthalt, abgenommen und mit 150 pl TE-Puffer versetzt. Die bisher unbehandelten 50 pl
Lysate fur die Input-Kontrolle wurden ebenfalls mit 150 pl TE-Puffer und zusatzlich 5 pl
10%igem SDS versetzt. Zur Isolierung der DNA wurde das Eluat mit den
Immunkomplexen und die Lysate fur die Input-Kontrolle mit 1 ul RNAse A fir 30 Minuten
bei 37 °C und nach Zugabe von 5 pl Proteinase K fir mindestens weitere 6 Stunden bei
37 °C inkubiert. Ein vollstandiger Verdau erfolgte anschlieBend im Thermal Cycler fur
6 Stunden bei 65 °C. Nach dem RNA- und Proteinverdau wurde die DNA mit Hilfe des
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PCR Purification Kits (Qiagen) gemaB Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Die auf diese
Weise isolierte DNA wurde mit entsprechenden Promotor-Primern durch semiquantitative
PCR (siehe Kapitel 4.2.3.1.3) amplifiziert und per Gelelektrophorese (siehe Kapitel
4.2.3.1.4) aufgetrennt bzw. nachgewiesen.

4.2.4.4 Statistik

Die gezeigten Daten wurden als Mittelwert (+ standard error of the mean (SEM)) von
mindestens drei unabhangig voneinander durchgefihrten Experimenten dargestellt. Die
statistische Auswertung erfolgte anhand des One way analysis of variance (ANOVA)- und
des Newman Keuls post-Tests. Unterschiede wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von weniger als 5 % (p<0,05), 1 % (p<0,01) und 0,1 % (p<0,001) als signifikant betrachtet
und die Signifikanzen p<0,05 mit einem Stern (*), p<0,01 mit zwei Sternen (**) und
p<0,001 mit drei Sternen (***) markiert. Zur Erstellung der Diagramme und flir die
Berechnung der Mittelwerte, Mittelwertabweichungen und Signifikanzen wurde das
Programm GraphPad PRISM 5.0 verwendet. Fur die Abbildungen von Western Blot-,
semiquantitativer PCR- und ChlIP-Analysen wurden jeweils reprasentative Gele aus
mindestens drei unabhangig voneinander durchgefihrten Versuchen mit gleichem
Ergebnis gewahilt.
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Das humane B-Defensin-3 (hBD-3) gehdért zu den AMP des Menschen, welches in der
Familie der humanen B-Defensine die starkste antimikrobielle Wirkung gegen ein breites
Erregerspektrum besitzt und verglichen mit anderen humanen AMP auch unabhéngig von
der Salzkonzentration antimikrobiell aktiv ist [223, 230]. Die Epithelzellen der Atemwege
und Lunge sind nach inflammatorischer oder infektiéser Aktivierung in der Lage hBD-3
freizusetzen, was einen ersten moglichen Abwehrmechanismus des Wirtes darzustellen
scheint [234]. Bislang ist Uber die Expression und Funktion von hBD-3 bei der Infektion
von respiratorischem Epithel mit M. catarrhalis nichts bekannt und wurde daher in der
vorliegenden Arbeit untersucht.

5.1 Humanes B-Defensin-3 (hBD-3) zeigt antimikrobielle Aktivitat
gegenliber M. catarrhalis

Zur Untersuchung der antimikrobiellen Wirksamkeit von hBD-3 gegenuber M. catarrhalis
wurden die Wildtypstamme M. catarrhalis O35E und M. catarrhalis ATCC 25238 jeweils
mit steigender Konzentration (1 pg/ml und 10 pg/ml) von rekombinantem hBD-3 inkubiert.
Nach 0,5, 1 und 2 Stunden wurden die Moraxellen ausplattiert und ihre gewachsenen
Kolonie-bildenden Einheiten (CFU) nach ca. 12 Stunden beurteilt. Als Positivkontrolle
wurde parallel 200 pg/ml Imipenem eingesetzt, das als Reserveantibiotikum eine
nachgewiesene potente antimikrobielle Wirkung gegeniber M. catarrhalis besitzt [96, 97].
Die Inkubation der Versuchsansatze im AMP-Empfindlichkeitstest erfolgte in PBS, um
einerseits in diesem bakteriostatischen Medium ein durch mdgliches Wachstum der
Bakterien verandertes Ergebnis auszuschlieBen [316] und andererseits in dieser
physiologischen (isotonischen) Pufferlésung maogliche pH-abhangige Aktivitdten von
hBD-3 zu vermeiden [238].

Wie die Abbildungen 5.1A-C zeigen, hatte die Zugabe von rekombinantem hBD-3
(rhBD-3) eine deutliche Reduktion der Moraxellen-Bakterienkolonienzahl zur Folge.
Bereits die Gabe von 1 pg/ml rekombinantem hBD-3 (rhBD-3) fuhrte bei beiden
Moraxellen-Wildtypstdmmen schon nach 0,5 Stunden zur signifikanten Reduktion
(p<0,001) der Bakterienkolonienzahl von um mehr als die Halfte des Ausgangswertes des
gleichen Zeitpunktes (Abbildung 5.1A und 5.1B). Auch nach 1 und 2 Stunden
Inkubationszeit mit 1 pg/ml rhBD-3 verringerte sich die Bakterienkolonienzahl beider
Wildtypstamme in &hnlichem MaBe signifikant weiter (p<0,001) verglichen mit den
entsprechenden Kontrollwerten. Die Inkubation mit 10 ug/ml rhBD-3 zeigte zu allen
Messzeitpunkten eine signifikante Reduktion (p<0,001) der Bakterienkolonienzahl, welche
nahezu gleichwertig zu der signifikanten  Verminderung  (p<0,001) der
Bakterienkolonienzahl bei Inkubation mit 200 pg/ml Imipenem verlief. Nach 2 Stunden
Inkubation mit 10 pg/ml rhBD-3 sank die Bakterienkolonienzahl jeweils beider Moraxellen-
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Wildtypstdmme &hnlich der Inkubation mit Imipenem sogar auf Werte um 0 %. Die
Abbildung 5.1C zeigt eine nach 2 Stunden Inkubationszeit mit rhBD-3 in steigenden
Konzentrationen oder mit Imipenem reprasentative Auswertung der M. catarrhalis O35E-
Kolonien auf den Agarplatten in absoluten Zahlen, welche visuell oben beschriebene
Reduktion der Bakterienkolonienzahl durch rhBD-3 verdeutlicht.

A B
= M. c. O35E = M. c. ATCC 25238
- M. c. O35E + 1 pg/ml rhBD-3 - M. c. ATCC 25238 + 1 pg/ml rhBD-3
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Abbildung 5.1A—C: Antimikrobielle Aktivitdt von hBD-3 gegenliber M. catarrhalis

M. catarrhalis (M. ¢.) O35E (A und C) und M. catarrhalis ATCC 25238 (B) (10* CFU/ml) wurden jeweils mit
steigenden Konzentrationen (1 und 10 pg/ml) von rekombinantem hBD-3 (rhBD-3) oder mit Imipenem
(200 pg/ml) in PBS fir 0,5, 1 und 2 Stunden flir einen AMP-Empfindlichkeitstest inkubiert, 100 ul des
jeweiligen Versuchsansatzes ausplattiert und die Kolonie-bildenden Einheiten (CFU) ausgezéhlt. Die
dargestellten Ergebnisse in Abbildung 5.1A und B reprasentieren Mittelwerte (= SEM) der CFU in [%] von drei
unabhangigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,001) im Vergleich zu den
Kontrollwerten ohne rhBD-3 bzw. Imipenem sind mit drei Sternen gekennzeichnet. In der Abbildung 5.1C ist
ein reprasentatives Ergebnis des AMP-Empfindlichkeitstests mit M. c. O35E-Wildtypstamm nach 2 Stunden in
absoluten Zahlen aus vier unabh&ngigen Experimenten gezeigt.
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5.2 M. catarrhalis induziert zeit- und dosisabhédngig die hBD-3-
Expression in humanen respiratorischen Epithelzellen

Um zu bestimmen, ob M. catarrhalis eine zeitabhdngige hBD-3-Expression in
respiratorischem Epithel induziert, wurden primére Bronchialepithelzellen (PBEC) sowie
die Epithelzelllinen BEAS-2B und A549 fur die spatere Untersuchung mittels RT-PCR 1,
4, 12 und 24 Stunden bzw. fir die weitere Untersuchung mittels ELISA 12 und
24 Stunden mit dem M. catarrhalis-Wildtyp O35E in einer Konzentration von 10° CFU/ml
stimuliert. Als Positivkontrolle fir die Sekretion von hBD-3 erfolgte eine Stimulation mit
TNF-a (50 ng/ml) und IL-1B (10 ng/ml) [263] flr 24 Stunden zum spateren Nachweis per
ELISA. Nach der Zellinfektion mit M. catarrhalis wurde die Expression des hBD-3-Gens
auf mRNA-Ebene mit spezifischen Primern semiquantitativ in der RT-PCR nachgewiesen.
Als Kontrolle fir den gleichméBigen Einsatz der mRNA-Gesamtmenge in allen
Reaktionen wurde parallel das konstant exprimierte GAPDH-Gen auf mRNA-Ebene mit
spezifischen Primern detektiert. Auf Proteinebene wurde die Sekretion des hBD-3 in den
Zellkulturiberstanden mittels spezifischem ELISA quantifiziert.

Die Abbildungen 5.2A—-C zeigen eine zeitabhdngige Expression der hBD-3-mRNA in
PBEC (Abbildung 5.2A), BEAS-2B- (Abbildung 5.2B) und A549-Zellen (Abbildung 5.2C)
nach Infektion mit M. catarrhalis O35E. Bereits 1 Stunde nach Stimulation aller drei
Zelllinien mit 10° CFU/ml M. catarrhalis O35E war im Vergleich zu den unstimulierten
Zellen jeweiliger Zelllinien eine Zunahme der hBD-3-Expression auf mRNA-Ebene zu
beobachten, die bis zum zuletzt gemessenen Zeitpunkt von 24 Stunden kontinuierlich
anstieg.

Die Abbildungen 5.2D-F zeigen die deutliche zeitabhangige Proteinsekretion von hBD-3
in PBEC (Abbildung 5.2D), BEAS-2B- (Abbildung 5.2E) und A549-Zellen (Abbildung 5.2F)
nach Infektion mit 10° CFU/m| M. catarrhalis O35E. Eine signifikante Erhéhung (p<0,001)
der hBD-3-Sekretion war in PBEC (Abbildung 5.2D) und A549-Zellen (Abbildung 5.2F)
nach 12 Stunden Moraxelleninfektion im Vergleich zu der jeweils geringen Basalsekretion
sichtbar und steigerte sich nach 24 Stunden Infektionszeit nochmals deutlich. In BEAS-
2B-Zellen war ebenfalls nach 12 Stunden Infektion mit M. catarrhalis eine signifikante
Induktion (p<0,01) der hBD-3-Produktion verglichen zur niedrigen Basalsekretion
erkennbar, die sich nach 24 Stunden Moraxelleninfektion sogar noch weiter in der
Signifikanz (p<0,001) erhéhte (Abbildung 5.2E). Die Menge der hBD-3-Sekretion nach
24-stindiger Stimulation mit TNF-a und IL-18 war in allen drei Zelltypen ungeféhr
vergleichbar mit der hBD-3-Produktionsmenge nach 12-stiindiger Moraxelleninfektion der
jeweiligen Zelllinien. Die zeitabhangige Zunahme der hBD-3-Sekretion nach Infektion mit
M. catarrhalis O35E war zwar in allen drei Zelltypen qualitativ vergleichbar, jedoch zeigte
sich ein deutlicher quantitativer Unterschied innerhalb der Zelllinien. Hierbei wiesen die
PBEC (Abbildung 5.2D) eine ca. 2,5-fach hdhere hBD-3-Sekretion nach Infektion
verglichen mit BEAS-2B-Zellen (Abbildung 5.2E) und eine ca. 1,3-fach héhere hBD-3-
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Produktion im Vergleich zu A549-Zellen (Abbildung 5.2F) auf. Auch die Basalsekretion
von hBD-3 fiel bei PBEC héher aus als in den BEAS-2B- und A549-Zellen. Die BEAS-2B-
Zellen (Abbildung 5.2E) zeigten die quantitativ niedrigste zeitabhéngige hBD-3-Produktion
nach Infektion mit M. catarrhalis O35E.
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Abbildung 5.2A-F: M. catarrhalis induziert zeitabhédngig die hBD-3-Expression in respiratorischen
Epithelzellen

Primare Bronchialepithelzellen (PBEC) (A und D), BEAS-2B-Zellen (B und E) sowie A549-Zellen (C und F)
wurden mit M. catarrhalis (M. c.)-Wildtyp O35E (106 CFU/ml) zeitabhangig infiziert. Als Positivkontrolle wurde
fr 24 Stunden mit TNF-a (50 ng/ml) und IL-1B (10 ng/ml) (T/l) (D—F) inkubiert. Nach 1, 4, 12 und 24 Stunden
wurde einerseits die hBD-3-Expression auf mRNA-Ebene mittels semiquantitativer RT-PCR mit spezifischen
Primern analysiert (A—C). Als Nachweis gleich eingesetzter mMRNA-Gesamtmenge diente die parallele Analyse
der konstant exprimierten GAPDH-mRNA mittels RT-PCR. Die dargestellten RT-PCR-Ergebnisse (A-C) sind
reprasentativ fir jeweils insgesamt drei unabhangige Experimente mit gleichem Ergebnis. Andererseits wurde
nach 12 und 24 Stunden die hBD-3-Produktion auf Proteinebene in den Zellibersténden mittels spezifischem
ELISA quantifiziert (D—F). Die Auswertung der gezeigten ELISA-Ergebnisse (D-F) stellt Mittelwerte (+ SEM)
aus drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Stimulationen dar, in denen die einzelnen Werte je als
Duplikat angelegt waren. Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zum unstimulierten Leerwert sind
mit zwei Sternen (p<0,01) bzw. mit drei Sternen (p<0,001) gekennzeichnet.
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Des Weiteren sollte die konzentrationsabhangige Wirkung auf die Induktion der hBD-3-
Expression im respiratorischen Epithel untersucht werden. Dazu wurden PBEC, BEAS-
2B- und A549-Zellen zur spateren RT-PCR-Analyse mit M. catarrhalis-Wildtypstamm
O35E in den steigenden Konzentrationen 10*, 10°, 10° und 10’ CFU/m fiir 12 Stunden
bzw. zur Analyse mittels ELISA in den Konzentration 10° 10° und 10’ CFU/ml fir
24 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurde die hBD-3-mRNA-Expression mit spezifischen
Primern semiquantitativ per RT-PCR untersucht. Zur Uberpriifung der gleichméaBig
eingesetzten Gesamtmenge an mRNA in den verschiedenen RT-PCR-Anséatzen wurde
parallel eine PCR zum Nachweis des konstant exprimierten Gens GAPDH durchgefihrt.
Die hBD-3-Proteinsekretion wurde in den Zellkulturiberstinden mit Hilfe eines
spezifischen ELISA analysiert.

Die Abbildungen 5.3A-C zeigen eine konzentrationsabhangige Induktion der hBD-3-
mRNA-Expression in PBEC (Abbildung 5.3A), BEAS-2B- (Abbildung 5.3B) und A549-
Zellen (Abbildung 5.3C) nach 12-stlindiger Infektion mit M. catarrhalis O35E. In allen drei
Zelllinien reichte eine Konzentration von 10* CFU/ml M. catarrhalis O35E aus, um die
Expression von hBD-3-mRNA zu induzieren, welche mit steigender Infektions-
konzentration (10°, 10° und 10’ CFU/ml) auch weiter stetig zunahm.

Die Abbildungen 5.3D-F dokumentieren die konzentrationsabhangige Produktion des
hBD-3-Proteins in PBEC (Abbildung 5.3D), BEAS-2B- (Abbildung 5.3E) und A549-Zellen
(Abbildung 5.3F) nach 24-stiindiger M. catarrhalis O35E-Infektion. Die Infektion mit
10° CFU/ml M. catarrhalis O35E fiihrte in PBEC (Abbildung 5.3D), BEAS-2B- (Abbildung
5.3E) und A549-Zellen (Abbildung 5.3F) jeweils zu einer signifikanten Induktion der
hBD-3-Sekretion verglichen zur niedrigen Basalsekretion der jeweiligen Zelllinien, welche
sich jedoch in der Auspragung ihrer Signifikanz (p<0,5, p<0,01 oder p<0,001) unter den
drei Zelllinen unterschied. Diese durch 10° CFU/ml M. catarrhalis O35E-induzierte hBD-3-
Sekretion erhdhte sich in allen drei Zelllinen bei Infektionsdosen mit 10° und 10’ CFU/ml
M. catarrhalis O35E nochmals jeweils signifikant (p<0,001) (Abbildung 5.3D-F). Die
dosisabhangige Erhéhung der hBD-3-Sekretion nach 24-stiindiger M. catarrhalis O35E-
Infektion erwies sich insgesamt in allen drei Zelltypen als qualitativ vergleichbar.
Allerdings zeigten die PBEC (Abbildung 5.3D) abermals eine quantitativ ca. 2,5-fach
héhere hBD-3-Produktion als BEAS-2B-Zellen (Abbildung 5.3E) sowie eine ca. 1,3-fach
héhere hBD-3-Sekretion als A549-Zellen (Abbildung 5.3F) nach Moraxelleninfektion. Die
BEAS-2B-Zellen (Abbildung 5.3E) zeigten auch in der konzentrationsabhangigen
Untersuchung der hBD-3-Sekretion nach 24-stiindiger M. catarrhalis O35E-Infektion die
quantitativ niedrigste hBD-3-Produktion verglichen mit den anderen beiden Zelltypen.
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Abbildung 5.3A-F: M. catarrhalis induziert dosisabhéngig die hBD-3-Expression in respiratorischen
Epithelzellen

Primare Bronchialepithelzellen (PBEC) (A und D), BEAS-2B-Zellen (B und E) sowie A549-Zellen (C und F)
wurden mit M. catarrhalis (M. c.)-Wildtyp O35E dosisabhéngig infiziert. Fir die M. c. O35E-Infektionsdosen
10%,10°, 10° und 10" CFU/ml wurde die hBD-3-mRNA-Expression nach 12 Stunden semiquantitativ durch RT-
PCR mit spezifischen Primern untersucht (A—C). Als Kontrolle fiir den gleichmaBigen mRNA-Einsatz wurde
parallel die konstant exprimierte GAPDH-mRNA mittels RT-PCR nachgewiesen. Die dargestellten RT-PCR-
Ergebnisse (A-C) sind eine reprasentative Auswahl von drei unabh&ngig voneinander durchgefihrten
Stimulationen mit gleichem Ergebnis. Fiir die M. ¢. O35E-Infektionsdosen 10°, 10° und 10" CFU/ml wurde die
hBD-3-Proteinsekretion in den Zellkulturiiberstdnden nach 24 Stunden mittels spezifischem ELISA analysiert
(D-F). Die gezeigten ELISA-Ergebnisse (D—F) stellen den Mittelwert (+ SEM) von drei unabhé&ngigen
Experimenten dar, deren einzelne Werte je als Duplikate angelegt waren. Statistisch signifikante Unterschiede
im Vergleich zur unstimulierten Negativkontrolle sind mit einem Stern (p<0,05), zwei Sternen (p<0,01) bzw.
drei Sternen (p<0,001) gekennzeichnet.
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5.3 Verschiedene M. catarrhalis-Wildtypstamme induzieren die
hBD-3-Expression in humanen Bronchialepithelzellen

Um mdgliche Stammes-spezifische Unterschiede bezlglich der hBD-3-Expression zu
analysieren, wurden BEAS-2B-Zellen mit den drei verschiedenen M. -catarrhalis-
Wildtypstammen ATCC 25238, O46E und O35E jeweils in den Konzentrationen
10° CFU/ml stimuliert. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die hBD-3-Expression auf
mRNA-Ebene mit spezifischen Primern semiquantitativ durch RT-PCR bestimmt. Zur
Kontrolle eines gleichmaBigen Einsatzes der mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die
konstant exprimierte  GAPDH-mRNA mittels spezifischer Primer in der RT-PCR
nachgewiesen. Nach 24 Stunden Infektionszeit wurde die hBD-3-Expression auf
Proteinebene mit Hilfe eines spezifischen ELISA in den Zellkulturiberstanden
quantifiziert.

Wie aus der Abbildung 5.4A hervorgeht, fuhrte die Infektion mit allen drei M. catarrhalis-
Wildtypstammen ATCC 25238, O46E und OS35E zu einer deutlichen Expression der
hBD-3-mRNA in den BEAS-2B-Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen.

Die Abbildung 5.4B zeigt, dass die Stimulationen mit den drei M. catarrhalis-
Wildtypstammen ATCC 25238, O46E und O35E jeweils eine signifikante Induktion
(p<0,001) der hBD-3-Proteinsekretion in den BEAS-2B-Zellen verglichen zu der
Basalsekretion verursachten. Diese jeweils induzierte hBD-3-Produktion unterschied sich
unter den drei M. catarrhalis-Wildtypstdmmen quantitativ nicht signifikant, sondern war fr
alle drei M. catarrhalis-Wildtypstamme vergleichbar hoch in ihrer Konzentration.

A B
*k*k
E *k%
ATCC O46E O35E 2
25238 o 757
)
[a1]
<
507
257
0_

ATCC O46E O35E
25238

Abbildung 5.4A und 5.4B: Vegleich der hBD-3-Expression nach Stimulation mit den M. catarrhalis-
Wildtypstammen ATCC 25238, O46E und O35E in humanen Bronchialepithelzellen

BEAS-2B-Zellen wurden mit den M. catarrhalis-Wildtypstimmen ATCC 25238, O46E und O35E (je
10° CFU/ml) infiziert. Nach 12 Stunden Infektionszeit wurde die hBD-3-mRNA-Expression mit spezifischen
Primern semiquantitativ per RT-PCR untersucht (A). Als Kontrolle zum einheitlichen Einsatz der mRNA-
Gesamtmenge wurde parallel die konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern durch RT-
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PCR bestimmt. Das abgebildete Agarosegel zur Auswertung der RT-PCR (A) reprasentiert ein Resultat aus
drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten mit gleichem Ergebnis. Nach 24 Stunden Infektionszeit wurde
in den Zellkulturiberstédnden die sezernierte hBD-3-Konzentration quantitativ im ELISA gemessen (B). Das
dargestellte ELISA-Ergebnis (B) zeigt den Mittelwert (£ SEM) von drei unabhangigen Versuchen, deren
einzelne Werte jeweils als Duplikate angelegt waren. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,001) im
Vergleich zum unstimulierten Leerwert sind mit drei Sternen gekennzeichnet.

54 Die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression in humanem
respiratorischem Epithel ist von M. catarrhalis-spezifischem
LOS abhangig

Als Nachstes wurde geprift, ob die hBD-3-mRNA-Expression und hBD-3-Proteinsekretion
nach Infektion von humanen Bronchialepithelzellen mit M. catarrhalis von bestimmten
Virulenzfaktoren des Erregers abh&ngig war. Hierzu wurden BEAS-2B-Zellen mit dem
M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E sowie mit der M. catarrhalis O35E-UspA1-defizienten-
Mutante O35E.1, der M. catarrhalis O35E-UspA2-defizienten-Mutante O35E.2,  der
M. catarrhalis O35E-LOS-defizienten-Mutante O35E.IpxA  und mit hitzeinaktiviertem
M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E jeweils in der Konzentration von 10° CFU/ml infiziert.
Nach 12 Stunden Infektionszeit wurde die hBD-3-mRNA-Expression mit spezifischen
Primern semiquantitativ mittels RT-PCR untersucht. Zur Uberpriifung eines einheitlichen
Einsatzes der mRNA-Gesamtmenge wurde zeitgleich die konstant exprimierte GAPDH-
mRNA mit spezifischen Primern in der RT-PCR bestimmt. Auf Proteinebene wurde die
hBD-3-Produktion in den Zellkulturliberstanden nach 24 Stunden Infektionszeit quantitativ
mittels spezifischem ELISA gemessen.

Die Abbildung 5.5A zeigt, dass die hBD-3-mRNA-Expression nach Infektion mit
M. catarrhalis O35E-UspA1-defizienter-Mutante O35E.1 und mit M. catarrhalis O35E-
UspA2-defizienter-Mutante O35E.2 vergleichbar zur hBD-3-mRNA-Expression nach
Stimulation mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E ausfiel. Dagegen war die Expression der
hBD-3-mRNA nach Infektion mit M. catarrhalis O35E-LOS-defizienter-Mutante O35E.IpxA
im Vergleich zu der nach Infektion mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E semiquantitativ
deutlich schwécher. Die hBD-3-mRNA-Expression nach Stimulation mit hitzeinaktiviertem
M. catarrhalis-Wildtyp O35E war hingegen in der RT-PCR-Auswertung semiquantitativ
starker als die hBD-3-mRNA-Expression nach Stimulation mit aktivem lebendem
M. catarrhalis-Wildtyp O35E.

Die Abbildung 5.5B bestatigt auf Proteinebene quantitativ die auf mRNA-Ebene
semiquantitativgewonnen Ergebnisse. Die hBD-3-Produktion nach Stimulation mit
M. catarrhalis O35E-UspA1-defizienter-Mutante O35E.1 und mit M. catarrhalis O35E-
UspA2-defizienter-Mutante O35E.2 unterschied sich jeweils quantitativ nicht signifikant
von der hBD-3-Sekretion nach Infektion mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E, sondern wurde
gleichermaBen induziert. Die Sekretion von hBD-3 nach Infektion mit M. catarrhalis O35E-
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LOS-defizienter-Mutante O35E.IpxA war allerdings signifikant niedriger (p<0,01) als die
hBD-3-Produktion nach Stimulation mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E. Dagegen fiel die
hBD-3-Produktion nach Infektion mit hitzeinaktviertem M. catarrhalis-Wildtyp OS35E
signifikant héher (p<0,001) aus verglichen zur hBD-3-Sekretion nach Stimulation mit
unbehandeltem aktivem M. catarrhalis-Wildtyp O35E.

Insgesamt  demonstrierten die fir die M. catarrhalis O35E-UspA1-defiziente-
Mutante O35E.1 und fur die M. catarrhalis O35E-UspA2-defiziente-Mutante O35E.2
gewonnen Ergebnisse indirekt, dass die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression
unabhangig von den M. catarrhalis-Oberflachenproteinen UspA1 und UspA2 ist.
Wohingegen die fir die M. catarrhalis O35E-LOS-defiziente-Mutante O35E.IpxA und fir
den hitzeinaktivierten M. catarrhalis-Wildtyp O35E beschriebenen Beobachtungen indirekt
den Hinweis daflr lieferten, dass die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression von
hitzestabilem M. catarrhalis-spezifischem LOS abhéangig ist.
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Abbildung 5.5A und 5.5B: Vergleich der hBD-3-Expression nach Infektion mit M. catarrhalis-Wildtyp
O35E, seiner UspA1-, UspA2- sowie LOS-defizienten-Mutante und mit hitzeinaktiviertem M. catarrhalis-
Wildtyp O35E in humanen Bronchialepithelzellen

BEAS-2B-Zellen wurden mit dem M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E sowie mit der M. catarrhalis O35E-
UspA1-defizienten-Mutante O35E.1, der M. catarrhalis O35E-UspA2-defizienten-Mutante O35E.2,  der
M. catarrhalis O35E-LOS-defizienten-Mutante O35E.IpxA und mit hitzeinaktiviertem (hi) M. catarrhalis-
Wildtypstamm O35E (je 10° CFU/ml) infiziert. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die Expression der
hBD-3-mRNA mit spezifischen Primern semiquantitativ via RT-PCR bestimmt (A). Zur Kontrolle des
gleichméaBigen Einsatzes der mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die konstant exprimierte GAPDH-mRNA
mit spezifischen Primern durch RT-PCR nachgewiesen. Das dargestellte RT-PCR-Ergebnis (A) ist eine
reprasentative Auswahl von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Stimulationen mit gleichem
Ergebnis. Nach 24 Stunden Stimulationszeit wurde in den zellfreien Uberstanden das sezernierte hBD-3-
Protein mittels spezifischem ELISA quantifiziert (B). Das dargestellte ELISA-Ergebnis (B) zeigt den Mittelwert
(= SEM) von drei unabhéngigen Experimenten, deren einzelne Werte jeweils als Duplikate angelegt waren.
Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zur Infektion mit M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E sind mit
zwei Sternen (p<0,01) bzw. drei Sternen (p<0,001) markiert.
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Um auch direkt eine mégliche zentrale Rolle von M. catarrhalis-spezifischem LOS fur die
hBD-3-Expression im respiratorischen Epithel genauer zu untersuchen, wurden BEAS-2B-
Zellen mit aufgereinigtem LOS vom Wildtyp O35E und zur Kontrolle mit dem TLR4-
Liganden LPS von Salmonella minnesota R595 [265] jeweils in den aufsteigenden
Konzentrationen 1 und 10 pg/ml stimuliert. Die LOS- und LPS-Zellstimulationen erfolgten
dabei zur Verstarkung der Zellantwort in Anwesenheit von 2 % FCS als Quelle fir TLR4-
akzessorische Molekile und Ko-Rezeptoren [176, 177]. Nach 12 Stunden Stimulationszeit
wurde die Expression der hBD-3-mRNA mit spezifischen Primern semiquantitativ durch
RT-PCR untersucht. Zur Kontrolle eines gleichmaBigen Einsatzes an mRNA-
Gesamtmenge wurde parallel die konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen
Primern per RT-PCR nachgewiesen Die sezernierte hBD-3-Proteinmenge wurde nach
24 Stunden Stimulationszeit im zellfreien Uberstand mittels spezifischem ELISA
quantitativ gemessen.

Wie aus der Abbildung 5.6A hervorgeht, flhrte die Inkubation mit M. catarrhalis O35E-
LOS und Salmonella minnesota R595-LPS jeweils in den zwei eingesetzten
Konzentrationen (1 und 10 ug/ml) zu einer deutlichen Induktion der hBD-3-mRNA-
Expression in den BEAS-2B-Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen.

Die Abbildung 5.6B zeigt, dass die hBD-3-Proteinsekretion nach Stimulation mit
1 ug/ml M. catarrhalis O35E-LOS verglichen zu der geringen Basalsekretion in den BEAS-
2B-Zellen signifikant (p<0,05) induziert wurde und konnte nach Stimulation mit der
héheren Konzentration von 10 pg/ml M. catarrhalis O35E-LOS nochmals signifikant
(p<0,01) gesteigert werden. Eine signifikante Induktion (p<0,01) der hBD-3-Produktion
war auch nach Inkubation mit 1 pug/ml Salmonella minnesota R595-LPS im Vergleich zur
niedrigen Basalsekretion sichtbar und wurde ebenfalls nach Stimulation mit der héheren
Konzentration von 10 pg/ml Salmonella minnesota R595-LPS noch weiter signifikant
(p<0,001) erhéht. Quantitativ war die Menge der hBD-3-Sekretion nach LOS-Stimulation
mit der nach LPS-Stimulation fiir die jeweiligen Stimulationskonzentrationen vergleichbar.
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Abbildung 5.6A und 5.6B: M. catarrhalis induziert die hBD-3-Expression LOS abhangig

BEAS-2B-Zellen wurden mit M. catarrhalis-spezifischem-LOS und zur Kontrolle mit Salmonella minnesota
R595-LPS (je 1 pg/ml und 10 pug/ml) in Anwesenheit von 2% FCS stimuliert. Nach 12 Stunden
Stimulationszeit wurde die hBD-3-mRNA-Expression mit spezifischen Primern semiquantitativ mittels RT-PCR
bestimmt (A). Zur Kontrolle der gleichmé&Big eingesetzten mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die konstant
exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern per RT-PCR nachgewiesen. Das abgebildete Agarosegel
zur Auswertung der RT-PCR (A) reprasentiert ein Resultat aus drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten
mit gleichem Ergebnis. Nach 24 Stunden Stimulationszeit wurde in den Zellkulturiberstanden die hBD-3-
Proteinkonzentration mittels spezifischem ELISA quantifiziert (B). Das dargestellte ELISA-Ergebnis (B) zeigt
den Mittelwert (x SEM) von drei unabhangigen Experimenten, deren einzelne Werte jeweils als Duplikate
angelegt waren. Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zum unstimulierten Basalwert sind mit
einem Stern (p<0,05), zwei Sternen (p<0,01) bzw. drei Sternen (p<0,001) markiert.

5.5 M. catarrhalis-induzierte bzw. M. catarrhalis-LOS-induzierte
hBD-3-Expression ist nicht vom TLR4 abhangig

Nachdem eine LOS-abhangige hBD-3-Expression bei der Infektion mit M. catarrhalis im
respiratorischen Epithel nachgewiesen werden konnte, sollte ermittelt werden, Uber
welche TLR das M. catarrhalis-spezifische LOS erkannt und die Aktivierung der
respiratorischen Epithelzellen vermittelt wird. Bislang konnte einer Studie zufolge der
TLR4 als Rezeptor flir das M. catarrhalis-spezifische LOS in der Aktivierung von humanen
Monozyten zur Expression von membranstédndigen Adh&sionsmolekilen und Zytokinen
identifiziert werden [317]. Daher wurde zunachst untersucht, ob der TLR4 auch als
Rezeptor fiir das M. catarrhalis-LOS in der Aktivierung von humanen respiratorischen
Epithelzellen zur Produktion von hBD-3 eine Rolle spielt. Hierfir wurden A549-Zellen mit
einer TLR4-spezifischen siRNA oder als Negativkontrolle mit einer Kontroll-siRNA (c-
siRNA) transfiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die transfizierten und nicht
transfizierten Zellen mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E und hitzeinaktiviertem M. catarrhalis-
Wildtyp O35E jeweils in der Konzentration von 10° CFU/ml infiziert sowie mit
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M. catarrhalis O35E-spezifischem LOS und als Positivkontrolle mit dem TLR4-Agonisten
LPS von Salmonella minnesota R595 jeweils in der Konzentration von 1 pg/ml stimuliert.
Die LOS- und LPS-Stimulationen erfolgten zur Verstarkung der Zellantwort in
Anwesenheit von 2 % FCS als Quelle fir TLR4-akzessorische Molekile und Ko-
Rezeptoren [176, 177]. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die hBD-3-mRNA-
Expression mit spezifischen Primern semiquantitativ mittels RT-PCR bestimmt. Zur
Uberpriifung des einheitlichen Einsatzes an mRNA-Gesamtmenge wurde zeitgleich die
konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern durch RT-PCR analysiert.
Die Sekretion von hBD-3-Protein wurde nach 24 Stunden Stimulationszeit im zellfreien
Uberstand mit Hilfe eines spezifischen ELISA quantifiziert. Zusétzlich wurde 72 Stunden
nach der Transfektion zur Kontrolle des Knockdowns die Expression von TLR4 nach
Gesamtproteinextraktion mit spezifischem Antikdrper im Western Blot untersucht. Als
Nachweis gleicher Proteinbeladung wurde parallel mit spezifischem Antikérper im
Western Blot das konstant exprimierte Akt-Protein detektiert.

Der Abbildung 5.7A ist zu entnehmen, dass nur die durch LPS induzierte hBD-3-mRNA-
Expression in den TLR4-siRNA-transfizierten Zellen reduziert war im Vergleich zu der in
Kontroll-siRNA-transfizierten  bzw. untransfizieten Zellen. Weder die durch
M. catarrhalis O35E, durch hitzeinaktivierten M. catarrhalis-Wildtyp O35E oder durch LOS
induzierte hBD-3-mRNA-Expression wurde durch Einsatz der spezifischen siRNA gegen
TLR4 beeinflusst.

Die Abbildung 5.7B zeigt, dass die LPS-induzierte hBD-3-Proteinsekretion in den TLR4-
siRNA-transfizierten Zellen verglichen mit der in den Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen
signifikant reduziert (p<0,05) war. Dagegen fihrte die Transfektion mit TLR4-siRNA zu
keinem Einfluss der M. catarrhalis O35E-, der mit hitzeinaktiviertem M. catarrhalis-Wildtyp
O35E- oder der LOS-induzierten hBD-3-Produktion verglichen zur Transfektion mit
Kontroll-siRNA.

Aus der Abbildung 5.7C geht hervor, dass die Transfektion mit spezifischer siRNA gegen
TLR4 in A549-Zellen nach 72 Stunden zu einer deutlichen Herunterregulation des
konstitutiv exprimierten TLR4 auf Proteinebene flihrte, was insgesamt als Bestatigung der
Funktion der eingesetzten TLR4-siRNA galt.

Zusammenfassend zeigten die Versuche, dass zwar die LPS-induzierte hBD-3-
Expression vom TLR4 abhangig ist, aber dass M. catarrhalis bzw. M. catarrhalis-LOS die
hBD-3-Expression im respiratorischen Epithel unabhangig vom TLR4 induzieren.
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Abbildung 5.7A-C: M. catarrhalis-induzierte und M. catarrhalis-LOS-induzierte hBD-3-Expression wird
nicht durch TLR4 vermittelt

A549-Zellen wurden mit Kontroll (c)-siRNA und spezifischer TLR4-siRNA transfiziert und 72 Stunden spater
mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E und hitzeinaktiviertem (hi) M. catarrhalis-Wildtyp O35E (je 10° CFU/mI)
infiziert sowie mit M. catarrhalis O35E-spezifischem LOS und dem TLR4-Agonisten Salmonella minnesota
R595-LPS (je 1 pg/ml) in Anwesenheit von 2 % FCS stimuliert. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die
Expression der hBD-3-mRNA mit spezifischen Primern semiquantitativ via RT-PCR bestimmt (A). Zur
Kontrolle des gleichméaBigen Einsatzes der mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die konstant exprimierte
GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern durch RT-PCR nachgewiesen. Das dargestellte RT-PCR-Ergebnis
(A) ist eine reprasentative Auswahl von drei unabhangig voneinander durchgeflihrten Stimulationen mit
gleichem Ergebnis. Nach 24 Stunden Stimulationszeit wurde in den zellfreien Uberstinden das sezernierte
hBD-3-Protein mittels spezifischem ELISA quantifiziert (B). Das dargestellte ELISA-Ergebnis (B) zeigt den
Mittelwert (£ SEM) von drei unabhangigen Experimenten, deren einzelne Werte jeweils als Duplikate angelegt
waren. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) im Vergleich zum jeweilig stimulierten Kontroll-siRNA-
Wert sind mit einem Stern markiert. 72 Stunden nach Transfektion wurde zur Kontrolle des Knockdowns die
Expression von TLR4-Protein mit spezifischem Antikérper im Western Blot dokumentiert (C). Als Nachweis
gleichmaBiger Proteinbeladung wurde parallel mit spezifischem Antikérper im Western Blot das konstant
exprimierte Protein Akt detektiert. Das gezeigte Western Blot-Ergebnis (C) représentiert einen ausgewahlten
Blot aus drei seperaten Experimenten mit gleichem Ergebnis.
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5.6 M. catarrhalis-induzierte bzw. M. catarrhalis-LOS-induzierte
hBD-3-Expression ist vom TLR2 abhéangig

Aufgrund der im vorherigen Abschnitt gemachten Beobachtungen konnte davon
ausgegangen werden, dass die M. catarrhalis-induzierte bzw. M. catarrhalis-LOS-
induzierte hBD-3-Expression in respiratorischen Epithelzellen von einem anderen
Rezeptor als dem TLR4 vermittelt wird. Da dem TLR2 eine bedeutende Rolle fir die
M. catarrhalis-induzierte Zytokinsekretion zugeschrieben wurde [72] und TLR2 zusatzlich
im Zusammenhang mit der Induktion der hBD-3-Expression in der aktuellen Literatur
beschrieben wurde [235, 267-269], erfolgten zur Charakterisierung einer mdglichen
Beteiligung des TLR2 in der M. -catarrhalis-induzierten hBD-3-Expression im
respiratorischen Epithel weitere RNA-Interferenz-Experimente.

Hierfir wurden A549-Zellen mit einer TLR2-spezifischen siRNA oder als Negativkontrolle
mit einer Kontroll-siRNA (c-siRNA) transfiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurden
die transfizierten und nicht transfizierten Zellen mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E und
hitzeinaktiviertem M. catarrhalis-Wildtyp O35E jeweils in der Konzentration von
10° CFU/ml infiziert sowie mit M. catarrhalis O35E-spezifischem LOS, mit dem TLR2-
Agonisten Pamz;CSK, (P-3-C) als Positivkontrolle und mit dem TLR4-Agonisten
Salmonella minnesota R595-LPS als Negativkontrolle jeweils in der Konzentration von
1 pug/ml stimuliert. Die LOS- und LPS-Stimulationen erfolgten zur Verstarkung der
Zellantwort in Anwesenheit von 2 % FCS als Quelle fir TLR4-akzessorische Molekule und
Ko-Rezeptoren [176, 177]. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die Expression der
hBD-3-mRNA mit spezifischen Primern semiquantitativ durch RT-PCR bestimmt. Zur
Kontrolle des gleichméaBigen Einsatzes an mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die
konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern mittels RT-PCR
nachgewiesen. Die Sekretion von hBD-3-Protein wurde nach 24 Stunden Stimulationszeit
im Zellkulturberstand durch einen spezifischen ELISA quantitativ gemessen. Zusatzlich
wurde 72 Stunden nach der Transfektion zur Kontrolle des Knockdowns die Expression
von TLR2-mRNA mit spezifischen Primern mittels RT-PCR analysiert. Als Nachweis einer
einheitlichen mRNA-Beladung wurde zeitgleich mit spezifischen Primern in der RT-PCR
die konstant exprimierte GAPDH-mRNA bestimmt.

Der Abbildung 5.8A ist zu entnehmen, dass sowohl die durch M. catarrhalis Wildtyp
O35E, durch hitzeinaktivierten M. catarrhalis-Wildtyp O35E, durch M. catarrhalis O35E-
spezifisches-LOS als auch durch die Positivkontrolle Pam;CSK, induzierte hBD-3-mRNA-
Expression in den TLR2-siRNA-transfizierten Zellen reduziert war im Vergleich zur
jeweilig stimulierten hBD-3-Expression in den Kontroll-siRNA-transfizierten bzw.
untransfizierten Zellen. Dagegen wurde die durch die Negativkontrolle LPS induzierte
hBD-3-mRNA-Expression erwartungsgemaf durch den Einsatz der spezifischen siRNA
gegen TLR2 nicht beeinflusst.
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Die Abbildung 5.8B zeigt, dass der Einsatz spezifischer siRNA gegen TLR2 zu einer
signifikanten Reduktion der durch M. catarrhalis Wildtyp O35E (p<0,001), durch
hitzeinaktivierten M. catarrhalis-Wildtyp O35E  (p<0,001), durch M. catarrhalis-
spezifisches-LOS (p<0,05) und durch PamzCSK,; (p<0,001) induzierten hBD3-
Proteinsekretion fuhrte verglichen mit der jeweils stimulierten hBD-3-Produktion in den
Kontroll-siRNA transfizierten Zellen. Dagegen fihrte die Transfektion mit TLR2-siRNA
erwartungsgemanB zu keinem Einfluss der LPS-induzierten hBD-3-Sekretion verglichen
zur Transfektion mit Kontroll-siRNA.

Aus der Abbildung 5.8C geht hervor, dass die Transfektion mit spezifischer siRNA gegen
TLR2 in A549-Zellen nach 72 Stunden zu einer deutlichen Herunterregulation des
konstitutiv exprimierten TLR2 auf mRNA-Ebene fiihrte, was insgesamt die Funktion der
eingesetzten TLR2-siRNA bestétigte.

Zusammenfassend zeigten die Beobachtungen, dass M. catarrhalis bzw. M. catarrhalis-
LOS die hBD-3-Expression im respiratorischen Epithel vom TLR2 abhéngig induziert.
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Abbildung 5.8A-C: M. catarrhalis-induzierte und M. catarrhalis-LOS-induzierte hBD-3-Expression wird
durch TLR2 vermittelt

A549-Zellen wurden mit Kontroll (c)-siRNA und spezifischer TLR4-siRNA transfiziert und 72 Stunden spater
mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E und hitzeinaktiviertem (hi) M. catarrhalis-Wildtyp O35E (je 10° CFU/mI)
infiziert sowie mit M. catarrhalis O35E-spezifischem LOS, dem TLR2-Agonisten PamzCSK4 (P-3-C) und dem
TLR4-Agonisten Salmonella minnesota R595-LPS (je 1 pg/ml) stimuliert. LOS- und LPS-Stimulationen
erfolgten in Anwesenheit von 2% FCS. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die hBD-3-mRNA-
Expression mit spezifischen Primern semiquantitativ via RT-PCR bestimmt (A). Zur Kontrolle des
gleichméaBigen Einsatzes der mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die konstant exprimierte GAPDH-mRNA
mit spezifischen Primern durch RT-PCR nachgewiesen. Das dargestellte RT-PCR-Ergebnis (A) ist eine
reprasentative Auswahl von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Stimulationen mit gleichem
Ergebnis. Nach 24 Stunden Stimulationszeit wurde in den zellfreien Uberstanden das sezernierte hBD-3-
Protein mittels spezifischem ELISA quantifiziert (B). Das dargestellte ELISA-Ergebnis (B) zeigt den Mittelwert
(x SEM) von drei unabhangigen Experimenten, deren einzelne Werte jeweils als Duplikate angelegt waren.
Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zum jeweilig stimulierten Kontroll-siRNA-Wert sind mit
einem Stern (p<0,05), zwei Sternen (p<0,01) bzw. drei Sternen (p<0,001) markiert. 72 Stunden nach
Transfektion wurde zur Kontrolle des Knockdowns die Expression der TLR2-mRNA mit spezifischen Primern
in der RT-PCR bestimmt (C). Zur Uberpriifung einer gleichmaBig eingesetzten mRNA-Gesamtmenge wurde
parallel mit spezifischen Primern per RT-PCR die konstant exprimierte GAPDH-mRNA nachgewiesen. Das
gezeigte RT-PCR-Ergebnis (C) reprasentiert ausgewahlte Agarosegele aus drei seperaten Experimenten mit
gleichem Ergebnis.
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5.7 JNK und ERK1/2 vermitteln die M. catarrhalis-induzierte
hBD-3-Produktion

Der Aktivierung von MAPKs konnte bereits eine bedeutende Rolle in der Regulation der
Zytokinexpression nach Infektion von Bronchialepithelzellen mit M. catarrhalis zugeordnet
werden [318]. AuBerdem wurde die regulatorische Funktion der MAPKs flr die Expression
von hBD-3 in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen [233, 235, 258, 266, 267]. Deshalb
sollte im Folgenden untersucht werden, ob an der M. catarrhalis-induzierten hBD-3-
Expression im respiratorischen Epithel die MAPK p38, ERK1/2 und JNK beteiligt sind.

Dafiir wurden BEAS-2B-Zellen zeitabhangig (15, 30, 60, 120 Minuten) mit 10° CFU/ml
M. catarrhalis-Wildtyp O35E infiziert oder mit TNF-a (50 ng/ml) und IL-18 (10 ng/ml) als
Positivkontrolle  fur 30 Minuten  stimuliert.  AnschlieBend wurde jeweils die
Phosphorylierung der p38 MAPK, ERK1/2 und JNK mittels spezifischer Antikérper im
Western Blot detektiert. Als Nachweis einer gleichméaBigen Proteinbeladung wurde
parallel jeweilig die konstant exprimierte nicht-phosphorylierte Form der MAPK mittels
spezifischer Antikérper im Western Blot nachgewiesen. Nachfolgend wurde untersucht, ob
ein Zusammenhang zwischen der M. catarrhalis-bedingten MAPK-Aktivierung und der
hBD-3-Expression vorliegt. Hierfir wurden BEAS-2B-Zellen vor der Infektion mit dem
p38 MAPK-spezifischen Inhibitor SB202190, dem MEK1/2-spezifischen Inhibitor U0126
als potenten Inhibitor von ERK1/2 und dem JNK-spezifischen-Inhibitor SP600125 jeweils
in einer Konzentration von 10 pM fir 1 Stunde vorinkubiert. Nach der Inkubationsphase
wurden die Zellen mit 10° CFU/ml M. catarrhalis infiziert. Nach 12 Stunden Infektionszeit
wurde die hBD-3-mRNA-Expression mit spezifischen Primern semiquantitativ per RT-PCR
untersucht. Zur Kontrolle eines einheitlichen Einsatzes an mRNA-Gesamtmenge wurde
zeitgleich die konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern durch RT-
PCR bestimmt. Das sezernierte hBD-3-Protein wurde nach 24 Stunden Infektionszeit im
zellfreien Uberstand mit Hilfe eines spezifischen ELISA quantifiziert.

Die Abbildung 5.9A zeigt, dass bereits nach 15-mindtiger Infektionszeit mit M. catarrhalis
die Phosphorylierung der Kinasen JNK, ERK1/2 und p38 MAPK in BEAS-2B-Zellen
erfolgte und sich die Expression dieser phosphorylierten MAPKs bis zum Ende der
Infektionszeit von 120 Minuten noch weiter steigerte. Die Stimulation mit der
Positivkontrolle TNF-a und IL-18 (T/l) fUhrte erwartungsgemaB zu einer deutlichen
Phosphorylierung aller drei untersuchten MAPK in den Zellen.

Der Abbildung 5.9B ist zu entnehmen, dass jeweils die Hemmung von ERK1/2 und JNK
zu einer deutlichen Reduktion der M. catarrhalis-induzierten hBD-3-mRNA-Expression in
BEAS-2B-Zellen fihrte. Dagegen zeigte die Inhibition von p38 MAPK keinen Effekt auf die
M. catarrhalis-induzierte Expression der hBD-3-mRNA.

Aus der Abbildung 5.9C geht hervor, dass durch die jeweilige Hemmung von ERK1/2 und
JNK die M. catarrhalis-induzierte Sekretion von hBD-3 auf Proteinebene signifikant
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reduziert (p<0,001) wurde im Vergleich zur Induktion der hBD-3-Sekretion durch
M. catarrhalis-Infektion ohne Inhibitoren. Die Hemmung von p38 MAPK hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die hBD-3-Produktion nach Infektion mit M. catarrhalis in BEAS-
2B-Zellen verglichen zur M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Sekretion ohne Inhibitoren-
Inkubation.

Insgesamt demonstrierten die Versuche, dass die Infektion von Bronchialepithel mit
M. catarrhalis sowohl die JNK, ERK1/2 und p38 MAPK aktivierte, aber nur die Aktivierung
der MAPKs JNK und ERK1/2 eine regulatorische Rolle in der M. catarrhalis-induzierten
hBD-3-Produktion spielte.
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Abbildung 5.9A-C: JNK und ERK1/2 vermitteln die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression

BEAS-2B-Zellen wurden flr 15, 30, 60 und 120 Minuten mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E (106 CFU/ml) infiziert
und fir 30 Minuten als Positivkontrolle mit TNF-a (50 ng/ml) und IL-13 (10 ng/ml) (T/1) stimuliert. Nach der
Stimulation wurde das Gesamtproteinextrakt mittels spezifischer Antikérper im Western Blot auf die
Phosphorylierung der MAPKs JNK, ERK1/2 und p38 untersucht (A). Zur Kontrolle einer gleichmé&Bigen
Proteinbeladung wurde jeweilig die konstant exprimierte nicht-phosphorylierte Form der MAPK detektiert. Das
gezeigte Western Blot-Ergebnis (A) reprasentiert ausgewahlte Blots aus drei seperaten Experimenten mit
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gleichem Ergebnis. BEAS-2B-Zellen wurden 1 Stunde mit SB202190 (p38 MAPK-Inhibitor), U0126 (MEK1/2-
Inhibitor zur Inhibition von ERK1/2-Aktivierung) und SP600125 (JNK-Inhibitor) (je 10 uM) vorinkubiert und
anschlieBend mit M. catarrhalis (10° CFU/mI) infiziert. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die hBD-3-
mRNA-Expression mit spezifischen Primern semiquantitativ mittels RT-PCR bestimmt (B). Zur Kontrolle der
gleichmaBig eingesetzten mMRNA-Gesamtmenge wurde parallel die konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit
spezifischen Primern per RT-PCR nachgewiesen. Das abgebildete Agarosegel zur Auswertung der RT-PCR
(B) reprasentiert ein Resultat aus drei unabhéngig durchgefihrten Experimenten mit gleichem Ergebnis. Nach
24 Stunden Stimulationszeit wurde in den zellfreien Uberstanden die hBD-3-Proteinkonzentration mittels
spezifischem ELISA quantifiziert (C). Das dargestellte ELISA-Ergebnis (C) zeigt den Mittelwert (x SEM) von
drei unabhangigen Experimenten, deren einzelne Werte jeweils als Duplikate angelegt waren. Statistisch
signifikante Unterschiede (p<0,001) im Vergleich zur M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Proteinsekretion ohne
Inhibitoren-Inkubation sind mit drei Sternen (p<0,001) markiert.

5.8 Die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression ist
unabhangig von NF-kB, aber abhangig von AP-1

Die Immunantwort auf Infektionen mit M. catarrhalis konnte in Verbindung mit einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB gebracht werden [72, 318, 319]. Im hBD-3-
Promotor konnten unter anderem Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren NF-kB
und AP-1 nachgewiesen werden, die beide die Expression von hBD-3 regulieren [232,
272]. Daher wurde abschlieBend untersucht, welche Rolle die beiden
Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 fur die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression
einnehmen.

Zuné&chst wurde die Bedeutung von NF-kB analysiert. Hierfir wurden BEAS-2B-Zellen vor
der Infektion mit dem NF-kB-Inhibitor IKK-NBD in einer Konzentration von 10 uM flr
1 Stunde vorinkubiert. Nach der Inkubationsphase wurden die Zellen mit 10° CFU/ml
M. catarrhalis infiziert. Nach 12 Stunden Infektionszeit wurde die hBD-3-mRNA-
Expression mit spezifischen Primern semiquantitativ mittels RT-PCR untersucht. Zur
Kontrolle eines einheitlichen Einsatzes an mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die
konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen Primern per RT-PCR bestimmt. Das
sezernierte hBD-3-Protein wurde nach 24 Stunden Infektionszeit im zellfreien Uberstand
mit Hilfe eines spezifischen ELISA quantifiziert.

Der Abbildung 5.10A ist zu entnehmen, dass die Inhibierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB keinen Einfluss auf die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-mRNA-Expression hatte.

Die Abbildung 5.10B bestatigt auf Proteinebene die auf Genebene gemachten
Beobachtungen und zeigt, dass sich die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Proteinsekretion
bei Hemmung der NF-kB-Aktivierung quantitativ nicht signifikant (p>0,05)von der
M. catarrhalis-stimulierten hBD-3-Produktion ohne Inhibition von NF-kB unterscheidet.
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Abbildung 5.10A und 5.10B: NF-kB hat keinen Einfluss auf die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-
Produktion

BEAS-2B-Zellen wurden 1 Stunde mit NF-«kB-Inhibitor IKK-NBD (10 uM) vorinkubiert und daraufhin mit
M. catarrhalis (106 CFU/ml) infiziert. Nach 12 Stunden Stimulationszeit wurde die hBD-3-mRNA-Expression
mit spezifischen Primern semiquantitativ mittels RT-PCR bestimmt (A). Zur Kontrolle der gleichmaBig
eingesetzten mRNA-Gesamtmenge wurde parallel die konstant exprimierte GAPDH-mRNA mit spezifischen
Primern per RT-PCR nachgewiesen. Das dargestellte RT-PCR-Ergebnis (A) reprasentiert ein Resultat aus
drei unabhéngig durchgefihrten Experimenten mit gleichem Ergebnis. Nach 24 Stunden Stimulationszeit
wurde in den Zellkulturiiberstdnden die hBD-3-Proteinkonzentration mittels spezifischem ELISA quantifiziert
(B). Das dargestellte ELISA-Ergebnis (B) zeigt den Mittelwert (+ SEM) von drei unabh&ngigen Experimenten,
deren einzelne Werte jeweils als Duplikate angelegt waren. Statistisch nicht signifikante Unterschiede
(p>0,05) im Vergleich zur M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Proteinsekretion ohne IKK-NBD-Inkubation sind
mit n. s. markiert.

Des Weiteren wurde die Rolle des Transkriptionsfaktors c-Jun aus der AP-1-Familie far
die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Expression untersucht. Mittels ChlP-Analyse wurde
die Bindung der AP-1-Untereinheit c-dJun an den hBD-3-Promotor analysiert. Dafur
wurden BEAS-2B-Zellen fiir 0,5, 1, 2 und 4 Stunden mit 10¢ CFU/ml M. catarrhalis-Wildtyp
O35E infiziert, die Zelllysate mit spezifischem Antikdrper gegen c-Jun prazipitiert und die
gebundenen DNA-Sequenzen mit hBD-3-Promotor-spezifischen Primern in der PCR
amplifiziert. Als Nachweis stattfindender Transkription wurde parallel die Rekrutierung der
Polymerase 1l (Pol Il) an den hBD-3-Promotor nachgewiesen, indem die DNA-
Proteinkomplexe mit spezifischem Antikérper gegen Pol Il gebunden wurden und die
entsprechenden DNA-Sequenzen mit hBD-3-Promotor-Primern in der PCR amplifiziert
wurden. Zur Kontrolle fir die gleichmaBige Beladung an Gesamt-DNA wurde die hBD-3-
Promotor-DNA-Sequenz vor der Immunprazipitation im Gesamtzelllysat mit spezifischen
hBD-3-Promotor-Primern via PCR nachgewiesen (Input).
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Die Abbildung 5.11 zeigt, dass nach 0,5 Stunden Infektionszeit mit M. catarrhalis eine
erste Bindung von c-Jun an den hBD-3-Promotor erfolgte. Die Rekrutierung von c-Jun an
den hBD-3-Promotor steigerte sich nach 1 Stunde Infektionszeit deutlich und hielt Gber
den untersuchten Zeitraum an. Parallel konnte in &hnlichem AusmafB die Bindung der
Polymerase Il an den hBD-3-Promotor gezeigt werden, wodurch eine stattfindende
Gentranskription an dem Promotor bestatigt wurde.

Abbildung 5.11: AP-1 reguliert die M. catarrhalis-induzierte
hBD-3-Produktion

c-Jun BEAS-2B-Zellen wurden fir 0,5, 1, 2 und 4 Stunden mit
M. catarrhalis-Wildtyp O35E (106 CFU/ml) infiziert. Mittels ChlIP-

hBD-3 Promotor

Pol Il

Input
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Analyse wurden die Zelllysate mit spezifischem Antikérper
gegen c-Jun prazipitiert und die gebundenen DNA-Sequenzen
mit  hBD-3-Promotor-spezifischen Primern in der PCR
amplifiziert. Zur Kontrolle einer stattfindenden Transkription

wurde mit spezifischem Antikérper gegen Polymerase Il (Pol Il)
prazipitiert und die gebundenen DNA-Sequenzen mit hBD-3-
Promotor-Primern mittels PCR analysiert. Zum Nachweis einer
gleichméaBigen Beladung an Gesamt-DNA wurde die hBD-3-
Promotor-DNA-Sequenz vor Immunprazipitation im Zelllysat mit
hBD-3-Promotor-Primern durch PCR bestimmt (Input). Das
dargestellte PCR-Ergebnis reprasentiert ein Resultat aus drei
unabhangig durchgefihrten Experimenten mit gleichem
Ergebnis.

Zusammenfassend zeigten die Daten, dass AP-1 die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-
Expression vermittelte, wohingegen NF-kB keinen Einfluss auf die M. catarrhalis-
induzierte hBD-3-Produktion hatte.

5.9 ERK1/2 und JNK regulieren die AP-1-Aktivierung fur die
M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Sekretion

Da die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Sekretion, wie in Kapitel 5.7 nachgewiesen, von
der ERK1/2- und JNK-Aktivierung abhangig war, sollte in einem nachsten Schritt die
Bedeutung dieser MAPKs flr die Rekrutierung von der AP-1-Untereinheit c-Jun an den
hBD-3-Promotor analysiert werden. Die Bindung des Transkriptionsfaktors c-Jun an den
hBD-3-Promotor wurde mittels ChIP untersucht. Dazu wurden BEAS-2B-Zellen mit
MEK1/2-spezifischem Inhibitor U0126 als potenten Inhibitor von ERK1/2 und dem JNK-
spezifischen-Inhibitor SP600125 jeweils in einer Konzentration von 10 uM fir 1 Stunde
vorinkubiert und anschlieBend fir 2 Stunden mit 10° CFU/m| M. catarrhalis-Wildtyp O35E
infiziert. Nach der Infektion wurden die Zelllysate mit spezifischem Antikérper gegen c-Jun
prazipitiert und die gebundenen DNA-Sequenzen mit hBD-3-Promotor-spezifischen
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Primern in der PCR amplifiziert. Zur Uberprifung stattfindender Transkription wurde
simultan die Rekrutierung der Polymerase Il (Pol 1l) an den hBD-3-Promotor
nachgewiesen, indem die DNA-Proteinkomplexe mit spezifischem Antikérper gegen Pol |l
gebunden wurden und die entsprechenden DNA-Sequenzen mit hBD-3-Promotor-Primern
in der PCR amplifiziert wurden. Zum Nachweis einer gleichmaBigen Beladung an
Gesamt-DNA wurde die hBD-3-Promotor-DNA-Sequenz vor der Immunprazipitation im
Gesamtzelllysat mit spezifischen hBD-3-Promotor-Primern durch PCR analysiert (Input).

Aus der Abbildung 5.12 geht hervor, dass die Inhibition der MAPKs ERK1/2 und JNK zu
einer deutlichen Verringerung der Bindung von c-Jun an den hBD-3-Promotor nach
Infektion mit M. catarrhalis fihrte. Auch die Rekrutierung der Polymerase Il an den hBD-3-
Promotor nach der Stimulation mit M. catarrhalis war durch die Hemmung der MAPKs
ERK1/2 und JNK deutlich geringer.

Zusammenfassend zeigten die Versuche, dass die MAPKs ERK1/2 und JNK direkt die
AP-1-Aktivierung fir die M. catarrhalis-stimulierte hBD-3-Produktion regulierten.

hBD-3 Promotor Abbildung 5.12: ERK1/2 und JNK aktivieren die
AP-1-Bindung an den hBD-3-Promotor nach
Infektion mit M. catarrhalis

BEAS-2B-Zellen wurden 1 Stunde mit U0126 (MEK1/2-
Inhibitor zur Inhibition von ERK1/2-Aktivierung) und
Input SP600125 (JNK-Inhibitor) (je 10 uM) vorinkubiert und

c-Jun

Pol Il

M. c. O35E - + + + anschlieBend fir 2 Stunden mit M. catarrhalis
uo126 - - + - (106 CFU/ml) infiziert. Mittels ChlP-Analyse wurden die
SP600125 - - - + Zelllysate mit spezifischem Antikdrper gegen c-Jun

prazipitiert und die gebundenen DNA-Sequenzen mit
hBD-3-Promotor-spezifischen Primern in der PCR
amplifiziert.  Zur  Kontrolle einer stattfindenden
Transkription wurde mit spezifischem Antikdrper gegen
Polymerase Il (Pol Il) prazipitiert und die gebundenen
DNA-Sequenzen mit hBD-3-Promotor-Primern mittels
PCR analysiert. Zum Nachweis einer gleichmaBig
eingesetzten Gesamt-DNA wurde die hBD-3-Promotor-
DNA-Sequenz vor Immunpréazipitation im Zelllysat mit
hBD-3-Promotor-Primern durch PCR bestimmt (Input).
Das dargestellte PCR-Ergebnis ist eine reprasentative
Auswahl von drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Versuchen mit gleichem Ergebnis.
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6 DISKUSSION

M. catarrhalis ist ein COPD-assoziierter Erreger, der durch eine chronische Besiedlung
der unteren Atemwege vermutlich die persistierende Inflammation der COPD mit
aufrechterhé@lt und durch akute Infektionen mit einem neuen M. catarrhalis-
Bakterienstamm Exazerbationen der COPD ausldst [35, 39]. Hinsichtlich der weltweit
steigenden Zunahme Antibiotika-resistenter M. catarrhalis-Stamme [79, 93] stellt die
Erforschung koérpereigener antimikrobieller Peptide (AMP) einen Ansatz in Richtung
innovativer alternativer Behandlungssmethoden jenseits géngiger Antibiotika dar, von
denen moglicherweise auch COPD-Patienten profitieren kdnnen. Bisher wurde die
Aktivierung des respiratorischen Epithels bei einer Infektion mit M. catarrhalis im
Zusammenhang mit einer inflammatorischen Zytokinexpression beschrieben [72, 318,
319]. Zu einer effizienten angeborenen Immunabwehr zahlt aber auch die Expression von
humanen antimikrobiellen Peptiden. Dabei kommt dem hBD-3 eine besonders wichtige
Funktion in der epithelialen Immunantwort zu, da es unter den humanen B-Defensinen die
starkste antimikrobielle Aktivitdt gegen ein umfangreiches Erregerspektrum aufweist und
zudem auch salzunempfindlich antimikrobiell wirksam ist [223, 230]. Obgleich in den
letzten Jahren eine hBD-3-Expression nach bakteriellen Infektionen in der Lunge
nachgewiesen werden konnte [234], sind die Funktion und genauen
Regulationsmechanismen der hBD-3-Expression in Bezug auf Infektionen mit
M. catarrhalis im respiratorischen Epithel nicht untersucht worden und waren Gegenstand
dieser Arbeit.

6.1 Das hBD-3 ist gegenuber M. catarrhalis antimikrobiell
wirksam

Die in dieser Arbeit durchgefliihrten AMP-Empfindlichkeitstests zeigten erstmals, dass
rekombinantes hBD-3 eine antimikrobielle Aktivitat gegeniber den M. catarrhalis-
Wildtypstammen O35E und ATCC 25238 besitzt. Dabei war das rekombinante hBD-3 in
einer deutlich niedrigeren Konzentration nahezu genauso bakterizid wirksam gegenuber
den M. catarrhalis-Wildtypstammen wie das in der Therapie von M. catarrhalis-Infektionen
zum Einsatz kommende Reserveantibiotikum Imipenem. Die Fahigkeit zur Bildung einer
stabilen amphipathischen Dimer-Struktur und die hohe positive Nettoladung scheinen fir
die im Gegensatz zu den anderen B-Defensinen salzunempfindliche und fiir die von allen
B-Defensinen am potentesten aktive antimikrobielle Wirkung des hBD-3 verantwortlich zu
sein [223, 239]. Die antimikrobielle Wirksamkeit von hBD-3 konnte somit bereits fir eine
Vielzahl verschiedenster Erreger nachgewiesen werden, wozu zahlreiche gram-positive
und gram-negative  Bakterien  einschlieBlich  nosokomialer  multi-resistenter
Staphylococcus aureus-, Enterococcus faecium- und Pseudomonas aeruginosa-Stamme
sowie auch Pilze wie unterschiedliche Candida-Spezies dazugehdren [230, 238, 240,
241]. Zudem weist das hBD-3 auch eine virostatische Wirkung gegentiber dem Humanen
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Immundefizienz-Virus (HIV) [242, 243], dem Influenza-Virus [244, 244], Herpes-simplex-
Virus (HSV) [245] und Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV) [246] auf. Der klassische
Wirkmechanismus von antimikrobiellen Peptiden wird am besten gegentber Bakterien
beschrieben und beruht auf einer Wechselwirkung mit der bakteriellen Zellmembran, die
eine Permeabilisierung hervorruft, woraufhin das Membranpotential zusammenbricht und
schlieBlich zur Lyse der Bakterien fuhrt [200, 202, 203]. An der initialen Bindung der AMP
an die Bakterienzelle sind elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den positiv
geladenen Peptiden und den negativ geladenen Bestandteilen der Bakterienmembran
beteiligt [200, 202, 203]. Dabei konnte fir das hBD-3 gezeigt werden, dass die
Komposition der Membran-Lipidmatrix die antimikrobielle Aktivitat von hBD-3 bestimmt.
So wurde nachgewiesen, dass das polykationische hBD-3 Lipid-spezifische Interaktionen
mit negativ geladenen LPS-Molekulen der gram-negativen Bakterien Escherichia coli und
Salmonella enterica eingeht [320]. Ob hBD-3 parallel zu diesen Beobachtungen seine
antimikrobielle Aktivitat gegentber M. catarrhalis in einem ersten Schritt auch durch die
Bindung an die LPS-strukturverwandten, LOS-Molekile von M. catarrhalis entfaltet, ist
allerdings bisher nicht bekannt. Fir den Prozess zur Membranpermeabilisierung
existieren einige noch nicht vollstdndig geklarte Theorien. Eine géngige Theorie geht
davon aus, dass sich die AMP aufgrund ihres amphipathischen Charakters in die
zytoplasmatische Phospholipid-Doppelmembran der Bakterien einlagern und durch
Zusammenlagerung mehrerer Peptide entweder nach dem barrel-stave-Modell
Fassdauben-&hnliche Kanale oder nach dem toroidal-pore-Modell Wurmloch- bzw. Torus-
ahnliche Poren bilden [200, 204, 205]. Eine andere Theorie basiert auf dem carpet-Modell
und beschreibt, dass die AMP die Bakterienmembran wie einen Teppich groBflachig
bedecken, bis sie nach Erreichen einer Schwellenkonzentration ungeordnet in die
Membran eindringen, voribergehend Poren formen kdénnen und letztlich unter Ausbildung
von Mizellen die bakterielle Membranintegritat komplett aufheben [200, 206]. Fir das
hBD-3 konnte bisher in Abh&angigkeit der Lipid-spezifischen Interaktionen und einer damit
verbundenen Eindringtiefe in die Bakterienmembran ein carpet-ahnlicher Mechanismus
zur Membranpermeabilisierung gezeigt werden [320]. Bei einigen AMP wurde neben der
Interaktion mit der Bakterienmembran eine Interaktion mit intrazellularen Proteinen und
Nukleinsduren der Bakterienzelle einhergehend mit der Inhibition Uberlebenswichtiger
Zellstoffwechselprozesse als antimikrobieller Wirkmechanismus beschrieben [200, 203].
Auch  for hBD-3 wurde postuliert, dass es nach einer transienten
Membranpermeabilisierung moglicherweise Uber die entstandenen La&sionen ins
Bakterienzellinnere gelangt, um dort mit intrazelluldren Zielstrukturen zu interagieren, was
letztlich zum Untergang der Bakterienzelle fihren kénnte. Allerdings konnte hierfir bisher
kein direkter Nachweis erbracht werden [320]. Die Daten dieser Arbeit ergaben bereits
nach 0,5 Stunden einen antimikrobiellen Effekt von rekombinantem hBD-3 gegenuber
M. catarrhalis und lassen daher die Schlussfolgerung zu, dass das hBD-3 die
untersuchten M. catarrhalis-Wildtypstdmme O35E und ATCC 25238 eher durch schnelle
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direkte dauerhafte Membranpermeabilisierung via Porenformation und/oder Auflésung der
Membran in einzelne Mizellen totet als Uber den komplex lIangeren Vorgang bei Eingriff in
den intrazelluldren Bakterienzellstoffwechsel.

6.2 M. catarrhalis  induziert die hBD-3-Expression in
respiratorischem Epithel

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass nach Stimulation
mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E eine zeit- und dosisabhangige Expression von hBD-3 in
primdren Bronchialepithelzellen (PBEC), BEAS-2B-Zellen und A549-Zellen stattfand.
Dabei zeigten die PBEC nach Infektion mit M. catarrhalis eine ca. 2,5-fach héhere hBD-3-
Sekretion als die BEAS-2B-Zellen und eine ca. 1,3-fach héhere hBD-3-Produktion als die
A549-Zellen. Ein unterschiedliches Reaktionsverhalten von priméren Zellen im Vergleich
zu etablierten Zelllinien wurde schon in anderen Zusammenhangen beschrieben [321]
und spiegelt sich in dieser Arbeit somit in einer quantitativ hdheren Expression von hBD-3
in primaren Bronchialepithelzellen wider. Allerdings war die hBD-3-Sekretion nach der
Stimulation mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E in allen drei verwendeten Zelltypen des
respiratorischen Epithels qualitativ miteinander vergleichbar. Aus diesem Grunde wurden
wegen der Empfindlichkeit und der Schwierigkeiten in der Gewinnung sowie Anzucht der
primaren Bronchialepithelzellen fir die weiteren Versuche dieser Arbeit die etablierten
Zellinen  humane  Bronchialepithelzellinie  BEAS-2B und  humane  Typ Il
Alveolarepithelzellline A549 verwendet. Zudem konnte in dieser Arbeit dargelegt werden,
dass die unterschiedlichen M. catarrhalis-Wildtypstdmme O35E, ATCC 25238 und O46E
keine signifikanten Stammes-spezifischen Unterschiede bezlglich der hBD-3-Produktion
in Bronchialepithelzellen aufwiesen. Somit scheint die hBD-3-Freisetzung eine Ubliche
Antwort von respiratorischen Epithelzellen auf eine Infektion mit M. catarrhalis zu sein.
Diese Schlussfolgerung wird auch durch eine Studie von Ishimoto et al. unterstitzt, aus
der hervorging, dass Patienten mit einer bakteriellen Pneumonie eine erhdhte
Konzentration von hBD-3 im Respirationstrakt und Serum aufzeigten [234]. Die Studie
wies zudem parallel eine ausgepragte antimikrobielle Wirksamkeit von hBD-3 gegenlber
Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa nach. Da in
dieser vorliegenden Arbeit wie bereits beschrieben ein deutlicher antimikrobieller Effekt
von hBD-3 gegentber dem Atemwegspathogen M. catarrhalis gezeigt wurde und da das
hBD-3 dartiber hinaus zahlreiche immunmodulatorische Funktionen ausibt [231, 247-
249], kann davon ausgegangen werden, dass dieses humane B-Defensin fur die
Immunantwort bei Infektionen des Atemwegtraktes eine wichtige Rolle spielt.
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6.3 Die Rolle der Virulenzfaktoren von M. catarrhalis in der
M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Produktion

Diese Arbeit ergab, dass die Stimulation von humanen Bronchialepithelzellen weder mit
einer M. catarrhalis O35E-UspA1-defizienten Mutante noch mit einer M. catarrhalis O35E-
UspA2-defizienten Mutante zu einer im Vergleich mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E
veranderten hBD-3-Produktion flhrte. Somit hatten die M. catarrhalis-Oberflachenproteine
UspA1 und UspA2 keinen Effekt auf die hBD-3-Expression. Allerdings zeigte die Infektion
der Bronchialepithelzellen mit der M. catarrhalis O35E-LOS-defizienten Mutante eine
signifikant erniedrigte hBD-3-Expression verglichen zur M. catarrhalis-Wildtyp O35E-
induzierten hBD-3-Sekretion. Umgekehrt konnte durch die Stimulation mit aufgereinigtem
M. catarrhalis-spezifischem LOS die hBD-3-Produktion in humanen Bronchialepithelzellen
induziert werden. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass die M. catarrhalis-induzierte
hBD-3-Sekretion vom Virulenzfaktor LOS abhéngig ist. Interessanterweise flhrte die
Stimulation mit hitzeinaktiviertem M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E zu einer signifikant
héheren hBD-3-Expression verglichen mit dem unbehandelten M. catarrhalis-Wildtyp
O35E. Diese Beobachtung verdeutlichte einerseits, dass die Viabilitat des Erregers keine
Rolle fir die hBD-3-Expression spielte, aber auch andererseits, dass vor allem den
hitzestabilen Bestandteilen von M. catarrhalis eine besondere Bedeutung fir die hBD-3-
Produktion zukam. Letztere Schlussfolgerung bestatigte somit abermals die Abhangigkeit
der M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Sekretion von dem LOS, dem hitzestabilen
Hauptbestandteil der &uBeren Membran von M. catarrhalis. Bislang konnte die Stimulation
mit M. catarrhalis-spezifischem LOS mit der Induktion der Expression von interzellularem
Adhésionsmolekul-1 (intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)) auf humanen THP-1
Monozyten sowie mit der Sekretion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-138 und
IL-6 aus humanen THP-1 Monozyten in Verbindung gebracht werden [317]. DarUber
hinaus kommt dem M. catarrhalis-LOS eine entscheidende Rolle fir die Adhasion,
Invasion und Komplementresistenz des Erregers zuteil [73, 125, 126]. Da die hBD-3-
Expression durch Stimulation mit hitzeinaktiviertem M. catarrhalis-Wildtyp O35E
gegeniber dem unbehandelten M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E jedoch deutlich hdher
ausfiel, ist es auch denkbar, dass im Rahmen der Hitzeinaktivierung abgesehen von LOS
noch andere, bisher unbekannte, hitzestabile Komponenten wie Lipide, Polysaccharide
oder hitzestabile Proteine bzw. Enzyme [322] des Erregers freigesetzt werden und an der
Induktion der hBD-3-Expression beteiligt sind. Die Vermutung, dass noch andere
Virulenzfaktoren von M. catarrhalis als dessen LOS die Expression von hBD-3 im
Bronchialepithel induzieren, wird auch dadurch bekréftigt, dass nach der Infektion mit der
M. catarrhalis O35E-LOS-defizienten Mutante die hBD-3-Sekretion zwar signifikant
niedriger im Vergleich zum M. catarrhalis O35E-Wildtyp war, aber nicht bis auf den
Basalwert sank. Es sollten daher diesen Hinweisen folgend zukinftig weiterfihrende
Studien stattfinden, um noch andere Virulenzfaktoren von M. catarrhalis fur ihre
Bedeutung in der hBD-3-Sekretion im Bronchialepithel zu untersuchen. Eine weitere
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denkbare Erklarung fir die beobachtete, gesteigerte hBD-3-Sekretion nach Infektion mit
hitzeinaktiviertem M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E im Vergleich zum lebenden,
unbehandelten M. catarrhalis-Wildtypstamm O35E ist auch, dass letzterer méglicherweise
via eines bisher unbekannten, inhibitorischen Mechanismus aktiv die Induktion der hBD-3-
Expression reduzieren kann, wohingegen dieser postulierte, inhibitorische Mechanismus
durch die Hitzeinaktivierung des Erregers auBer Kraft gesetzt wird. Bislang finden sich
hierzu in der Literatur keine Angaben, so dass zur Unterstitzung dieser Hypothese in
Zukunft fortflhrende Analysen erhoben werden sollten.

6.4 Die Bedeutung von TLRs und anderen Rezeptoren in der
M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Expression

Die bisherigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wiesen eine vom M. catarrhalis-LOS
abhangige hBD-3-Sekretion im respiratorischen Epithel nach. In der Literatur konnte
bislang der TLR4 als Rezeptor fir die Erkennung des M. catarrhalis-spezifischen LOS im
Zusammenhang mit der Aktivierung von humanen THP-1 Monozyten zur Expression von
ICAM-1 sowie den proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, IL-1B und IL-6 identifiziert
werden [317]. Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit in Transfektionsversuchen mit
TLR4-siRNA gezeigt, dass die M. catarrhalis-LOS-induzierte hBD-3-Sekretion in
pulmonalen Epithelzellen unabhangig vom TLR4 war. Stattdessen wurde in der
vorliegenden Arbeit mittels RNA-Interferenz-Versuchen nachgewiesen, dass die
M. catarrhalis-LOS-vermittelte hBD-3-Produktion vom TLR2 abhangig war. Die Detektion
des Erregers M. catarrhalis vom pulmonalen Epithel konnte bereits in vorangegangenen
Studien mit dem TLR2 und einer konsekutiven inflammatorischen Zytokinsekretion in
Verbindung gebracht werden [72]. M. catarrhalis exprimiert zahlreiche hochkonservierte
mikrobielle molekulare Musterstrukturen (PAMPs) wie u. a. die Zellwandkomponenten
Lipoproteine, die im Allgemeinen als TLR2-Liganden gelten [158]. Jedoch erfolgte bislang
kein direkter Nachweis, ob diese PAMPs auch tatsachlich aufgereinigt aus dem Bakterium
M. catarrhalis als typische TLR2-Agonisten fungieren. Dafir zeigte diese hier vorliegende
Arbeit erstmals parallel, dass fir die Detektion des M. catarrhalis-spezifischen LOS von
pulmonalen Epithelzellen der TLR2 eine bedeutende Rolle spielte. Wie in einigen Arbeiten
beschrieben, erkennt TLR2 auch atypische Formen des LPS, die von
Leptospira interrogans [161], Porphyromonas gingivalis [162] und Legionella pneumophila
[163] exprimiert werden. Dabei unterscheiden sich diese atypischen LPS-Formen von den
klassischen LPS-Typen enterobakterieller gram-negativer Erreger vor allem im
strukturellen Aufbau ihrer Lipid A-Komponente durch langere Fettsdure-Ketten und
verschiedene Substituenten der Fettsauren [163]. Das LOS ist mit LPS strukturverwandt.
Dem LOS fehlt jedoch die lange variable O-spezifische Polysaccharidseitenkette mit den
sich wiederholenden Oligosaccharideinheiten, das sogenannte O-Antigen, welches flr
das LPS charakteristisch ist [64, 80, 123]. Ob das Lipid A des M. catarrhalis-LOS
strukturelle Gemeinsamkeiten mit dem Lipid A der atypischen LPS-Formen besitzt,
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wodurch eine Detektion Uber TLR2 erklart werden koénnte, ist bisher unbekannt und
muisste in nachfolgenden Untersuchungen ermittelt werden. Da das M. catarrhalis-LOS
jedoch einer Studie zufolge von humanen THP-1 Monozyten (ber TLR4 erkannt wird
[317] und aus dieser hier vorliegenden Arbeit hervorging, dass es vom pulmonalen Epithel
von TLR2 detektiert wird, spielen mdéglicherweise zusétzlich in Abhéngigkeit des TLR-
Expressionsprofils auch zellspezifische Detektionsmechanismen eine Rolle. So ist der
TLR4 im Gegensatz zur gewdhnlichen zellmembranstédndigen Lokalisation bei den
Immunzellen wie z. B. den Monozyten bei den Atemwegs- und Alveolarepithelzellen
vorrangig intrazellular [172] und auf der basolateralen Membran lokalisiert [167]. Dagegen
wurde TLR2 im Atemwegs- und Alveolarepithel zellmembranstandig nachgewiesen [165-
169] und scheint vermutlich dadurch eine bedeutendere Funktion als der TLR4 fir
extrazelluldre aerogene Erreger zu besitzen. Die Erkennung von verschiedenen
Pathogenen durch TLR2 in unterschiedlichen Zelltypen als Induktion fir die Sekretion von
hBD-3 konnte zudem bereits in anderen Studien nachgewiesen werden [235, 267, 268]
und steht damit in Ubereinstimmung mit den im Rahmen dieser Arbeit erzielten
Ergebnissen.

Da die hBD-3-Sekretion in TLR2-siRNA-transfizierten Zellen nach Infektion mit
M. catarrhalis zwar signifikant erniedrigt war, aber nicht ganzlich bis auf den Basalwert
sank, muss davon ausgegangen werden, dass noch weitere TLRs bzw. allgemein PRRs
oder andere Rezeptoren oder Mechanismen im Zusammenspiel mit TLR2 die
M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Sekretion im respiratorischen Epithel vermitteln. Kurzlich
konnte auch die Aktivierung von TLR5 und TLR9 in Verbindung mit einer erhéhten hBD-3-
Expression in Lungenepithelzellen gebracht werden [267]. Die Aktivierung von TLR9
durch M. catarrhalis-DNA (unmethylierte Cytosin-phosphatidyl-Guanin (CpG)-Motive der
DNA) konnte zumindest in einem anderen Zusammenhang in B-Zellen bereits gezeigt
werden [323]. Wohingegen eine TLR5-Aktivierung durch M. catarrhalis bzw. potenzielle
TLR5-Agonisten aus M. catarrhalis stammend bisher in der Literatur nicht beschrieben
wurden. Da TLR9 und TLRS im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurden, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Produktion neben
TLR2 auch von diesen TLRs abhangig sein kénnte.

M. catarrhalis kommt hauptsachlich extrazellular vor, ist aber zudem in der Lage in
Epithelzellen der Atemwege und des lymphatischen Rachengewebes einzudringen und
somit intrazellular aufzutreten [72-74]. Folglich kénnen an der Erkennung von
M. catarrhalis auch im Zytosol lokalisierte PRRs beteiligt sein. So konnte nachgewiesen
werden, dass die Infektion von Lungenepithelzellen mit M. catarrhalis zu einer NOD1-
abhéangigen inflammatorischen Immunantwort fihrte [72]. Dartber hinaus wurde bestatigt,
dass die hBD-3-Sekretion im Atemwegsepithel Uber NOD1-vermittelte Signalwege
induziert werden konnte [270]. Ob NOD1 neben TLR2 auch fir die M. catarrhalis-
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induzierte hBD-3-Produktion eine Rolle spielt, wurde in dieser vorliegenden Arbeit nicht
untersucht und musste in nachfolgenden Studien adressiert werden.

Interessanterweise belegen mehrere Studien, dass neben der Stimulation von bestimmten
PRRs auBerdem die Aktivierung des EGF-Rezeptors (EGFR) flr die Induktion der hBD-3-
Expression von besonderer Bedeutung ist [233, 258, 260, 264, 266, 271]. Zusatzlich
scheinen die EGFR- und TLR-abhéngigen Signalwege bezlglich der hBD-3-Induktion
auch in direktem Zusammenhang zu stehen. Dementsprechend zeigte kirzlich eine
Studie, dass die durch den TLR4-Agonisten LPS verstérkt induzierte hBD-3-Expression in
oralen Plattenepithelkarzinomzellen Uber eine von TLR4 abhangige EGFR-Aktivierung
vermittelt wird [257]. Auch der Nachweis, dass die durch den EGFR-Liganden TGF-a
stimulierte hBD-3-Bildung in Keratinozyten noch zusétzlich durch die Kostimulation mit
dem TLR5-Liganden Flagellin gesteigert wird, verdeutlicht, dass die EGFR- und TLR-
aktivierten  Signalwege in der hBD-3-Induktion mdglicherweise synergistisch
zusammenwirken [324]. FlOr dieses Zusammenwirken ist wahrscheinlich eine TLR-
abhangige Transaktivierung von EGFR verantwortlich. Hinweise fir einen solch
existierenden Mechanismus lieferte eine Studie von Koff et al., die zeigte, dass die
Stimulation verschiedenster TLRs in Bronchialepithel zur Aktivierung der Metalloprotease
ADAM17  fuhrte, die die Abspaltung von zellgebundenem EGFR-Liganden TGF-a
bewirkte, was letztlich mit nachfolgender EGFR-Transaktivierung und der Induktion einer
inflammatorischen Immunantwort einherging [325]. Auch in Verbindung mit der hBD-3-
Bildung von Speisrdéhrenepithelzellen nach Infektion mit Candida albicans konnte eine
ADAM17-abhéngige Freisetzung des EGFR-Agonisten TGF-a und die anschlieBende
Transaktivierung der EGFR-vermittelten Signaltransduktion nachgewiesen werden [266,
271]. Da der EGFR im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurde, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die hier gezeigte M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Sekretion
das Ergebnis eines Zusammenspiels von TLR2 und EGFR ist.

6.5 Die Bedeutung von MAPKs und anderen Signalkinasen in
der M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Expression

Im Entziindungsprozess ist der intrazellulare MAPK-Signalweg ein wichtiges Bindeglied,
um Rezeptor-detektierte Signale ins Zellinnere zur Aktivierung von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren weiterzuleiten [184]. Die Aktivierung der MAPKs ERK1/2, JNK und
p38 MAPK in Form ihrer Phosphorylierung konnte nach Infektion von Bronchialepithel mit
M. catarrhalis in einer vorherigen Studie [318] und in der hier vorliegenden Arbeit
nachgewiesen werden. Trotz Aktivierung aller drei MAPKs durch M. catarrhalis fhrte nur
die Inhibition von ERK1/2 und JNK im Rahmen dieser Arbeit zu einer Reduktion der
M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Sekretion  im respiratorischen Epithel. In
Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen konnte die
regulatorische Funktion der MAPKs fir die Induktion der hBD-3-Expression in
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verschiedenen Zelltypen bereits in weiteren Studien gezeigt werden. Beispielsweise
wurde beschrieben, dass nach Infektion von Keratinozyten mit Staphylococcus aureus
oder durch dessen Zellwandbestandteil LTA die Induktion der hBD-3-Expression Uber die
p38 MAPK reguliert wurde [235, 235]. Fur die nach Legionellen- und
Pneumokokkeninfektion [267, 268] sowie nach Infektion mit Klebsiella pneumoniae [270]
induzierte hBD-3-Expression im respiratorischen Epithel konnte eine Regulation tber JNK
gezeigt werden. Dagegen wurde beobachtet, dass die hBD-3-Expression in
Magenepithelzellen nach Infektion mit Helicobacter pylori wie in dieser hier vorliegenden
Arbeit in Abhangigkeit von der Aktivitdt von ERK und JNK erfolgte [233]. Nach einer
Infektion von Speiserdhrenzellen mit Candida albicans wurde gezeigt, dass die hBD-3-
Bildung sowohl von den MAPKs ERK, JNK und p38 MAPK abhangig war [266, 271].
Interessanterweise wies eine Studie nach, dass an der Induktion der hBD-3-Produktion in
oralen Epithelzellen nach Stimulation mit dem EGFR-Liganden EGF neben der
Aktivierung von MAPKK MEK1/2 (Stimulator der MAPK ERK1/2) und p38 MAPK
zusatzlich die Aktivierung der Signalkinasen PKC und PI3K beteiligt war [258]. Auch im
Zusammenhang mit der Infektion von Bronchialepithel mit M. catarrhalis konnte eine
Aktivierung von PKC [319] gezeigt werden, wohingegen die PI3K-Aktivitat nach Infektion
mit M. catarrhalis-Wildtyp O35E eher unbeeinflusst blieb [107]. Da die PKC und PI3K in
der hier vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass diese Signalkinasen, insbesondere die PKC, neben den MAPK ERK1/2 und JNK
eine Rolle fir die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Sekretion im Bronchialepithel spielen.

6.6 Die Funktion der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 in
der M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Expression

Die Promotorregion des hBD-3-Gens weist zur Regulation der hBD-3-Expression unter
anderem mehrere Bindungsstellen fir den Transkriptionsfaktor AP-1 [232] sowie im
proximalen hBD-3-Promotorbereich eine Konsensussequenz flir den Transkriptionsfaktor
NF-kB auf [272]. Im Rahmen dieser hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die Inhibition der NF-kB-Aktivitdt keinen Einfluss auf die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-
Sekretion im respiratorischen Epithel hatte. Dagegen wurde festgestellt, dass nach
Infektion von Bronchialepithel mit M. catarrhalis eine Rekrutierung der AP-1-Untereinheit
c-Jun erfolgte. Diese Beobachtungen stehen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
anderer Studien. So wurde die regulatorische Funktion des Transkriptionsfaktors NF-kB
fir die hBD-3-Expression bisher nur in Verbindung nach einer Stimulation mit den
Zytokinen TNF-a und IFN-y beschrieben [272]. Wohingegen in vorangegangenen in vitro
Infektionsmodellen mit unterschiedlichen Zellen und verschiedenen pathogenen Erregern
die hier erzielten Daten unterstitzend eine vom Transkriptionsfaktor AP-1 abhangige
Regulation der hBD-3-Expression nachgewiesen werden konnte [235, 266-268, 271].
Interessanterweise wurde die Infektion des Bronchialepithels mit M. catarrhalis und
konsekutiver Zytokinsekretion bisher nur in Verbindung mit einer Aktivierung von NF-kB
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gebracht [72, 318, 319]. Die Daten der hier erhobenen Arbeit zeigten damit erstmals eine
durch M. catarrhalis-Infektion ausgeldste Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1.
Desweiteren konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass die Inhibition der
Aktivierung der MAPKs ERK1/2 und JNK zu einer Verringerung der Rekrutierung der
AP-1-Untereinheit c-Jun an den hBD-3-Promotor nach Infektion mit M. catarrhalis fihrte,
wodurch deutlich wurde, dass diese MAPKs direkt an der Regulation der AP-1-Aktivierung
fur die M. catarrhalis-induzierte hBD-3-Sekretion beteiligt waren. Diese Ergebnisse gehen
zugleich auch mit den Beobachtungen vorheriger Studien einher, die bestatigen konnten,
dass die MAPKs den Transkriptionsfaktor AP-1 durch entsprechende Phosphorylierung zu
aktivieren vermdgen [194, 195].

6.7 Modell der M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Sekretion im
respiratorischen Epithel

Zusammengefasst ergaben die in der hier vorliegenden Arbeit erhobenen Ergebnisse,
dass die Erkennung des M. catarrhalis-spezifischen LOS durch TLR2 die hBD-3-
Expression in respiratorischem Epithel induzierte. In der intrazellularen Signaltransduktion
zur Regulation der hBD-3-Bildung in Atemwegsepithelzellen nach M. catarrhalis-Infektion
spielte des Weiteren die Aktivierung der MAPKs ERK1/2 und JNK sowie die durch diese
MAPKs vemittelte Aktivierung der AP-1-Transkriptionsfaktoruntereinheit c-dun eine
wichtige Rolle. Zudem konnte gezeigt werden, dass das hBD-3 eine ausgepragte
bakterizide Wirkung gegeniber M. catarrhalis aufwies. Der hier beschriebene
Mechanismus ist modellhaft in der nachfolgenden Abbildung 6.1 veranschaulicht.
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Atemwegs-
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hBD-3

Zytoplasma Nukleus

Abbildung 6.1: Modell zur Regulation der hBD-3-Expression in humanem respiratorischem Epithel
durch die Infektion mit M. catarrhalis

Die Erkennung des M. catarrhalis-spezifischen LOS durch TLR2 vermittelt im respiratorischen Epithel die
hBD-3-Expression. Uber die Aktivierung der MAPKs ERK1/2 und JNK sowie der AP-1-
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Transkriptionsfaktoruntereinheit c-Jun wird die Transkription des hBD-3 reguliert, welches gegeniiber
M. catarrhalis antimikrobiell wirksam ist.

6.8 Mogliche Bedeutung von humanen B-Defensinen in der
COPD

COPD-Patienten weisen im unteren Respirationstrakt gehauft eine bakterielle Besiedlung
mit nicht-typisierbarem Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis und Streptococcus
pneumoniae auf, die im Zusammenhang mit der Verstarkung der fir COPD typischen
chronischen Entzindungsreaktion in den unteren Atemwegen gebracht wird [35, 36].
Zudem sind akute bakterielle Infektionen der distalen Atemwege mit neuen
Bakterienstdmmen der oben genannten Erreger fUr die rezidivierenden Exazerbationen
der COPD verantwortlich [35, 53, 54]. Die gesteigerte Empfanglichkeit fir diese
bakteriellen Infektionen bei COPD-Patienten ist bisher unzureichend geklart, scheint aber
neben einer unzureichenden mukoziliaren Reinigungsfunktion mit einer Stérung des
angeborenen Immunsystems assoziiert zu sein [42]. Mittlerweile deuten unterschiedliche
Beobachtungen darauf hin, dass Veranderungen und Stérungen der Expression oder der
Aktivitat von humanen B-Defensinen zusétzlich mit der Pathogenese der COPD verknupft
zu sein scheinen. Epidemiologisch-genetische Untersuchungen belegten einen
Zusammenhang zwischen bestimmten Einzelnukleotid-Polymorphismen im hBD-1-Gen
und dem Auftreten von COPD [299, 300]. Jedoch sind die Auswirkungen dieser
Polymorphismen auf die Expression und Aktivitdt der humanen B-Defensine bei der
COPD bisher noch unbekannt [202]. Unabhangig von diesen genetischen Variationen
wurde auf RNA-Ebene eine erhdhte hBD-1-Expression im Bronchialepithel von COPD-
Patienten nachgewiesen, die mit der Abnahme der Lungenfunktion assoziiert ist [301].
Interessanterweise wurde zudem gezeigt, dass das Rauchen, der Hauptrisikofaktor fir die
Entstehung der COPD, die Induktion der Expression von hBD-2 im Atemwegsepithel bei
respiratorischen Infektionen supprimiert [302]. Damit einhergehend wurden bei aktuellen
aber auch ehemaligen Rauchern mit einer akuten Pneumonie nur geringe
Konzentrationen von hBD-2 im Rachenspllwasser und Sputum gemessen [302]. Diese
durch das Rauchen verursachte Hemmung einer Erreger-induzierten AMP-Expression
spielt womdglich auch bei aktuell oder ehemals rauchenden COPD-Patienten eine Rolle
und koénnte teilweise den Abwehrdefekt erklaren, der die Betroffenen fir die chronisch
bakterielle Besiedlung der Lunge und fir die akuten Infektexazerbationen der COPD
pradisponiert [302, 303]. Tatsachlich wurde erst kirzlich entdeckt, dass rauchende
COPD-Patienten bereits eine erniedrigte basale hBD-2-Expression in den Epithelzellen
der zentralen Atemwege aufweisen, die mit der Zunahme der Atemwegsobstruktion und
der Anzahlhéhe der Zigaretten-Packungsjahre zusammenhangt sowie mdéglicherweise
eine mikrobielle Absiedlung in die distalen Atemwege und Lunge beglinstigen kann [304].
Ob insbesondere die oben mit hBD-2 beschriebenen Beobachtungen auch fir das in
dieser Arbeit untersuchte hBD-3 zutreffen, ist nicht bekannt und musste in
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weiterflhrenden Studien ermittelt werden. Da die hier vorliegende Arbeit ergab, dass das
hBD-3 gegenuber M. catarrhalis deutlich antimikrobiell wirksam war, kénnte eine Stérung
der hBD-3-Expression bei der COPD fiir die beobachtete chronische Besiedlung oder die
akuten Infektexazerbationen der COPD mit diesem Erreger mitverantwortlich sein.
Interessanterweise konnte in anderem Zusammenhang gezeigt werden, dass
inflammatorische Zustédnde zu einer Veranderung des TLR-Zellexpressionsprofils fihren
kénnen [326]. So wurde auch nachgewiesen, dass Alveolarmakrophagen von Rauchern
und COPD-Patienten im Vergleich zur nichtrauchenden gesunden Kontrollgruppe eine
verminderte Expression des TLR2 aufweisen [327]. Zudem wird TLR4 im
Atemwegsepithel von COPD-Patienten verglichen mit gesunden Probanden niedriger
exprimiert, wahrend fir TLR2 kein verandertes Expressionsmuster im Atemwegsepithel
von COPD-Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden gezeigt wurde [328].
Zwar wiesen die in dieser Arbeit erhobenen Daten nach, dass die M. catarrhalis-induzierte
hBD-3-Sekretion im respiratorischen Epithel unabhangig vom TLR4, aber abhangig vom
TLR2 erfolgte, jedoch wurde nicht ausgeschlossen, dass noch weitere PRRs im
Zusammenspiel mit TLR2 an der hBD-3-Expression nach Infektion mit M. catarrhalis
beteiligt waren. Da in den Transfektionsversuchen mit TLR2-siRNA die M. catarrhalis-
induzierte hBD-3-Bildung nicht génzlich bis auf den Basalwert sank, kann allerdings sehr
wahrscheinlich davon ausgegangen werden, dass noch andere PRRs eine Rolle in der
M. catarrhalis-induzierten hBD-3-Sekretion spielen. Somit kénnte eine veranderte
Expression von weiteren PRRs (auBer des TLR4) im respiratorischen Epithel COPD-
Erkrankter mdglicherweise eine gestdrte hBD-3-Sekretion nach Infektion mit M. catarrhalis
verursachen, was wiederum die beobachtete Kolonisierung und die Infektexazerabation
mit diesem Erreger begilnstigen wirde. Das Expressionsprofil von weiteren PRRs im
respiratorischen Epithel von COPD-Betroffenen ist bisher jedoch noch unbekannt und
musste in weiterfihrenden Studien zur Unterstiitzung obiger These untersucht werden.

6.9 Ausblick — Antimikrobielle Peptide in der Therapie von
Infektionen

Nicht nur die zunehmende Antibiotikaresistenz von M. catarrhalis bzw. insgesamt von
verschiedensten Erregern, sondern auch das gehdufte Auftreten multiresistenter
Pathogene insbesondere bei immunsupprimierten Tumor-, Transplantations- oder HIV-
Patienten macht die Erforschung neuer Therapiemethoden erforderlich. In diesem
Zusammenhang werden vor allem die antimikrobiellen Peptide (AMP) aufgrund ihres breit
gefacherten Erregerspekirums und ihrer zahlreichen immunmodulatorischen Funktionen
als innovative Antibiotika diskutiert [329, 330]. Eine Vielzahl der in den Epithelien
exprimierten AMP ist induzierbar [137]. Somit wéare perspektivisch denkbar, dass vermehrt
Medikamente hergestellt werden, die mdglicherweise gezielt Rezeptor-vermittelt die
kérpereigene Expression von bestimmten epithelialen AMP stimulieren und auf diese
Weise die chemische Barriere auf den Epithelien steigern. Die gezielte Induktion der
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endogenen AMP koénnte damit zu einer bisher noch selten angewandten Methode zur
Prophylaxe und Therapie von Infektionen werden [329]. Bislang konnte flr die zwei
Makrolidantibiotika Erythromycin und Azithromycin, die auch fur die Therapie von
Infektionen mit M. catarrhalis eingesetzt werden kdnnen, gezeigt werden, dass sie
abgesehen von der Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese auch die Expression von
hBD-1 und hBD-2 in Atemwegsepithelzellen induzieren [331]. Die Induktion dieser
Defensinexpression ereignete sich schon mit Antibiotikakonzentrationen, die jedoch allein
keine bakteriostatische Wirksamkeit auf Pathogene hatten [331]. Im Hinblick auf diesen
Wirkmechanismus kénnten somit bereits gangige Antibiotika zur Steigerung der Induktion
der AMP-Expression weiterentwickelt werden, die bei Einsatz in niedrigerer Dosierung
auch die Nebenwirkungswahrscheinlichkeit deutlich minimieren. Zusatzlich ergaben
Studien, dass die hormonell aktive Form von Vitamin D3, die Cathelizidin-Expression im
Bronchialepithel von gesunden Testpersonen und CF-Patienten zu induzieren vermag
[332]. In der Behandlung von Tuberkulose konnten bereits erfolgreiche Daten im
Zusammenhang mit einer Vitamin Ds;-Gabe erhoben werden [333, 334]. In Anbetracht
dessen kdnnten Vitamin D; -Analoga als AMP-Induktoren in Zukunft eine besondere Rolle
in der therapeutischen Anwendung von weiteren respiratorischen Infektionen zuteil
werden.

Abgesehen von der gesteuerten Induktion der endogenen AMP-Expression kénnten
synthetische Derivate der AMP auch direkt als Therapeutika angewendet werden.
Mittlerweile durchlaufen mehrere synthetische Tier-assoziierte und humane AMP-Derivate
die unterschiedlichen klinischen Studienphasen zur Beurteilung der Therapieanwendung
bei Infektionen [329, 330]. So befindet sich bespielsweise von den humanen AMP
derzeitig das Histatin 5-Analogon PAC113 (Pacgen Biopharmaceuticals) in der klinischen
Testphase Il zur Behandlung der oralen Candidose [329, 335]. Die bisherigen Ergebnisse
zum Einsatz synthetischer AMP-Derivate sind insgesamt sehr vielversprechend und
kénnten damit einen wesentlichen Beitrag in der Therapie insbesondere von Infektionen
mit multiresistenen Pathogenen leisten [329, 330].
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8 ANHANG

8.4 Eidesstattliche Versicherung

Ich, Tamara Alice Steiner, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige
Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Die Bedeutung des
humanen B-Defensin-3 flir die Infektion von humanem respiratorischem Epithel mit
Moraxella catarrhalis selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wértlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrdgen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform Requirements for
Manuscripts (URM)* des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu
Methodik  (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische
Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen)
entsprechen den URM (s. 0.) und werden von mir verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer
unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir
bekannt und bewusst.

Ort, Datum Unterschrift (Tamara Steiner)
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