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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prinzipien und natiirliche Verbreitung antibakterieller Substanzen

Antibakterielle Wirkmechanismen sind die wesentlichen Prinzipien mit dem Organismen
ihren Lebensraum behaupten oder ihre Integritat aufrecht erhalten. Sie sind mit héchst
unterschiedlichen Mechanismen und Strukturen in allen Lebensformen verbreitet.
Typische Ansatzpunkte antimikrobieller Wirkungen sind Strukturen, in denen sich der
Zielmikroorganismus vom Produzenten des antibiotischen Prinzips unterscheidet. Zur
Abwehr von Bakterien durch andere Organismen gehéren bakterielle Zellwande und

Membranen sowie Bakterien-spezifische Synthesemechanismen.

Eine groRe Gruppe antimikrobieller Chemotherapeutika, die Uberwiegend aus
Mikroorganismen stammen oder synthetischer Natur sind, haben bakteriostatische und

bakterizide Eigenschaften.

Penicillin, ein B-Lactam urspriinglich aus dem Pilz Penicillium notatum beschrieben, war
das erste Bakterien-spezifische Prinzip, das klinisch zur Anwendung kam [Fleming, 1929].
Aus dem Grundgerust der 6-Amino-Penicillansgure abgeleitete halbsynthetische
B-Lactam-Antibiotika wirken Uber den gleichen Mechanismus antibakteriell. Penicilline
binden an das Penicillin-Binde-Protein, einen typischen bakteriellen Zellwandbestandteil,
der fur das Entstehen der Peptidbindungen in der Zellwand und die Quervernetzung des
Mureins zustandig ist. Wegen zu geringer Mengen des Penicillin-Binde-Proteins
entstehen wahrend des Bakterienwachstums Lasionen in der Zellwand, die Membran
verliert ihre selektive Permeabilitat, kann die Zusammensetzung des Zytoplasmas nicht
mehr regulieren und das Bakterium wird lebensunfahig [Pratt, 1948; Pal, 2008]. Auch
Ampicillin zahlt zu den B-Lactam-Antibiotika; es stort die Zellwandsythese der Bakterien

und destabilisiert die Zellumhillung der betroffenen Mikroorganismen.

Andere bakterizide Stoffe wie die Novobiocin aus dem Aktinomyzeten Streptomyces
niveus hemmen das Enzym DNA-Gyrase, das flr das Verdrillen der DNA-Strange und
damit fir die korrekte DNA-Replikation unverzichtbar ist [Gellert, 1976; Reusser, 1977].
Aminoglykoside wie Streptomycin aus Streptomyces griseus lagern sich so an die
30 S-Untereinheit bakterieller Ribosomen und flihren zur Bildung von nicht-funktionellen
Proteinen [Schatz, 2005].

Bakteriostatische Substanzen wie Tetrazykline und Makrolide hemmen das Wachstum
von Bakterien durch Inhibition der Translation. Tetrazykline wie Aureomycin aus
Streptomyces aureofaciens verhindern die Anlagerung der Transfer-RNA an die
30 S-Untereinheit bakterieller Ribosomen und so die Proteinsynthese [Duggar, 1948].

Makrolide wie Erythromycin aus Saccharopolyspora erythraea binden an die
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50 S-Untereinheiten und blockieren so den Tunnel, durch den die neu gebildeten
Polypeptidketten das Ribosom verlassen [McGuire, 1952]. Die bakterielle
Folsauresynthese ist der Angriffspunkt von Sulfonamiden und von Trimethoprim, die so
die Nukleotidsynthese storen. Sulfonamide sind Strukturanaloga von
p-Aminobenzoesaure, einer Vorstufe von Tetrahydrofolsdure [Domagk, 1957].

Trimethoprim blockiert direkt das Enzym Dihydrofolsaure-Reduktase [Reisberg, 1966].

Die bisher beschriebenen Strukturen und Mechanismen stammen Uberwiegend aus
Mikroorganismen. Auch héhere Organismen verfiigen zum Schutz duerer und innerer
Oberflachen Uber bakteriostatische und bakterizide Prinzipien. Diese Peptide oder
Proteine sind Bestandteil der angeborenen Immunitat und werden Kkonstitutiv oder
induziert exprimiert [Schroder, 1999]. Defensine sind antimikrobielle Peptide, die an der
Zellmembran der Bakterien binden und durch die Bildung von Poren zum Absterben des
Mikroorganismus flihren. Auch ein unmittelbarer Angriff auf die Zellumhillung durch
Defensine bringt die Homdostase des Bakteriums ins Ungleichgewicht [Park, 2005].
Dieser vergleichbare Angriffspunkt von Penicillinen und Defensinen begrindet, weshalb
Ampicillin fir die Etablierung der Methodik zur Bewertung der antibakteriellen Aktivitat von

Defensinen herangezogen werden kann.

1.2 Die epitheliale Barriere

Die Grenzflachen des Organismus, wie zum Beispiel das Epithel des tracheobronchialen
Traktes oder der intestinalen Mukosa kommen standig mit einer groflen Anzahl von
Bakterien in Kontakt. Die Mukosa des Gastrointestinaltraktes stellt mit 200-300 m? die
groflite Kontaktflache des Organismus mit der duReren Umwelt dar und ist ein komplexes
Okosystem bestehend aus intestinalem Epithel, Immunzellen und der natirlichen
Darmflora [Miller, 2005]. Die intestinale Mukosa ist Veranderungen der Temperatur, der
Wasserstoffionen-Konzentration und der Osmolaritdt sowie bakteriellen Produkten
ausgesetzt, die eine lokale oder systemische immunologische Reaktion induzieren
kénnen [Cunliffe, 2004].

Die Integritat der Mukosa wird durch ein System sichergestellt, das aus konstitutiven und
induzierbaren Mechanismen besteht. Ihre Homdostase besteht aus einem Gleichgewicht
von aggressiven und defensiven Faktoren. Das Darmepithel wird durch die physikalische
Barriere, die luminale Sekretion von antibakteriellen Substanzen und seine schnelle
Regenerationsfahigkeit charakterisiert. Der Organismus schiitzt das intestinale Epithel
also auf verschiedenen Ebenen gegen potentiell schadliche Mikroorganismen [Cunliffe,
2004] (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Bestandteile der gastrointestinalen Barriere nach [Jan-Michel, 2003].

Ebene Prinzip Beispiele

Physikalische Barriere intaktes Epithel Tight Junctions,
Gap Juctions

Darmmotilitat

Biochemische Barriere  digestive und pankreatobiliare Magensaure,
Sekretion Gallensaure

sezernierte antimikrobielle Proteine Laktoferrin, Lysozym,
Defensine

weitere sezernierte Proteine Mucine,
Immunglobulin (Ig) A

Zellulare Barriere Gut-Assaociated Lymphoid Tissue

Physiologische intestinale Flora

Die Epithelzellen bilden eine Zellschicht bestehend aus vier Zelltypen: den Enterozyten,
den enteroendokrinen Zellen, den Becherzellen und den Paneth-Zellen. Die Intaktheit des
Epithels wird durch die interzellularen Kontakte wie den Tight Junctions und Desmosomen
gewabhrleistet. Der interzellularen Kommunikation dienen die Gap Junctions [Eckmann,
2005]. Auch die Darmmotilitdt ist Bestandteil der physikalischen Barriere [Jan-Michel,
2003].

Als biochemische Barriere wirken digestive und pankreatobiliare Flussigkeiten,
Gallensduren und eine Reihe konstitutive oder induzierbare Faktoren, wie Mucin,
Laktoferrin, Lysozym, die sekretorische Phospholipase A2 und antimikrobielle Peptide
[Jan-Michel, 2003; Eckmann, 2005]. Alle diese Schutzmechanismen des intestinalen
Gewebes werden Uberwiegend der angeborenen Immunitdt zugeordnet und dienen
letztlich der Kontrolle der mikrobiellen Kolonisation und der Pravention der

transepithelialen Einwanderung von Pathogenen.

Die physikalische Barriere wurde lange als der Hauptmechanismus zum Schutz der
Mukosa gegenuber luminalen Bakterien betrachtet. Das Epithelium hat auch eine aktive
Rolle in der immunologischen Reaktion gegenliber Pathogenen, indem es Zytokine,
Chemokine und antimikrobielle Peptide sezerniert [Neutra, 2001; Porter, 2002; Stadnyk,
2002]. Die intestinalen Epithelzellen sind mit Sensoren ausgertstet, die die Anwesenheit
bakterieller Produkte in ihrer Umgebung detektieren. Diese Sensoren sind bekannt unter
dem Begriff Pattern Recognition-Rezeptoren, die in Toll-like-Rezeptoren (TLR) und

Nucleotide-binding Oligomerization Domain-Proteine unterteilt werden. Diese Rezeptoren
3



Einleitung

erkennen bakterielle Bestandteile, wie Lipopolysaccharid (LPS) aus Gram-negativen
Bakterien sowie Lipoproteine und Peptidoglykane aus Gram-positiven Bakterien
[Sugawara, 2006; Abreu, 2003; Hershberg, 2002].

Die Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und antimikrobiellen Peptiden durch die Zellen
wird Uber die TLR reguliert. Die TLR erkennen spezifische Pathogen-assoziierte
molekulare Muster der Bakterien, Viren, Pilze und einzelligen Parasiten, und erméglichen
die Aktivierung des Immunsystems [Takeda, 2003; Gewirtz, 2003]. Die Interaktion von
TLR mit den spezifischen Pathogen-assoziierten molekularen Mustern fihrt Uber
definierte Signalkaskaden zur Aktivierung des Nuclear Factor-kB. Dieser wiederum
reguliert die Produktion und Sekretion von inflammatorischen Zytokinen wie z.B. von IL-8
[Vora, 2004]. Der TLR-4 und sein akzessorisches Molekiil MD-2 sind verantwortlich fiir die
Identifizierung von LPS an der auleren Membran der Gram-negativen Bakterien. Der
TLR-2 erkennt bakterielle Lipopeptide. In Kombination mit TLR-6 sensibilisiert TLR-2 das
Immunsystem fur Peptidoglykane, Lipoteichonsaure, und den I6slichen Tuberkulose-
Faktor, die Bestandteile von Gram-positiven Bakterien bzw. von Mykobakterien sind
[Vora, 2004].

Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch TLR spielt eine entscheidende
Rolle zum Schutz der Darmmukosa und anderer Grenzflachen des Organismus. Durch
die Sekretion von humanen Defensinen mit ihren direkten antibakteriellen, antiviralen und
antifungalen Eigenschaften werden Infektionen limitiert und die Invasion kommensaler
Bakterien durch die epitheliale Barriere verhindert. Diese antimikrobiellen Peptide werden
von zirkulierenden und epithelialen Zellen produziert. Die Epithelzellen stellen die erste
Verteidigungslinie dar. Die zirkulierenden Zellen sezernieren ihre antimikrobiellen
Faktoren erst nach einer transepithelialen Invasion von Pathogenen [Hecht, 1999]. Die
darauf folgende immunologische Reaktion resultiert in der Freisetzung und Aktivierung
antibakterieller Peptide und der Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, die wiederum
zur Rekrutierung von Leukozyten und weiteren Immunzellen beitragen [Lie vin-Le Moal,
2006]. Freigesetzte Zytokine wirken zusatzlich auf die Expression von antimikrobiellen

Substanzen und die Aktivierung des adaptiven Immunsystems [Shih, 2008].

Die Darmmukosa stellt neben einem physikalischen Hindernis durch die an der
Oberflache befindlichen spezialisierten Zellreihen auch einen Bestandteil des
angeborenen Immunsystems dar. Diese Zellen sezernieren antimikrobielle Peptide und

kontrollieren so aktiv das Wachstum von pathogenen oder apathogenen Bakterien.



Einleitung

1.3 Humane Defensine

Die Sekretion antimikrobieller Peptide gewahrleistet eine sofortige Reaktion auf die
Invasion schadlicher Mikroorganismen ohne die Notwendigkeit eines spezifischen
immunologischen Gedachtnisses. Die Hauptklassen dieser Peptide beim Menschen sind
die Cathelicidine und die Defensine [Lie vin-Le Moal, 2006; Wehkamp, 2007]. Das einzige
Cathelicidin, das bisher beim Menschen identifiziert worden ist, ist das auch LH-37
genannte Human Cationic Protein 18 kDa [Dann, 2007]. Dieses Protein wird von den
Epithelzellen des Magens, des lleums und in den oberflichlichen Krypten des

Kolonepithels exprimiert.

Defensine sind endogene antibiotisch wirksame Peptide, die in zahlreichen
Organsystemen wie Lunge, Haut, Auge, Uro- und Gastrointestinaltrakt vorkommen
[Fellermann, 2001; Dommett, 2005]. Die Defensine sind kationische Peptide aus
30-42 Aminosaureresten und haben Molekulargewichte (M;) von 3-5 kDa. Ihre kodierende
genetische Information befindet sich auf Chromosom 8. Allen gemeinsam ist das
Vorhandensein von drei Disulfidbriicken zwischen verschiedenen Cysteinresten. Die
intramolekulare Position dieser Briicken ermoglicht eine Unterscheidung zwischen

a-Defensinen, B-Defensinen (HBD), und 8-Defensinen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Zuordnung von Defensinen des Menschen nach [Dommett, 2005;
Fellermann, 2001; Schmid, 2004].

Gruppe Defensin Herkunft Expression  Zielorganismen
a HNP-1; -2, Granulozyten
-3, -4
HD-5 Panethzellen induzierbar E. coli, Candida albicans,

Listeria monozytogenes,
Salmonella typhimurium

HD-6 Panethzellen
B HBD-1 Epithelzellen  konstitutiv Gram-negative Bakterien
HBD-2 Epithelzellen  induzierbar ~ Gram-positive/Gram-negative
Bakterien, Candida spec.
HBD-3 Epithelzellen  induzierbar ~ Gram-positive/Gram-negative
Bakterien, Candida spec.
HBD-4 Epithelzellen Gram-positive/Gram-negative

Bakterien, Staphylococcus
carnosus, Pseudomonas
aeruginosa
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Bisher wurden beim Menschen sechs a-Defensine identifiziert. Vier der a-Defensine
wurden in hohen Konzentrationen in den Granula von Granulozyten gefunden, wo sie der
nicht-oxidativen Abtétung phagozytierter Mikroorganismen dienen. Deswegen sind diese
Defensine auch als humane neutrophile Peptide (HNP)-1 bis HNP-4 bekannt [Ganz,
1998]. Der zweite wichtige Produktionsort humaner a-Defensine sind die Paneth-Zellen,
die in den Krypten des Dinndarms lokalisiert sind. Die Paneth-Zellen exprimieren die
a-Defensine HD-5 und HD-6, die eine sehr wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der
intestinalen Mukosa-Barriere spielen [Salzman, 2007]. Sie regulieren die mikrobielle
Dichte im Dinndarm, schitzen die benachbarten Stammzellen in den Krypten und
verhindern die Invasion pathogener Keime [Ayabe, 2000]. Neuere Studien haben gezeigt,
dass ein zusatzlicher im Dinndarm vorhandener Zelltyp, die Becherzellen, auch HD-5
sezerniert [Cunliffe, 2001].

Die Regulation und Expression der humanen Defensine ist gegenwartig Thema intensiver
Forschungen. Die HNP werden in den Promyelozyten im Knochenmark als Propeptide
synthetisiert und als bioaktive Molekile in zirkulierenden Neutrophilen gespeichert [Ganz,
1987]. Im Gegensatz dazu wird das HD-5 in den Granula der Paneth-Zellen zusammen
mit dem Enzym Trypsinogen als ein Propeptid gespeichert, das fur die Aktivierung des
Defensins verantwortlich ist [Ghosh, 2002]. Die Expression der a-Defensine aus den
Paneth-Zellen wird durch eine Reihe von Stimuli getriggert wie LPS, proinflammatorische

Zytokine und cholinerge Agonisten [Ouellette, 2004].

Die HBD-1 bis HBD-4 sind epithelialen Ursprungs und kommen insbesondere in Haut,
Lunge und Darm vor [Schmid, 2004]. Im Darm werden sie von den Epithelzellen der
Krypten, der Lumenoberflache und der Villi im gesamten Diinndarm und Kolon sezerniert
[O’'Neil, 1999]. Das HBD-1 wird im gesamten gastrointestinalen Trakt konstitutiv exprimiert

und dient als Uberwachungsmolekiil der epithelialen Homdostase [Bajaj-Elliott, 2002].

Der Zusammenhang zwischen TLR und der Produktion antibakterieller Peptide wurde
schon in einer Reihe von Studien untersucht. Es wurde gezeigt, dass das Flagellin-
Filament der Salmonella-Enteritis die Produktion von HBD-2 in den intestinalen
Epithelzellen induziert [Takahashi, 2001; Ogushi, 2001]. Durch die Aktivierung von TLR-2
und TLR-4 wird die Produktion von HBD-2 sowohl in den Epithelzellen der Luftwege, im
Darmepithel als auch in den Keratinozyten der Haut reguliert [Birchler, 2001; Wang, 2003;
Kawai, 2002; Hertz, 2003]. Die Defensine HBD-2 und HBD-3 werden erst bei einer
Infektion oder unter anderen inflammatorischen Bedingungen sezerniert [George, 2003;
Zilbauer, 2004; Wehkamp, 2003]. Ihre Expression wird so reguliert, dass diese Molekile
erst im Fall eines entzindlichen Geschehens entstehen. Neben Zytokinen wie IL-18 und

Tumornekrosefaktor-a kénnen auch bakterielle Komponenten wie LPS und Lipoproteine

6
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direkt induzierend wirken [Diamond, 2000; Becker, 2000]. Mittels TLR kommt es in
Epithelzellen Uber den Nuclear Factor-kB zu einer Aktivierung der Transkription von
Defensinen. Nucleotide-binding Oligomerization Domain-Protein-2, ein intrazellularer

Pattern Recognition-Rezeptor, aktiviert den gleichen Signalweg [Siegmund, 2006].

Defensine haben ein sehr breites antimikrobielles Wirkungsspektrum, das Gram-negative
Bakterien wie Escherichia coli (E. coli) oder Vertreter der Gattungen Pseudomonas,
Salmonella, Chlamydia, und Treponema, Gram-positive Bakterien wie Staphylococcus
aureus, saurefeste Stabchen wie Mycobacterium tuberculosis, Pilze wie Candida
albicans, umhiillte Viren wie Herpes-Viren, Protozoen wie Giardia lamblia und das

humane Immundefizienzvirus umfasst [Schmid, 2004.].

Im Gegensatz zu den bekannten Wirkmechanismen vieler antimikrobieller Stoffe (vgl.
Punkt 1.1) ist noch nicht genau verstanden, wie Defensine das Bakterienwachstum
verhindern. Die Abbildung 1 zeigt schematisch die Moglichkeiten der Interaktion der

kationischen Defensine mit bakteriellen Membranen, die gegenwartig diskutiert werden.

Membrandisruption

Peptid- Membran
“Teppich“ desintegration
P

I i ™ L

Il ]

s’*_‘ 000 000
Toroidal-dhnliche Poren b Membranlipide
T_‘ } Defensin

Abbildung 1: Schematische Darstellung moglicher Mechanismen der

Defensinwirkung auf bakterielle Membranen nach [O’Neil, 1999 und Ganz, 2003].
7
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Man geht davon aus, dass die Defensine aufgrund ihrer polaren Natur in
Phospholipidmembranen eindringen kénnen und entweder allein oder nach Bildung von
Komplexen mit Molekilen der bakteriellen Zellmembran Poren bilden. Die positive Ladung
der Defensine fuhrt zu einer elektrostatischen Bindung an die fremde Oberflache. Es
bilden sich Mikroporen, die einen Zusammenbruch des homdostatischen Gleichgewichts

sowie schlieBlich ein Absterben des Fremdorganismus verursachen [Brown, 2005].

Defensine verfigen neben ihrer antimikrobiellen Wirkung auch (ber chemotaktische
Eigenschaften. Sie koénnen dendritische Zellen und Gedachtnis-T-Zellen an den Ort
entzindlicher Geschehen in der Darmmukosa rekrutieren und aktivieren. Damit vernetzen
sie die primare, eher unspezifische, angeborene Immunitat mit der spezifischen,

erworbenen humoralen und zellularen Immunabwehr [Jan-Michel, 2003].

1.4 Defensine in der Pathogenese chronisch entziundlicher Darmerkrankungen
(CED)

Zu den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) gehdren Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa. Die Enterocolitis regionalis Crohn ist eine chronische, alle Wandschichten
des Darms umfassende, granulomatése Entzindung mit bevorzugter Lokalisation im
terminalen lleum und Kolon. Die Colitis ulcerosa ist eine diffuse chronische mit
Ulzerationen einhergehende Erkrankung der Kolonschleimhaut. Die Erkrankung beginnt
im Rektum und breitet sich kontinuierlich nach oral aus [Swan, 1998]. Die
Pathophysiologie der CED ist nicht abschlieRend geklart. Bei Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa handelt sich um multifaktorielle Geschehen, dessen Entstehung auf der
komplexen Interaktion genetischer Pradisposition, verschiedener Umweltfaktoren sowie
veranderter Immunreaktionen beruht. Die klinischen Merkmale der CED, die
histopathologischen Befunde und die therapeutische Effizienz der immunsuppressiven
Medikation weisen auf eine wesentliche Rolle des Immunsystems in der Pathogenese
dieser Erkrankungen hin [Strober, 2007]. Die gegenwartig am haufigsten diskutierten
Hypothesen basieren bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa darauf, dass die primare
Dysregulation des mukosalen Immunsystems zu einer Ubermafigen immunologischen
Reaktion gegen die normale Darmflora flhrt, die wiederum die Grundlage fur die
chronische Entziindung darstellt [Bevins, 1999]. Verschiedene Komponenten des
mukosalen Immunsystems sind in der Pathogenese der CED beteiligt. Diese beinhalten
luminale Antigene, intestinale Epithelzellen, Zellen der angeborenen und erworbenen

Immunitat und durch sie sezernierte Mediatoren [Shih, 2008].

Eine nicht mehr intakte epitheliale Barriere und eine Dysfunktion in der
Toleranzentwicklung gegeniiber luminalen Antigenen des Darms fiihren zur Aktivierung
8
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der angeborenen Immunitat. Eine mogliche Grundlage fir die Entstehung der CED sind
genetische Defekte, die zu einer pathologisch UberschieBenden Antwort gegen
Bestandteile der normalen mukosalen Mikroflora fihren [Siegmund, 2006; Shih, 2008].
Die veranderte Expression oder die verminderte antibakterielle Wirksamkeit der Defensine
konnte zu einer vermehrten bakteriellen Invasion in die Darmschleimhaut fihren, die das
immunologische Agens fir die Entstehung der CED stellen und als eigentliche Ursache

fur die inadaquate Entziindungsantwort betrachtet werden kénnte [Kibler, 2006].

Bereits gezeigt werden konnte, dass bei Morbus Crohn mit Beteiligung des terminalen
lleums eine verminderte Expression von HD-5 und HD-6 vorliegen und im entziindeten
Kolon die fehlende Induktion von HBD-2 und HBD-3 sowie eine Abnahme des HBD-1 zu
einem Defizit der Schleimhautbarrierefunktion fiihrt [Fellermann, 2003]. Diese Daten
unterstiitzen die Hypothese, dass Morbus Crohn als ein Defensin-Mangelsyndrom
anzusehen ist. Der Zusammenhang zwischen der Pathogenese der Colitis ulcerosa und
der Expression von Defensinen im Darmepithel ist Objekt weiterer intensiver
Forschungsarbeit [Wehkamp, 2003; Schmid, 2004; Wehkamp, 2005].

1.5 Humanes B-Defensin (HBD)-2 im Darm bei CED

Das HBD-1 wird konstitutiv exprimiert und nicht durch inflammatorische Stimuli induziert.
Es ist sowohl in entziindeten als auch im gesunden Kolon nachweisbar [O’Neil, 1999].
Interessant ist, dass die Produktion von HBD-1 beim Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
im Vergleich zu den nicht-entziindeten Darmproben vermindert ist [Schmid, 2004; Strober,
2007]. Das HBD-2 ist im nicht-entzindeten Darm nicht nachweisbar und wird im
Gegensatz zu HBD-1 durch inflammatorische Stimuli induziert. Sowohl HBD-2 als auch
HBD-3 sind bevorzugt im entzindeten Dickdarm, insbesondere im Kolon von Patienten
mit Colitis ulcerosa, zu finden. Im Gegensatz dazu sind HBD-2 und HBD-3 im
entziindeten Dickdarm von Patienten mit Morbus Crohn deutlich weniger nachweisbar
und adaquate Anstiege beider antimikrobieller Peptide fehlen [Gersemann, 2008;
Wehkamp, 2002; Fellermann, 2003]. Die fehlende Induktion der beiden Defensine, die
koordiniert reguliert werden, kénnte einen funktionellen Defekt in der antibakteriellen
Barriere der Kolonmukosa verursachen, der zur bakteriellen Adhdrenz und mukosalen

Invasion fiihrt.

Das Wissen Uber die Mechanismen, die zur Dysregulation der induzierbaren Defensine
oder zum Verlust ihrer antibakteriellen Aktivitat fihren, konnte zum Verstandnis der
Pathogenese der CED und des therapeutischen Potentials von B-Defensinen beitragen
[Salzman, 2007; Miller, 2005; Fellermann, 2003].



Einleitung

1.6 Nachweismethoden fiir antibakterielle Wirkungen

Eine wichtige Theorie zur Atiologie der CED basiert auf der Annahme, dass die
endogenen antibakteriellen Peptide, wie die Defensine, vermindert aktiv sind, Bakterien
die Darmmukosa infiltrieren und Uberschielende, unkontrollierte immunologische

Reaktionen im Epithel verursachen [Miller, 2005].

Fur die Untersuchung der Produktion humaner Defensine im Darm von CED-Patienten
und ihrer Rolle in der Pathogenese von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa ist ein

sensitiver spezifischer Nachweis der antibakteriellen Wirkung von Defensinen erforderlich.

Substanzen, die das Bakterienwachstum hemmen, wirken bakteriostatisch. Substanzen,
die Bakterien auch auferhalb ihrer Vermehrungsphase abtéten, wirken bakterizid. Die
Unterscheidung zwischen bakterizider und bakteriostatischer Wirkung wird durch das
Verhaltnis zwischen minimaler bakterizider Konzentration (MBK) und minimaler
Hemmstoffkonzentration (MHK) bestimmt [Nicolau, 2003; Levison, 2000]. Die MHK ist die
niedrigste Konzentration, bei der Bakterien sichtbar in ihrem Wachstum im Plasma oder
Gewebe des Patienten gehemmt werden. Die MBK ist die niedrigste Konzentration, die
99,9% der Bakterien im Plasma oder Gewebe abtotet. Antibakterielle Substanzen mit
einem MBK/MHK-Verhaltnis <4 werden als bakterizid eingestuft. Antibakterielle
Substanzen mit einem hoéherem MKB/MHK-Verhaltnis téten vorhandene Bakterien
Uberwiegend in ihrer Vermehrungsphase ab und werden als bakteriostatisch bezeichnet
[Hessen, 2000; Rotschafer, 1992].

Ubliche Methoden fiir die qualitative Erfassung der Wirksamkeit antibakterieller
Substanzen sind die Mikrodilution und die radiale Diffusion. Bei der Mikrodilution werden
Titrationen antimikrobieller Stoffe in Versuchsansatzen mit Mikrotiterplatten und flissigen
Medien getestet [Tilton, 1974; Stobberingh, 1987]. Die radiale Diffusion geht davon aus,
dass l6sliche Substanzen von einem definierten Punkt aus durch verfestigte Nahmedien
diffundieren und dort das Wachstum aufliegender Indikatororganismen verhindern [du
Toit, 2000]. Eine semiquantitative Methode ist die Zahlung der sogenannten Kolonie-
bildenden Einheiten (CFU), also der nach Inkubation mit den antimikrobiellen Substanzen
aus jeweils einem Bakterium unter definierten Kulturbedingungen hervorgegangenen
Einzelkolonien [Mattie, 1981]. Alle Methoden wurden auch in Studien mit verschiedenen
Defensinen verwendet. Mit Hilfe der radialen Diffusion wurde die antibakterielle Aktivitat
von HNP-1, HNP-2 und HNP-3 untersucht [Takemura, 1996]. Die Mikrodilution wurde zum
Nachweis der biologischen Wirkung von HBD-3 angesetzt, wahrend das HD-5 eine
Breitspektrum-Aktivitat bei der Bestimmung der CFU aufwies [Porter, 1997].

Neben diesen weit verbreiteten Methoden ist die Densitometrie die wichtigste Technik zur
quantitativen Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt von Defensinen [Xu, 2006(1);
10
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Xu, 2006(2)]. Diese beruht auf dem Prinzip verminderter Tribung einer wachsenden
Bakterienkultur in Folge einer antibakteriellen Behandlung. Die Densitometrie wird haufig
auch in der Pharmakologie fir die Untersuchung der biologischen Aktivitat von Antibiotika
verwendet. Beispiele dafur sind der Nachweis der antibakteriellen Wirkung von Ampicillin
[Bartzatt, 2004] und Streptomycin-Derivaten [Abad, 1987]. Man bestimmt hier
photometrisch die optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm und einem Messweg
von 1 cm (ODggo). In dieser Methode wird das bakterielle Wachstum auf der Ebene der
Gesamtpopulation bewertet. Sie gibt keinen Hinweis auf den Angriffspunkt des
antibakteriellen Prinzips. Aus der logarithmischen Beziehung von ODgy und
Konzentration der antibakteriellen Substanz ergibt sich die halbmaximale inhibitorische
Konzentration (ICsp) des entsprechenden Stoffes [Xu, 2006(1)]. Die ICsy dient dem
Vergleich der Wirksamkeit aller Agenzien, die mit dieser Methode getestet werden und

erlaubt aussagekraftige Schlussfolgerungen (ber ihre antibakterielle Potenz.

1.7 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Nachweis direkter antibakterieller Wirkung humaner
Defensine experimentell zu etablieren, der Untersuchungen der Defensinproduktion im

Darm von Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa erméglicht.
Dabei waren folgende Fragen bedeutsam:

- Welches rekombinante HBD-2-Fusionsprotein ist als Standardmolekil in einem
Nachweissystem geeignet? Konnen antimikrobielle rekombinante Fusionsproteine

von HBD-2 in E. coli produziert werden?

- Unter welchen Bedingungen kann die antimikrobielle Aktivitat von HBD-2 mit einer
densitometrischen Methode nachgewiesen werden? Wie lauten die optimierten
Kulturbedingungen fur E. coli JM109?

- Aus welchem molaren Konzentrationsbereich und unter welchen Bedingungen kann
die antibakterielle Aktivitdt von HBD-2-Fusionsproteinen direkt im densitometrischen
Ansatz gezeigt werden? Beeinflusst der Fusionspartner die antibakterielle Aktivitat
von HBD-2 als experimentelle Kontrolle zum direkten Nachweis der Wirkung von

Defensinen?

- Unter welchen Bedingungen kénnen die flr den Nachweis der antimikrobiellen
Aktivitat notwendigen HBD-2-Mengen aus bestimmten Darmabschnitten von

Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa dargestellt werden?

11
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2 Material und Methoden

21 Chemikalien, Reagenzien und Kits

2-Mercaptoethanol

Acetonitril

Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lésung, 37:1
Affinitdtsmatrix: Glutathion-Sepharose 4B
Agarose, Standard fur die Molekularbiologie
Aktivkohle

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin, Natriumsalz

Antarctic Phosphatase, 5.000 U/ml

Antikorper: Aktin-spezifisch, Klon AC-15, IgG aus
Maus, unkonjugiert.

Antikérper: HBD-2-spezifisch, polyklonal, IgG aus
Ziege, unkonjugiert

Antikérper: spezifisch fir Maus 1gG, polyklonal, aus
Kaninchen, Meerrettichperoxidase konjugiert

Antikorper: spezifisch fur Ziege IgG(Fc), polyklonal,
aus Esel, Meerrettichperoxidase konjugiert

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton
Blockierungsreagenz, proteinfrei
Bromphenolblau

CaCl,

Chromatografiesaule: Glutathion-Sepharose
GST Trap™ FF (GST Trap)

Chromatografiesaule: Sephadex G-25 (PD-10)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Coomassie)
Diethylpyrocarbonat

DNA-Polymerase AmpliTaq®mit PCR-Puffer 10fach
konzentriert und 50 mM MgCl,

DNase I-Lésung
Eisessig

Entwicklungsreagenz fur Chemilumineszenz; Lumi-
LightPLUS

Ethanol, reinst
Ethidiumbromid-Ldsung, 10 mg/ml
Ethylendiamin-tetra-Essigsaure (EDTA)
Glukose

Glutathion, reduziert

Glycerol

Sigma, Deisenhofen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Pharmacia Biotech, Uppsala, SE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE

Sigma, Deisenhofen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

New England Biolabs,
Frankfurt/M., DE

Sigma-Aldrich, St Louis, US

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, US

Dako, Hamburg, DE

Jackson ImmunoResearch West

Grove, US

BD Biosciences, Heidelberg, DE
BD Biosciences, Heidelberg, DE
BD Biosciences, Heidelberg, DE

Roche, Mannheim, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
GE Healthcare, Miinchen, DE

GE Healthcare, Miinchen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Invitrogen, Karlsruhe, DE

Promega, Mannheim; DE
Merck, Darmstadt, DE
Roche, Mannheim, DE

Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Serva, Heidelberg, DE
Merck, Darmstadt, DE
Fluka, Buchs, CH
Merck, Darmstadt, DE
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Glycin

Grolienstandard fir DNA: 100 bp DNA-Leiter,
extended (Marker)

GroRenstandard fiir Proteine: Color Marker Ultra-Low
Range, 1.060-26.600 Da (M2)

GroRenstandard fiir Proteine: Page Ruler™,
Prestained Protein Ladder, 11-170 kDa (M1)

Guanidin-HCI
HBD-2, rekombinant aus E. coli
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Kit fur die Bestimmung von Proteinkonzentrationen
mit Bicinchoninsaure (BCA) einschliellich
Serumalbumin (BSA)-Standard

Kit fur die Extraktion von DNA aus Agarosegelen
PureLink Quick Gel Extraction Kit

Kits fur die Plasmid-Praparation; Mini: Nucleospin,
Maxi: Nucleobond

LB-Agar nach Lennox
LB-Medium nach Lennox
Lysozym

Maleinsaure

Methanol

MgCl,
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NaCl

NaN;

NaOH
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,4;
sterile LOsung

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)

Reagenz fir die Bakterienlyse Bug Buster, 10fach
konzentriert

Restriktionsendonukleasen BamHI, EcoRI und Hindlll,
jeweils 2x10* U/ml mit Restriktionspuffer 10fach
konzentriert

HCI

Desoxyribonukleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP
und dTTP (dNTP)

T4-DNA-Ligase, 4x10° U/ml, mit Ligasepuffer 10fach
konzentriert

Thrombin
Trifluoressigsaure
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan Base (Tris)

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma, Deisenhofen, DE

MBI Fermentas, St. Leon-Rot,

DE

Merck, Darmstadt, DE
Strathmann, Hamburg, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Pierce, Bonn, DE

Invitrogen, Karlsruhe, DE
Macherey Nagel, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma, Deisenhofen, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Fluka, Buchs, CH
Sigma, Deisenhofen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

PAA Laboratories, Colbe, DE

Sigma, Deisenhofen, DE

Novagen-Merck, Darmstadt, DE

New England Biolabs,
Frankfurt/M., DE

Merck, Darmstadt, DE
Peqlab, Erlangen, DE

New England Biolabs,
Frankfurt/M., DE

GE Healthcare, Minchen, DE

Merck, Darmstadt, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Alle verwendeten Chemikalien Reagenzien und Ldsungen hatten den hédchsten

verfugbaren Reinheitsgrad.

2.2 Materialien und Geréte

Analysenwaage

Anlage flr Fast Performance Liquid Chromatography
(FPLC)

Autoklav; Varioklav 500E

Blotting-Papier

Brutschrank, 37°C

Einfrieréhrchen, Polypropylen, 2 ml
Einmalklvette, Polystyren, 1,5 ml
Eisbereiter

Gradientenmischer flir Polyacrylamidgele

Gerat fur die Detektion der Chemilumineszenz;
LAS 1000 Detektion mit Programm Image Reader

Horizontal-Schittler fur 50-200 rpm, GFL 3017

Kammern fir die horizontale Agarose-Gel-
elektrophorese; Model B2

Photometer fiir Mikrotiterplatten mit Programm
EasyWinFitting

Kammer fur vertikale Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE); Mini-Protean Il mit
GelgielReinrichtung

Kihlschrank, 4°C

Kahlzentrifuge fur Reaktionsgefalle 0,5-2 ml; Biofuge
fresco

Hochgeschwindigkeitskuhlzentrifuge, CH-J2 ME
Kihlzentrifuge; Megafuge 2.0R

Mikrowelle

Perfusorpumpe

pH-Meter; 766 Calimatic mit Einstab-MeRelektrode

Membran fur den Western-blot; Polyvinylidendifluorid
Westran S, 0,22 um

Reibeschale und Pistill

Schiuttelinkubator; TH25 mit Temperierhaube
Spektrophotometer; Ultrospec 2000
Stromversorger; 2301 Macrodrive 1
Thermocycler; PTC100

Tiefklhlschrank -20°C

Sartorius, Géttingen, DE
LKB Pharmacia, Uppsala, SE

H+P Labortechnik,
Oberschleil3heim, DE

BioRad, Miinchen, DE
Bachofer, Reutlingen, DE
Nunc, Roskilde, DK
Brand, Wertheim, DE

Scotsman, Bettolino di Poliano,
IT

BioRad, Miinchen, DE

Fujifilm Life Sciences,
Diisseldorf, DE

Gesellschaft flr Labortechnik,
Burgwedel, DE

Owl Separation Systems
Portsmouth, US

Tecan Deutschland, Crailsheim,
DE

Bio-Rad, Miinchen, DE

Liebherr, Biberach, DE
Heraeus/Kendro, Hanau, DE

Beckman, Krefeld, DE
Heraeus/Kendro, Hanau, DE
Bosch, Stuttgart, DE
B.Braun, Melsungen, DE
Knick, Berlin, DE

Whatman Schleicher & Schiill,
Dassel, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Edmund Biuhler, Hechingen, DE
Pharmacia Biotech, Uppsala, SE
LKB, Bromma, SE

Research, Waltham, US
Liebherr, Biberach, DE
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Tiefkihlschrank -80°C

Ultraschallbad

Ultraschallgerat mit Geltip-Sonde

Mixer, Vortex Reax 2000

Wasserbad

Faltenfilter aus Zellulose, mittelschnell filtrierend

Mikrotiterplatte, 96-Loch, Flachboden
Polaroid-Filme

Quarzglaskuvetten
SpritzenvorsatZfilter, 0,22 ym

Anlage zur Herstellung von VE-Wasser
Bunsenbrenner; Typ 1040, Erdgas

Flachbettscanner; OpticPro 64+ mit Programm
OpticTwain

FolienschweilRgerat
Gefriertrocknungsanlage; Beta 1-8K
Inkubator; 400H4

Magnetrihrer; Ikamag RH
Multipette mit Combitips
Oberschalenwaage

Programm: Adobe PhotoShop 7.0
Programm: Image J

Sicherheitswerkbank mit laminarem Luftstrom;
Herasafe 1.8

Tank-Transfereinheit; Hoefer TE 22

Thermostatischer Zirkulator; 2219 Multitemp II

Transilluminator mit Dunkelschacht und Polaroid-

Aufsatzkamera
Schutzschild fir ultraviolettes Licht
Werkbank fir Nukleinsaurearbeiten; Captair bio

2.3 Gewebeproben

Forma Scientific, Karlsruhe, DE
VWR, Darmstadt, DE
Bandelin, Berlin, DE

Heidolph, Mlnchen, DE

VWR, Darmstadt, DE

Whatman Schleicher & Schiill,
Dassel, DE

Nunc, Roskilde, DK
Polaroid, Minnetonka, US
Hellma, Milheim, DE

Whatman Schleicher & Schilll,
Dassel, DE

Millipore, Bedford, US

Usbeck Laborgerate Gber Roth,
Karlsruhe, DE

Plustek, Norderstedt, DE

LKB Wallac, Uppsala, SE
Christ, Osterode, DE
Bachofer, Reutlingen, DE

IKA, Staufen, DE

Brand, Wertheim, DE

Kern, Balingen-Frommern, DE
Adobe Systems, Mlnchen, DE

National Institutes of Health,
Bethesda, US

Kendro, Langenselbold, DE

Amersham Biosciences,
Heidelberg, DE

LKB Wallac, Uppsala, SE

Kurt Migge Labortechnik,
Heidelberg, DE

VWR, Darmstadt, DE
Erlab, Koln, DE

Alle Proben aus dem Darm von Patienten mit Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und
kolorektalem Karzinom wurden mit Einverstandnis der Patienten in der Chirurgischen
Klinik I, Campus Benjamin Franklin, Charité - Universitdtsmedizin Berlin bearbeitet. Alle
Proben stammten aus therapeutischen chirurgischen Eingriffen, die nicht eigens fir diese
Untersuchungen im Magen-Darm-Trakt von Patienten reseziert wurden und durch die
Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin genehmigt waren.
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Herkunft Zustand/Diagnose Anzahl Proben
Duodenum, Jejunum, terminales lleum gesund 10
Kolon gesund® 20
terminales lleum entzindlich/Morbus Crohn 10
Kolon entzindlich/Morbus Crohn 10
Kolon entzundlich/Colitis ulcerosa 10

* Proben aus gesunden Darmbereichen von Patienten mit kolorektalem Karzinom

24 Oligonukleotide und Sequenzierung

Als Primer fUr die Polymerasekettenreaktion (PCR) bzw. fiir die Sequenzierung verwandte

Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, DE) bezogen.

Name Sequenz (5’ - 3))

sense BamH| CTCTTCCAGGTGGATCCGGTGGTATAGG
antisense EcoRlI GCTTCTTGGCCGAATTCTGGCTTTTTGC
antisense Hindlll GCTTCTTGGCCTAAGCTTGGCTTTTTGC
M13 forward GTAAAACGACGGCCAG

M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC

2.5 Plasmide

Plasmide sind extrachromosomale, zirkulare DNA-Elemente. Im Labor werden
zusammengesetzte Plasmidvektoren flir die Klonierung und Expression verwendet.
Solche Vektoren enthalten neben einem Resistenzgen einen bakteriellen
Replikationsursprung, der eine autonome Vermehrung des Plasmids in der Bakterienzelle

ermoglicht.

Alle Klonierungsarbeiten in der Sicherheitsstufe 1 nach Gentechnikgesetz und
Gentechnik-Sicherheitsverordnung wurden in der gentechnischen Anlage der
Medizinischen Klinik I, Campus Benjamin Franklin, Charité - Universitdtsmedizin Berlin
(Aktenzeichen: VC 112-5907/1.0.0-21/91) durchgefiihrt. Klonierte PCR-Produkte wurden
unter Verwendung der M13-spezifischen Primer durch die Firma Seglab (Géttingen, DE)
sequenziert. Eine cDNA aus HT-29-Zellen wurde freundlicherweise von Annekatrin

Coordes zur Verfugung gestellt.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Plasmide verwendet.

Name Eigenschaften und Funktion Hersteller

pCR2.1-TOPO Topoisomerase-vermittelte Ligation von  Invitrogen, Karlsruhe, DE
(pPCR2.1) PCR-Produkten, Sequenzierung mit
M13-Standardprimern

pGEX-2T Prokaryontische Expression von Clontech, Saint-Germain-
Fusionsproteinen mit der en-Laye, FR
Glutathion-S-Transferase (GST),
carboxyterminale Fusion

pQE30 Prokaryontische Expression von Qiagen, Hilden, DE
Fusionsproteinen mit sechs
Histidinresten (His), carboxyterminale

Fusion

2.6 Stamme von E. coli

Alle verwandten Stamme

waren als Laborstamme Abkdmmlinge von E. coli K12 und

wurden von der Firma SPromega (Mannheim, DE) bzw. *Invitrogen (Karlsruhe, DE)

bezogen.

Bezeichnung

Genotyp

JM1098

TOP10*

BL21 Star™(DE3)pLysS*
(BL21)

F" traD36 proA+B+ laclq A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) ginV44
e14- gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi hsdR17

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
deoR nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(Str¥) endA1 A

F- ompT hsdSg (rg" mg’) gal decm rnel31 (DE3)pLysS (Cam")

2.7 Losungen und Medien fiir die Bakterienkultur

Die Lysogeny broth (LB) ist eine komplexe Nahrlésung zur Anzucht von Bakterien und

verschiedene Typen unterscheiden sich nur in der Salzkonzentration [Bertani, 1951].

LB-Medium nach Lennox (LB-Lennox) hat eine hohe Konzentration von NaCl und ist das

in der Molekularbiologie am haufigsten verwendete Medium zur Anzucht von

Laborstammen von E. coli.

LB-Lennox:

LB-Agar:

5 g/l Bacto-Hefeextrakt
5 g/l Bacto-Trypton
5 g/l NaCl

LB-Lennox mit 15 g/l Bacto-Agar
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Transformationsmedium: LB-Lennox
20 mM Glukose

20 mM MgCl,
Ampicillin-Stammldésung: 100 mg/ml Ampicillin
Selektionsmedium: LB-Lennox mit 100 pg/ml Ampicillin
Selektionsagar: LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin
LB-Luria: 5 g/l Bacto-Hefeextrakt

5 g/l Bacto-Trypton

0,5 g/l NaCl
2x YT-Medium: 1 g/l Bacto-Trypton

16 g/l Bacto-Hefeextrakt

10 g/l NaCl

Die Komponenten flir das entsprechende Medium wurden eingewogen und in 800 ml
A. dest. gelost. Die Wasserstoffionen-Konzentration wurde kontrolliert und ggf. vor dem
Auffillen der Loésung mit A. dest. auf 1| durch 1 M HCI/1 M NaOH auf pH 7,5 eingestellt.
Die Medien wurden bei 121°C und 1 atm Uberdruck 25 min autoklaviert. Nach dem
Sterilisieren lag der pH-Wert zwischen 7,2 und 7,5. Nach dem Abklhlen auf ca. 65°C
wurden jeweils 15 ml LB-Agar unter sterilen Bedingungen in Petrischalen (2 10 cm)
gegossen. Fur den Selektionsagar wurde eine entsprechende Menge der Ampicillin-
Stammlésung dem abgekuhlten LB-Agar kurz vor dem Giel3en zugesetzt. Nach dem
Erkalten wurden die Petrischalen bei 4°C im Kihlschrank gelagert und bis zu 4 Wochen
verwendet. Unmittelbar vor der Verwendung wurden sie maximal 20 min im Luftstrom der
Sicherheitsbank getrocknet. Alle anderen Medien wurden bei Raumtemperatur gelagert

und innerhalb von 2 Wochen verwendet.

Fir das Transformationsmedium wurde LB-Lennox mit Glukose und MgCl, gemischt,
sterilfiltriert und bis zur Verwendung bei -20°C aufbewahrt. Die Medien LB-Lennox 1:6 und
LB-Lennox 1:3 wurden unter sterilen Bedingungen unmittelbar vor der Verwendung aus
autoklavierten Einzelkomponenten, also 10 ml LB-Lennox und 50 ml bzw. 20 ml A. dest.,

zusammengestellt.

2.8 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung definierter
DNA-Abschnitte in vitro. Wichtigste Voraussetzung ist die Temperaturbestandigkeit der
DNA-Polymerase, die ursprunglich aus dem thermostabilen Bakterium Thermus aquaticus
gewonnen wurde. Nukleinsduredoppelstrange werden bei 95-99°C aufgeschmolzen
(Denaturierung). Anschliefiend lagern sich spezifische Sense- und Antisense-Primer an
den komplementaren Bereichen der Einzelstrange (Annealing). Die Annealing-Temperatur

wird durch den GC-Gehalt, die Lange und die Passfahigkeit dieser Oligonukleotide
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bestimmt. Sie liegt Ublicherweise im Bereich von 50-72°C und wird, um unspezifische
Vervielfaltigung zu vermeiden, so hoch wie méglich gewahlt. Im dritten Schritt synthetisiert
die thermostabile DNA-Polymerase, von den Primern ausgehend, neue komplementare
Strange (Extension). Die Tag-Polymerase denaturiert nicht bei 95-99°C und behalt ihre
enzymatische Aktivitdt. In jedem Zyklus aus Denaturierung-Annealing-Extension
verdoppelt sich theoretisch die Anzahl der gewlinschten Molekile. Wiederholt man diesen
Zyklus zum Beispiel 35mal, entstehen aus einem definierten Einzelstrang 2%
(= 3,4 x 10"°) identische Kopien. Nach Beendigung der Kettenreaktion stabilisieren sich
die DNA-Doppelstrange bei 72°C und die Polymerase synthetisiert an den Strangenden
3’-Uberhangende Adenosinreste (Final Extension) [Saiki, 1985]. Fir alle Arbeiten mit RNA
oder DNA wurde Diethylpyrocarbonat-behandeltes [Fedorcsak, 1966], autoklaviertes, voll

entsalztes Wasser verwendet, das mit A. dest. bezeichnet wird.

Ansatz: Ausgangs- Volumen
konzentration

PCR-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCl) 10x 5yl
dNTP 10 mM 1l
50 mM MgCl, 50 mM 1,5 pl
Primer: sense BamHl 10 uM 2,5 ul
Primer: antisense EcoRI oder antisense Hindlll 10 uM 2,5 ul
AmpliTaq® 5 U/l 0,2 pl
cDNA 625 ng/pl 5ul
A. dest. ad 50 pl 32,3 pl

Die Reaktion erfolgte nach folgendem Schema im Step-cycle-Modus:

Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen Dauer Temperatur
°C)
Initiales Denaturieren 1 4 min 95
Amplifikation Denaturierung 30 sec 95
Annealing 30 45 sec 55
Extension 90 sec 72
Final Extension 1 7 min 72
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Alle PCR-Reaktionsansatze fur HBD-2 wurden einer zweiten PCR zugefiihrt. Es wurde
1yl der DNA aus dem Ansatz der ersten PCR und 9 pl frischer PCR-Mix fiir weitere
30 Zyklen im Thermocycler inkubiert. Alle Reaktionsansatze wurden bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

29 Transformation und Screening transformierter E. coli

Die Zellumhullung von Bakterien aus der logarithmischen Wachstumsphase wird in
Gegenwart hoher Konzentrationen zweiwertiger lonen durchléssig fur Makromolekule, wie
z.B. DNA. Die Bakterien werden ,kompetent‘. Der Zusatz von Glycerol und
Dimethylsulfoxid zum Transformationspuffer stabilisiert die Zellstruktur und verhindert die
Bildung von Kristalleis beim Einfrieren [Hanahan, 1983]. Ringférmig geschlossene
Plasmid-DNA lagert sich an die Zellhille kompetenter Bakterien und tritt wahrend der
Erwarmung auf 42°C in die Zelle uber. In flussigem Medium ohne Antibiotika und mit
Glukose, die die Viskositat des Mediums erhoht, kann sich die Zellumhillung
rekonstruieren und die Resistenz etablieren. Auf antibiotikahaltigen Kulturmedien kénnen
nur solche Bakterienzellen zu Kolonien auswachsen, die mit dem aufgenommenen

Plasmid auch das Gen fir eine Antibiotikaresistenz erhalten haben.

Vor dem Beginn der Arbeiten wurde die Arbeitsflache grindlich mit vergalltem 70%igem
Ethanol gereinigt. Alle Arbeiten wurden in der Nahe der Flamme eines Bunsenbrenners
durchgefiihrt. Die Offnungen der GefaRe zeigten dabei in Richtung der Brennerflamme.
Offnungen von Glasflaschen wurden grundsétzlich nach dem Offnen und vor dem

SchlieRen abgeflammit.

Kompetente E. coli TOP10 bzw. E. coli BL21, die bei -80°C gelagert waren, wurden
langsam auf Eis getaut. Zu jeweils 20 yl kompetenter Bakterien wurde maximal 1 ug DNA
pipettiert. Die Transformationsansatze wurden 30 min auf Eis und anschlielend exakt
90 sec im Wasserbad bei 42°C inkubiert bevor sie fur 1 min auf Eis gestellt wurden. Nach
der Zugabe von 250 pl Transformationsmedium wurden die Ansatze 1 h bei 37°C und
220 rpm auf dem Schiuttler inkubiert. Aus den Transformationsansatzen wurden 20 pl,
50 ul und 100 pl Bakteriensuspension auf Selektionsagar und 20 ul Bakteriensuspension
auf LB-Agar mit einem sterilen Glasspatel plattiert. Die Petrischalen wurden bei 37°C,

uber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Von diesen Kulturen wurden Ampicillin-resistente Einzelkolonien mit sterilen
Pipettenspitzen auf eine Petrischale mit Agarmedium Ubertragen und die Pipettenspitze
anschlief3end in ein analog beschriftetes Zentrifugenréhrchen mit 2 ml Selektionsmedium
Uberfihrt. Die beiden Kulturen wurden Gber Nacht bei 37°C inkubiert; die Petrischale im

Brutschrank und die Flissigkeitskulturen in den Zentrifugenréhrchen unter Schitteln bei
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220 rpm. Die Petrischale wurde bis zu 2 Wochen bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt. Aus

den FlUssigkeitskulturen wurden die Plasmide isoliert.

210 Klonierung von PCR-Produkten in pCR2.1
Alle PCR-Produkte wurden zunachst in den Vektor pCR2.1 kloniert, bevor das Insert

daraus uber die mit der PCR eingefiigten Restriktionsschnittstellen in die eigentlichen
Expressionsvektoren umkloniert wurden. Die Besonderheit des verwendeten Systems ist
die mit einem linearisierten Plasmid verknipfte Topoisomerase, die zwei DNA-Strange an
ihren Enden miteinander verbinden kann. Topoisomerasen dienen der Relaxation von
DNA-Strangen, indem sie Phosphodiesterbindungen spalten und dabei eine kovalente
Bindung mit der DNA ausbilden. Durch eine Reaktion mit einer 5'-Hydroxylgruppe des
anderen DNA-Stranges wird die Topoisomerase wieder freigesetzt und die DNA-Strange
werden verbunden [Shuman, 1991; Shuman, 1994]. Der verwendete Vektor pCR2.1 hat
an den 3'-Enden Uberhangende Thymidinreste, die komplementar zu den Adenosinresten
des PCR-Produktes sind und so die schnelle, ungerichtete Klonierung von
PCR-Produkten gestatten [Brownstein, 1996].

Ansatz: Menge
PCR-Produkt 2 ul
pCR2.1 1l
Salzlésung (aus dem Kit) 1wl
A. dest. 2 ul
Gesamtvolumen 6 ul

Der Ligationsansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Daraus wurden
anschlielend 2 pl in E. coli TOP10 transformiert und transformierte Bakterien Uber die

Ampicillinresistenz identifiziert.

2.1 Praparation von Plasmid-DNA

2.11.1 Puffer und Losungen

Resuspensionspuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA
100 ug/ml RNase A

Lysepuffer: 200 mM NaOH
1% SDS
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Neutralisierungspuffer: 2,8 M Kaliumacetat (pH 5,1)

Waschpuffer: Waschpuffer
(firmeneigene Rezeptur)

Equilibrierungspuffer: 100 mM Tris-Phosphat (pH 6,3)
15% Ethanol

900 mM KCI
0,15% Triton X-100
Waschpuffer/Maxi: 100 mM Tris-Phosphat (pH 6,3)
15% Ethanol
1,15 M KCI
Elutionspuffer: 100 mM Tris-Phosphat (pH 8,5)
15% Ethanol
1 M KCI
Ethanol/70% 70% Ethanol absolut mit A. dest.
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8,5)
10 mM EDTA

2.11.2 Minipraparation

Zur Freisetzung des Zellinhaltes werden die Bakterien mit einem Detergenz lysiert. Durch
die alkalischen Bedingungen werden Proteine und Nukleinsduren denaturiert. Bakterielle
RNA wird in diesem Schritt durch eine RNase abgebaut. Denaturierte Proteine,
hochmolekulare DNA, Zellreste und SDS werden bei der Neutralisation der Lésung durch
einen sauren Kaliumacetatpuffer prazipitiert. Die relativ kleine, kovalent geschlossene
Plasmid-DNA renaturiert unter diesen Bedingungen und bleibt in Lésung [Birnboim, 1979].
Aus dem klaren Uberstand der Fallung bindet die Plasmid-DNA bei hohen
Salzkonzentrationen spezifisch an eine Silicagel-Matrix. Anhaftende Verunreinigungen
werden mit einer ethanolhaltigen Lésung mittlerer Salzkonzentration von der Matrix
gewaschen. Die Plasmid-DNA wird anschlieRend bei geringer Salzkonzentration oder

salzfrei eluiert.

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 2.000 g und Raumtemperatur. Jeweils 2 ml
Ubernacht-Kultur wurden 1 min zentrifugiet und das Sediment in 250 pl
Resuspensionspuffer durch Pipettieren resuspendiert. Zu der Zellsuspension wurden
250 ul Lysepuffer pipettiert und durch vorsichtiges Kippen maximal 5 min gemischt, bis die
Lésung klar erschien. Zu dem Lysat wurden 300 pl Neutralisierungspuffer pipettiert,
beides gemischt und anschlieBend 10 min zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde direkt
auf eine Spin-Saule pipettiert und diese 1 min zentrifugiert. Die Saule wurde einmal mit
600 yl Waschpuffer wie oben zentrifugiert. Nach dem AbgieRen des Waschpuffers aus
dem Sammelgefald wurde die nahezu trockene S&ule nochmals 1 min zentrifugiert.

Danach wurden 50 ul TE-Puffer direkt auf die S&ule pipettiert und 1 min bei
22



Material und Methoden

Raumtemperatur inkubiert. Geldste Plasmid-DNA wurde durch 2 min Zentrifugation in ein
neues Reaktionsgefa eluiert. Die Praparationen wurden bei -20°C im Tiefkihler

aufbewahrt und direkt fur die Restriktion sowie fur die Sequenzierung verwendet.

2.11.3 Maxipraparation

Um zu sichern, dass nur plasmidhaltige Bakterienzellen in groRen Kulturansatzen
vermehrt werden, wurden diese auf antibiotikahaltigem Medium unmittelbar vor der
Flussigkultur zur Einzelkolonie ausgestrichen. Eine kurze Vorkultur synchronisiert das
Bakterienwachstum, d.h. alle Zellen beginnen die Hauptkultur aus der spaten Phase
exponentiellen Wachstums [Weide, 1979]. In dem hier verwendeten Prinzip wird die
niedermolekulare Plasmid-DNA aus dem klaren Uberstand der Fallung bei niedriger
Salzkonzentration und niedrigem pH-Wert durch das negativ geladene
Phosphorsaurertickgrat der DNA spezifisch an einen Anionenaustauscher gebunden. Bei
mittlerer Salzkonzentration werden gebundene RNA, Proteine und niedermolekulare
Verunreinigungen von der Matrix gewaschen. Die Plasmid-DNA wird mit hoher

Salzkonzentration eluiert und anschlieRend durch Fallung mit Isopropanol entsalzt.

Aus einer Uber Nacht gewachsenen Bakterienkultur wurden 200 ml fir 30 min bei 6.000 g,
und 4°C zentrifugiert. Die Sedimente wurden in 12ml Resuspensionspuffer
aufgenommen. Zu dieser Suspension wurden 12ml Lysepuffer sowie 12 ml
Neutralisierungspuffer pipettiert und die Réhrchen jeweils 3 min bei Raumtemperatur bei
langsamen Rotationen um ihre Langsachse inkubiert. Eine Filtrationseinheit bestehend
aus einem Faltenfilter, einer Anionenaustauschersaule und einem Sammelgefall wurde
mit 10 ml Equilibrierungspuffer equilibriert. Das komplette Bakterienlysat wurde in den
Faltenfilter gegeben. Nach dem Durchlaufen des Filtrates, wurde die Saule mit 32 ml
Waschpuffer/Maxi gewaschen und mit 15 ml Elutionspuffer in ein Zentrifugenréhrchen
eluiert. Das Eluat wurde gleichmafig auf 14 Reaktionsgefalle verteilt und in jedes
Roéhrchen 786 pl Isopropanol hinzupipettiert. Beides wurde gut gemischt und 30 min bei
2.000 g und 4°C zentrifugiert. Das durchsichtige Pellet wurde mit 500 pl Ethanol/70%
gewaschen und 10 min wie oben zentrifugiert. Die Pellets wurden mit ge6ffnetem Deckel
15 min unter dem Abzug bei Raumtemperatur getrocknet, und jedes Pellet in 40 pl
TE-Puffer aufgenommen. Das Ldsen der DNA wurde durch 10 min Inkubation im
Wasserbad bei 56°C unterstlitzt. SchlieRlich wurden alle DNA-L&sungen vereinigt, die
Konzentration bestimmt und die DNA im Tiefkihler (-20°C) aufbewahrt.
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212 Bestimmung der Reinheit und Konzentration von Nukleinsduren

Das Absorptionsmaximum fir Nukleinsauren liegt bei 260 nm (OD,s) und wird
spektrophotometrisch bestimmt. Die Konzentration in ug/ml ergibt sich aus der bei einer
Schichtdicke von 10 mm gemessenen ODag, die mit einem nukleinsaurespezifischen
Faktor multipliziert wird (DNA: 50; RNA: 40). Kontaminierende aromatische Verbindungen
(z.B. Phenol) oder Proteine, die aromatische Aminosaurereste enthalten, absorbieren
Uberwiegend UV-Licht einer Wellenlange von 280 nm (OD,gs). Der Quotient OD20/OD2gg
ist ein Mal} fir die Qualitadt von Nukleinsdurepraparationen (DNA: 1,8 bis 1,9; RNA: >1,9)
[Sambrook, 1989].

Das Spektrophotometer wurde mit dem Lo&sungsmittel fir die zu messende Probe
kalibriert. Bei gemessenen OD,g Uber 1,0 wurde die Probe soweit verdinnt, dass die
ODggy zwischen 0,1 und 1,0 lag. Jede Probe wurde zweimal gemessen und die

Konzentration aus dem Mittelwert errechnet.

213 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen sind bakteriellen Ursprunges und erkennen spezifische
Sequenzen von mindestens vier Nukleotiden in einer doppelstrangigen DNA und spalten
hydrolytisch Phosphodiesterbindungen mit Uberhangenden Einzelstrangenden oder
glatten Enden. Da jede dieser Sequenzen nur mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit in
einer langeren Basenfolge vorkommt, wird die DNA nach einem charakteristischen Muster
fragmentiert.  Restriktionsendonukleasen kdnnen somit zur Charakterisierung,
Identifizierung sowie Isolierung doppelstrangiger DNA-Molekile eingesetzt werden
[Nathans, 1975].

Restriktionspuffer: 1 M Tris-HCI (pH 7,9)

500 mM NacCl

100 mM MgCl,
10 mM Dithiothreitol

DNA-Ladepuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
60% Glycerol
60 mM EDTA
0,03% Bromphenolblau

Fir die Analyse enthielt jeder Restriktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl
insgesamt 1-2 ug Plasmid-DNA, 2 ul Restriktionspuffer und 1 pl der entsprechenden
Restriktionsendonuklease BamHI, EcoRI oder Hindlll. Die Restriktionsansatze wurden 1 h
bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch 5 yl DNA-Ladepuffer fir die Gelelektrophorese

beendet.
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Fir die Praparation von DNA-Fragmenten aus Plasmiden wurden 50-100 ug
Plasmid-DNA mit 20 yl  Restriktionspuffer und 2U der entsprechenden
Restriktionsendonuklease pro Mikrogramm Plasmid-DNA in Ansatzen von 200 pl
zusammengefuhrt und diese 2 h bei 37°C inkubiert. Die Ansatze wurden zur Inaktivierung

des Enzyms fir 10 min auf 65°C erhitzt und danach 50 pl DNA-Ladepuffer dazu gegeben.

214  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Bei neutralem pH-Wert sind Nukleinsauren negativ geladen und wandern im elektrischen
Feld zur Anode. GroRe Molekule werden in einer netzartigen Agarosematrix starker
aufgehalten als kleine oder stark verknaulte Molekule. Ethidiumbromid lagert sich
spezifisch in den Nukleinsaurestrang und dieser wird durch die durch ultraviolettes Licht

induzierte Emission des Farbstoffes sichtbar [Helling, 1974].

50x TAE-Puffer: 2 M Tris-Acetat (pH 8,0-8,5)
64 mM EDTA
TAE-Puffer: 20 ml 50x TAE-Puffer
980 ml A. dest.
DNA-Farbeldsung: 1 ug/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer

DNA-Langenstandard: 100 pg/ml 100 bp-Leiter/extended
Grofen der Einzelbanden (bp): 5.000, 4.000, 3.000, 2.500,
2.000, 1.500, 1.000, 900, 800, 700, 600, 500/500, 400, 300,
200, 150, 100

In Abhangigkeit von der GroRe der zu trennenden DNA wurden 1-1,8% Agarose in
TAE-Puffer aufgenommen und 10 min bei 160 W in der Mikrowelle bis zur vollstandigen
Auflésung der Agarosepartikel erhitzt. Die Agaroselésung wurde im Wasserbad auf 65°C
temperiert und die Trenngele in die vorbereiteten Elektrophoresekammern gegossen.
Nach dem Erkalten des Gelbettes wurden fiir die Restriktionsanalyse jeweils 20 ul der mit
dem DNA-Ladepuffer vermischten Proben in die Auftragetaschen pipettiert; fur die
Praparation von DNA-Fragmenten wurden 220 pl des Restriktionsansatzes aufgetragen.
In jedem Gel wurde in einer weiteren Tasche 1 ug DNA-Langenstandard in 10 pl mit
aufgetrennt. Die Trennung erfolgte in TAE-Puffer bei einer Spannung von 6 V/cm
Lauflange des Gels. Unter leichtem Schiitteln bei 80 rpm wurden die Gele 20 min bei
Raumtemperatur mit 250 ml DNA-Farbelésung im Dunklen inkubiert. Die gefarbten Gele

wurden bei einer Wellenlange von 366 nm dokumentiert.

215 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Natriumjodid oder Natriumperchlorat verringern die Schmelztemperatur von Agarose und

bringen so die Agarose aus Gelen auch bei Raumtemperatur in Lésung. Unter definierten
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Pufferbedingungen bindet darin vorliegende geléste, anionische DNA an eine
Siliziumoxid-Matrix und kann bei geringer Salzkonzentration mit einer wassrigen Lésung
von der Matrix abgeldst werden [Vogelstein, 1979].
GS-Puffer: Gelverflissigungspuffer mit Natriumperchlorat

(firmeneigene Rezeptur)

Waschpuffer Gel: Ethanolhaltiger Waschpuffer
(firmeneigene Rezeptur)

Alle Gerate und Materialien wurden vor der Verwendung grindlich gesaubert, mit
Ethanol/70% abgewischt und es wurde eine frische DNA-Farbelésung angesetzt. Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten 1 min bei 2.000 g und Raumtemperatur. Die DNA aus
praparativen Restriktionsansatzen wurde im Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt. Der gewlnschte Gelbereich wurde im ultravioletten Licht mit
einem Skalpell als moglichst schmaler Streifen ausgeschnitten, eingewogen und mit 30 pl
GS-Puffer pro Milligramm Gel gemischt. Die Reaktionsgefal’e wurden im Wasserbad bei
50°C maximal 15 min inkubiert bis sich die Agarose vollstandig geldst hatte. Die Losung
wurde sukzessive auf Gelextraktionssdulen Ubertragen und diese jeweils 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und zentrifugiert. Danach wurden 700 ul Waschpuffer Gel auf
jede Saule gegeben, 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und zentrifugiert. Nach
Abgieflen des Waschpuffers aus dem Sammelgefa® wurden die Saulen nochmals
zentrifugiert und die DNA aus den Saulen mit 50 pl auf 65°C erwarmtem TE-Puffer durch
Zentrifugation eluiert. Aus den Eluaten wurden die Konzentrationen bestimmt und bei

-20°C eingefroren.

216  Dephosphorylierung der Enden linearisierter Vektorplasmide

Bei der Dephosphorylierung des linearisierten Vektors wird vom 5’-Ende der Vektor-DNA
der Phosphatrest abgespalten, um bei Klonierungen eine Selbstligation des linearisierten
Vektors zu verhindern [Sambrook, 1989a].
Ligasepuffer: 500 mM Tris-HCI (pH 7,5)

100 mM MgCl,

10 mM Dithiothreitol
10 mM Adenosintriphosphat

Jeder Dephosphorylierungsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 pl enthielt 5 ug
linearisierten Vektor, 1yl Ligasepuffer und 2pul Antarctic Phospatase. Der
Dephosphorylierungsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert, bevor das Enzym durch
Hitzebehandlung 5 min bei 65°C inaktiviert wurde und mit A. dest. eine Endkonzentration

von 100 pg/ul DNA eingestellt wurde.
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2.17 Ligation linearisierter DNA

Uberhéngende, komplementire DNA-Einzelstrangenden oder glatte Enden, die durch die
Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen entstehen, lagern sich aneinander.
Diese Verbindung wird durch ein hochviskéses Medium stabilisiert. Unter Spaltung von
Adenosintriphosphat verknipft die DNA-Ligase die 3,-Hydroxylenden mit den

5, -terminalen Phosphorsaureresten einzelstrangiger Nukleinsduren [Gumport, 1981].

Der dephosporylierte Vektor und aus dem Agarosegel isolierte Fragmente wurden in
einem Ligationsansatz so gemischt, dass equimolare Verhaltnisse von Vektor und
Fragment hergestellt waren, oder dass das Fragment im 10fachen molaren Uberschuss
vorlag. Jeder Ligationsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 ul enthielt neben Vektor
und Fragment 2 ul Ligasepuffer und 1 yl T4-Ligase. Der Ligaseansatz wurde 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert bevor das Enzym durch Hitzebehandlung 5 min bei 65°C
inaktiviert wurde. Der Erfolg der Ligation wurde in einem 1%igen Agarosegel kontrolliert

und die Ligaseansatze direkt in kompetente E. coli TOP10 transformiert.

2.18 Induzierte Expression von HBD-2-Fusionsproteinen in E. coli BL21

Das Bakterium E. coli kann Laktose zur Energiegewinnung verwenden. Dazu bendtigt es
drei Enzyme, deren genetische Information im so genannten lac-Operon organisiert und
reguliert ist, und nur in Anwesenheit von Laktose zur Verfigung steht [Boos, 1967; Boos,
1968]. Teile dieses komplexen Systems werden haufig in Expressionsvektoren fir die
induzierbare Herstellung rekombinanter Proteine in E. coli genutzt. Die Transkription wird
von einem Repressor verhindert, der nach Bindung des Substrats Laktose vom
DNA-Strang entfernt wird. Fur die kontrollierte Fremdgenexpression wird das Substrat
durch ein Struturanalogon, das IPTG, ersetzt, das ohne Permease in die Zelle gelangen

und die Transkription induzieren kann.

IPTG-L6sung: 200 mg/ml IPTG

Eine einzelne Kolonie des mit dem entsprechenden Expressionsplasmid transformierten
E. coli BL21 wurde in 12 ml Selektionsmedium angeimpft und tber Nacht bei 37°C und
240 rpm inkubiert. Fur die Etablierung optimaler Bedingungen fiir die Expression der
HBD-2-Fusionsproteine wurden die Zeiten vor und nach der Zugabe von IPTG sowie die
IPTG-Konzentrationen variiert. Im standardisierten Verfahren flir die praparative
Darstellung wurde schlieBlich die Kultur 1:100 mit Selektionsmedium verdinnt und in
einem Rundstandkolben 4-5 h bei 37°C und 240 rpm kultiviert, bis eine ODgq von >1,0
erreicht worden war. Durch Zugabe von IPTG zu Endkonzentrationen von 200 ug/ml bis
4 mg/ml erfolgte die Induktion der Fusionsproteinexpression fur 2 h bei 37°C und 240 rpm.

Anschliel3end wurden die Bakterien 20 min bei 6.000 g und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet
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wurde in 3 ml PBS resuspendiert, die Suspension in flissigem Stickstoff schockgefroren
und anschlieend bei -80°C aufbewahrt.

2.19 Analytische Darstellung von Proteinen

2.19.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Hitze und das starke anionische Detergenz SDS I6sen nicht-kovalente Wechselwirkungen
in Proteinen. Reduzierende Agenzien heben Disulfidbricken auf. So entstandene
SDS/Protein-Komplexe haben vergleichbare Ladungsdichten und unterscheiden sich nur
in der GroRe. Bei der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE)
bewegen sich die Komplexe im elektrischen Feld zur Anode. Das kleinporigere Gel wirkt
wie ein Sieb und flhrt zu einer groRenabhangigen Trennung der Proteine [Laemmli, 1970;
Walker, 1996]. Trenngele mit einem Gradienten der Polyacrylamidkonzentration erlauben
die gleichmafige Trennung von Proteinen in einem sehr weiten GréRenbereich (250 Da
bis 10 kDa) bei kurzen Gesamtlaufstrecken [Schagger, 1987; Schrimpf, 2002; Walker,
1994]. Homogene Gele mit einem Polyacrylamidanteil um 18% trennen Proteine mit einer
Grolie von 30-70 kDa sicher auf [Smith, 1994; Gallagher, 2006].

4x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

0,4% SDS
Trenngel/22,5%: 4x Trenngelpuffer

22,5% Acrylamid/BisAcrylamidlésung (37:1)
Trenngel/10%: 4x Trenngelpuffer

10% Acrylamid/BisAcrylamidldsung (37:1)
Trenngel/18%: 4x Trenngelpuffer

18% Acrylamid/BisAcrylamidldsung (37:1)
4x Sammelgelpuffer: 500 mM Tris-HCI (pH 6,8)

0,4% SDS
Sammelgel: 4x Sammelgelpuffer

4% Acrylamid/BisAcrylamidlésung (37:1)
APS-Lésung: 10% APS in A.dest.
4x Tris/Glycin-Puffer: 100 mM Tris-HCI (pH 8,3)

750 mM L-Glycin (pH 8,3)
Reservoirpuffer: 4x Tris/Glycin-Puffer

0,5% SDS
Ladepuffer: 30 mM  Tris-HCI (pH 8,0)

3% SDS

3 mM EDTA

15% Glycerol
0,09% Bromphenolblau
3% 2-Mercaptoethanol
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GrolRenstandards: M1, Bereich 11-170 kDa
M2, Bereich: 1,060-26,600 Da

Fur die SDS-PAGE wurden homogene Gele mit einem Acrylamidanteil von 18% oder
Gradientengele mit Acrylamidkonzentrationen von 10-22,5% mit einer Dicke von 1 mm
hergestellt. Fir die homogenen Gele wurde 5 ml Trenngel/18% mit 20 yl APS und 8 pl
TEMED in einem kleinen Becherglas gemischt und in die zwischen zwei Glasplatten
entstandene Kammer gegossen. Fir die Gradientengele wurden in die beiden
kommunizierenden Gefalke des Gradientenmischers bei geschlossenem
Verbindungssttlick je 2,6 ml Trenngel/10% bzw. Trenngel/22,5% pipettiert. Die Lésung im
rechten Gefald wurde mit einem Magnetstab gerihrt. In beide GefalRe wurden jeweils 6 pl
APS-Lésung und 1,5 yl TEMED pipettiert, die Verbindung geoffnet und die Lésungen mit
2 ml/min Uber eine Kanile (45 mm, & 0,8 mm) direkt in die Kammer zwischen den
Glasplatten gepumpt. In dem Trenngel baute sich dabei ein von unten nach oben
absteigender Acrylamidgradient auf. Fir die 30 min Polymerisationsdauer wurde die
Matrix der Gele mit A. dest. Uberschichtet und das Wasser moglichst vollstandig
abgegossen. Fur die Auftragetaschen wurden 2 ml Sammelgel mit 15 yl APS-Lésung und
4 yl TEMED gemischt und diese Losung auf das Trenngel pipettiert. Der Kamm fiir die
Auftragetaschen wurde eingeschoben und nach 30 min das fertige Polyacrylamidgel in die
Elektrophoresekammer eingehangt. Um die innere Pufferkammer zu schlieRen, wurden
zwei Gele verwendet. Die innere und aulere Pufferkammer wurden mit frischem

Reservoirpuffer befullt.

In Ladepuffer aufgenommene Proben wurden getaut und 6 min im Wasserbad
aufgekocht. Ungeldste Bestandteile wurden 2 min bei 2.000 g und 4°C abzentrifugiert. In
jede Auftragetasche wurden 10-100 ug Protein in maximal 20 ul Volumen aufgetragen. In
jedem Gel wurde als gefarbter M,-Standard 5 pl M1 und/oder 10 pyl M2 mit aufgetrennt.
Die Proteine wurden bei einer Spannung von 100V und maximal 12 mA pro Gel

aufgetrennt.

2.19.2 Farbung mit Coomassie Brilliant Blue R-250

Proteine konnen direkt im Gel mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R-250, einem
Triphenylmethanfarbstoff, angefarbt  werden [Bennett, 1971]. Je nach
Farbstoffbindevermdgen verschiedener Proteine erreicht man eine

Nachweisempfindlichkeit von 100 ng bis 1 ug Protein [Syrovy, 1991].

Waschlésung: 40% Methanol
10% Eisessig in A. dest.

Farbelbsung: 0,1% Coomassie in Waschlosung
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Die Farbelésung wurde unmittelbar vor der Verwendung durch einen Faltenfilter filtriert.
Das Gel wurde nach der Auftrennung der Proteine von den Glasplatten in eine fest
verschlielbare Plastikschale mit 50 ml Farbelésung Uberflihrt und darin unter Schiitteln
20 min bei 50 rpm und Raumtemperatur inkubiert. Die Farbelésung wurde abgegossen,
das Gel zweimal mit 10 ml Waschlésung gespltilt und anschlielend drei- bis viermal in
~200 ml Waschlésung inkubiert. Flir die Auswertung wurden die Gele direkt in einem

Flachbettscanner digitalisiert.

2.19.3 HBD-2-spezifischer Western-blot

Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine werden in einem elektrischen Feld aus der
Gelmatrix auf eine Membran mit hoher Bindungskapazitat fur Proteine transferiert und so
immobilisiert. Die Effektivitdt des Transfers wird von lonenkonzentration, Transferzeit,
pH-Wert des Puffers und Temperatur beeinflusst [Gorg, 1988]. Transfermembranen
unterscheiden sich durch ihr Material in der Hydrophobizitat der Oberflache, der
Oberflachenstruktur, PorengréRe und damit in der Bindungsaffinitat fir Proteine
[Mansfield, 1994]. Im Western-blot kann die Bindung spezifischer Antikdrper durch
Chemilumineszenz, also durch eine chemische Reaktion emittiertes Licht, nachgewiesen
werden. Ist der Antikdrper mit einer Peroxidase gekoppelt, die die Oxidation von Luminol
durch Wasserstoffperoxid katalysiert, bei der Licht emittiert wird, und wird diese
Chemiluminiszenz durch eine phenolische Lésung verstarkt, kann das durch eine

hochempfindliche Kamera aufgenommen werden [Whitehead, 1979].

Transferpuffer: 25 mM Tris-Base
192 mM Glycin
20% Methanol
0,1% SDS
TBS: 50 mM Tris-HCI (pH 7,6)
150 mM NaCl
TBST: 0,1% Tween-20 in TBS
Maleinsaure-Puffer: 100 mM Maleinsaure (pH 7,5)

150 mM Natriumchlorid

10x Blockierungspuffer:  10% Blockierungsreagenz im Maleinsaure-Puffer
Ldsen bei Erhitzen in der Mikrowelle. Die Stammlésung wurde
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Blockierungspuffer: 2 ml 10x Blockierungspuffer

18 ml TBST
Detektionsreagenz 1: Luminollésung mit Verstarker (firmeneigene Rezeptur)
Detektionsreagenz 2: Stabilisierte Peroxidlésung (firmeneigene Rezeptur)
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Die Polyvinylidendifluoridmembran wurde mit Methanol benetzt. Polyacrylamidgel,
Membran und Blotting-Papier wurden mit Transferpuffer durchfeuchtet und mit
festgelegter Reihenfolge in die Tankbloteinheit gehangt. Die Proteine wurden 1 h mit
300 mA aus dem Gel auf die Membran transferiert. Diese wurde auf dem Schuttler
nacheinander je 5 min bei 100 rpm in Transferpuffer und TBS inkubiert sowie mindestens
eine Stunde an der Luft getrocknet. Die trockene Membran wurde in einem Folienbeutel
mit 10 ml frisch hergestelltem Blockierungspuffer nahezu luftfrei eingeschweildt, unter
Schutteln (ber Nacht bei 600 rpm und 4°C inkubiert und in einem offenen
Polypropylengefall zweimal 20 min in 20 ml TBST bei 100 rom und Raumtemperatur
gewaschen. Der HBD-2 spezifische Erstantikbrper aus der Ziege wurde im
Blockierungspuffer zu einer Endkonzentration von 200 ng/ml aufgenommen und die
Membran mit 3 ml der Antikorperlésung in einen neuen Folienbeutel eingeschweilit, unter
Schiitteln (2 h, 300 rpm, Raumtemperatur) inkubiert und wie oben beschrieben dreimal
10 min mit TBST gewaschen. Der mit Meerrettichperoxidase gekoppelte fir IgG der Ziege
spezifische Zweitantikbrper wurde zu einer Endkonzentration von 16 ng/ml in frischem
Blockierungspuffer verdinnt, die Membran mit 5-10ml der Antikdrperldsung
eingeschweif’t, 1,5 h bei 300 rpm und Raumtemperatur inkubiert und wie oben mit TBST
gewaschen. Unmittelbar vor der Verwendung wurden gleiche Mengen
Detektionsreagenz 1 und 2 gemischt und 1,5 ml Entwicklerlésung auf die Membran
pipettiert. Diese wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Lésung mit
Zellstofflagen vollstdndig abgesaugt. Die feuchte Membran wurde luftblasenfrei
abgedeckt, in der Detektionskammer aufgenommen. Zur Detektion der mit Farbstoff

gekoppelten Proteine des Markers wurde die Membran 1/30 sec bei Tageslicht belichtet.

Zur Kontrolle des gleichmaRigen Probenauftrags wurden die Membranen zweimal 10 min
in A. dest. gekocht und anschlielend einem Aktin-spezifischen Western-blot unterzogen.
Wie oben beschrieben wurde die Membran mit dem Aktin-spezifischen Antikdrper im
Verhaltnis 1:10.000 in Blockierungspuffer und mit dem mit Meerrettichperoxidase
gekoppelten fur IgG der Maus spezifische Zweitantikorper im Verhaltnis 1:1.000 inkubiert,

gewaschen und die Bindung der Antikorper durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht.
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2.20 Praparative Darstellung von Fusionsproteinen

2.20.1 Lyse von Bakterien fiir die Gewinnung von Fusionsproteinen

Zur Freisetzung von Proteinen, die in den Zellen produziert werden und zytoplasmatisch
vorliegen, ist eine Lyse der Bakterienzelle notwendig, die mit Hilfe lytischer Enzyme und
Detergenzien erreicht werden kann [Salazar, 2008]. Bug Buster ist im Wesentlichen eine

Mischung nicht-ionischer Detergenzien, bei der Proteine ohne Denaturierung freigesetzt

werden.

Lysis-Puffer: 5 ml 10x Bug Buster
45 ml A. dest.

DNase I-L6sung: 200 pg/ml DNase |

Lysozymldsung: 50 ug/ml Lysozym

CaCl,-L6sung: 100 mM CacCl,

MgCl,-L6sung: 1 M MgCl,

Nach dem Auftauen der Suspension transformierter E. coli BL21 wurden ein gleiches
Volumen Lysis-Puffer sowie das Lysozym zu einer finalen Konzentration von 50 pg/ml
dazugegeben. Nach Inkubation fiir 10 min bei 37°C wurden die Bakterien mit Ultraschall
in Zyklen von 25 Schlagen Uber jeweils 1 min mit 30% der Gesamtleistung behandelt.
Diese Zyklen wurden dreimal wiederholt. Die Lyse war erfolgreich, wenn die Lésung eine
erhdhte Viskositat aufwies. Die viskose Lésung wurde 30 min bei Raumtemperatur mit
500 uM CaCl,, 2,5 mM MgCl, und 2 mg/ml DNase | inkubiert. Unldsliche zellulare

Bestandteile wurden durch 15 min Zentrifugation bei 2.000 g und 4°C sedimentiert.

2.20.2 Glutathion-Affinitatschromatografie

Die Affinitatschromatografie beruht auf der spezifischen und reversiblen Bindung eines
Proteins an einen Liganden, der kovalent an eine Tragermatrix gekoppelt ist. Die Affinitat
der GST zu ihrem Substrat wird fur die chromatografische Reinigung rekombinanter
Fusionsproteine mit der GST genutzt, indem das Glutathion z.B. an Sepharose 4B
immobilisiert ist. Aus Proteingemischen binden nur GST-Fusionsproteine spezifisch an
diese Matrix und kénnen mit reduziertem Glutathion in Lésung eluiert werden. So lasst
sich das gewunschte Protein in einem Schritt mit einem Reinheitsgrad >90% aus
Rohextrakten isolieren [Smith, 1988; Simons, 1977].

Fir kleine Probenmengen und zur Etablierung der Elutionsbedingungen wurde die
Glutathion-Sepharose 4B im Batch-Verfahren eingesetzt. Jeweils 100 ul Bakterienlysat
wurden mit der Sepharose unter standigem Mischen bei 4°C inkubiert. Nach 2 h wurde

die Lésung 1 min bei 2000 g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
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Das Pellet wurde mit 1 ml PBS gewaschen und 20 pl Ladepuffer hinzugegeben. Die

gewaschenen Tragerkigelchen wurden direkt in der SDS-PAGE eingesetzt.

Die praparative affinitdtschromatografische Darstellung von HBD2-GST und der freien
GST erfolgte in einem FPLC-System mit einer Sdule oder zwei in Reihe geschalteten

GST Trap-Saulen nach dem folgenden Schema:

Schritt Puffer/Lésung Volumen (ml) Geschwindigkeit
(ml/min)
eine. zwei
Saule Saulen
Aquilibrieren 50 mM TrisHCI (pH 8,0) 20 40 2
100 mM NaCl
Probenauftrag  Bakterienlysat 40
Waschen 50 mM TrisHCI (pH 8,0) 20 40 2
100 mM NaCl
Eluieren 50 mM TrisHCI (pH 8,0) 8 8
20 mM Gilutathion
Reaktivieren 6 M Guanidin-HCI 8 8
Ethanol 80% 20 40
Ethanol 20% 20 40

Auf die Saule gebundenes Protein wurde in Fraktionen von je 1 ml gesammelt. Die
reaktivierten Saulen wurden verschlossen und bei 4°C gelagert. Die Reinheit der Produkte
wurde mit SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie oder einem HBD-2-spezifischen
Western-blot kontrolliert. Fraktionen mit der GST oder dem HBD2-GST wurden vereinigt,

aliquotiert, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.20.3 Gelfiltration

Bei der Gelfiltration wandern Molekiile durch eine inerte porése Matrix in die sich kleine
Molekile, wie Salze, einlagern. Grolte Moleklle, wie Proteine, passieren die Partikel und
werden zuerst aus der Saule eluiert. Probenvolumen, Lange der Trennstrecke und
Porengrofle der Partikel bestimmen Trennscharfe und -bereich. So kdnnen die
Pufferbedingungen einer Losung verandert werden. Durch die Peptidbindungen und
aromatische Aminosaurereste haben Proteine Absorptionsmaxima bei Wellenlangen von
220 und 280 nm, die zur Detektion der Proteine wahrend der Auftrennung genutzt werden
[Scopes, 1994] (Abbildung 2).
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. Salze und
Protein Glutathion

(Menge)

R S R I 1
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Abbildung 2: Schematisches Elutionsprofil einer PD-10-Saule. Die Matrix
Sephadex-G25 in diesen vorgepackten, standardisierten Saulen sind Polymerenpartikel
aus modifiziertem Dextran, die eine AusschlussgrofRe von ca. 5 kDa haben.

Tris-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

Aufbewahrungspuffer: PBS mit 0,02% NaN;

Eine PD-10-Saule wurde mit 25 ml Tris-Puffer equilibriert und anschlieRend die Probe in
einem Volumen von 2,5 ml aufgetragen. Nach dem Einlaufen der Probe wurden 3,5 mli
Tris-Puffer auf den oberen Filter pipettiert. Das Eluat wurde in einem Zentrifugenrohrchen
aus Polypropylen aufgefangen und die Saule anschlieRend mit 25 ml Tris-Puffer gespililt.
Der gesamte Vorgang, beginnend mit dem Auftrag von jeweils 2,5 ml Probe, wurde
wiederholt bis in der gesamten Lésung der Puffer ausgetauscht und die Proteine in das
gleiche Réhrchen wie oben eluiert waren. Das Eluat wurde zwischen den Schritten auf Eis
gelagert. Nach dem letzten Auswaschen der Salze wurde die Saule mit 25 ml
Aufbewahrungspuffer gespilt und mit Parafilm verschlossen. Jede Saule wurde mehrfach

verwendet und zwischenzeitlich bei 4°C aufbewahrt.

2.21 Bestimmung der Proteinkonzentration mit Bicinchoninsaure

Peptidbindungen sowie die Aminosaurereste Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan
wirken als Reduktionsmittel fiir Cu?*, das als Cu* unter alkalischen Bedingungen mit BCA
einen Komplex bildet, der bei einer Wellenldange von 562 nm sein Absorptionsmaximum
hat. Die Intensitat des entstehenden Farbstoffs ist proportional der Proteinkonzentration
[Smith, 1987].
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Reagenz A: firmeneigene Rezeptur, enthalt:
Na,CO3;, NaHCO3;, BCA und Natriumtartrat
in 100 mmol/L NaOH

Reagenz B: 4% CuSO,4

BCA-Lo6sung: 50 Teile Reagenz A
1 Teil Reagenz B

BSA-Standard: Konzentrationen des Standards fur BSA (geldst in PBS):
0 ug/mL; 200 pg/mL, 800 ug/mL und 1,2 mg/mL

Jeweils 10 pl Standardlésung oder der Probe, die ggf. verdinnt wurde, wurden in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte gefiillt und zu jedem Ansatz 200 ul der BCA-Lésung
pipettiert. Alle Ansatze erfolgten als Doppelbestimmungen. Die Mikrotiterplatte wurden
30 min bei 37°C inkubiert und bei einer Wellenlange von 562 nm photometrisch
gemessen. Die Proteinkonzentration in den Proben wurde nach Abzug des Leerwertes,
bei dem A. dest. an Stelle der Probe mit dem BCA-Reagenz gemischt wurde, aus der

Gleichung der Regression der Standardkurve mit BSA ermittelt.

2.22 Freisetzung von HBD-2 aus HBD2-GST durch Thrombin

Durch den Expressionsvektor pGEX-2T wird zwischen der GST und dem Fusionspartner
die Aminosauresequenz Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser eingeflhrt, die eine Erkennungsstelle
fur Thrombin darstellt [Chang, 1985, Smith, 1988]. Das bedeutet, dass mit Hilfe dieser
spezifischen Endopeptidase die Freisetzung von HBD-2 aus dem

HBD2-GST-Fusionsprotein moglich ist.

Thrombinldsung: Thrombin in PBS

HBD2-GST-Ldsung: 2,5 pg/pl HBD2-GST in TBS

Fur die Thrombinspaltung wurden die Konzentration der Thrombinldsung (5-25 U/ul) und
die Inkubationszeit (30-120 min) bei 37°C variiert. Der Spaltungserfolg wurde durch
SDS-PAGE geprift und die Lésung fir die Bestimmung der biologischen Aktivitat in der

Densitometrie eingesetzt.

2.23 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkulturen

Die Bestimmung der optischen Dichte ist eine Streulichtmessung bei langen
Wellenlangen. Dabei werden Partikel mit einer GroRe von etwa 1-2 ym und von Wasser
abweichenden Dichte gemessen. Lenken diese Partikel das langwellige Licht im
Strahlengang eines Photometers ab, entsteht ein "Lichtverlust", der als ODgyo bestimmt

werden kann. Der Streulichtverlust korreliert direkt mit der Bakterienkonzentration. So

35



Material und Methoden

kann die Wirksamkeit von Substanzen auf das Bakterienwachstum aus dieser Messung
abgeleitet werden [Krist, 1998].

Die verschiedenen Laborstdmme von E. coli wurden auf LB-Agar ausgestrichen und tber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zehn Einzelkolonien wurden in 4 ml PBS durch
Vortex resuspendiert. Von diesen Bakteriensuspensionen wurden 100 pl mit 12 ml
Medium in einem Erlenmeyerkolben aufgenommen und bei 220 rpm und 37°C inkubiert.
In diesen Vorkulturen wurden die Art des Mediums und die Kulturzeit von 3-4 h variiert.
Die Vorkulturen wurden mit dem entsprechenden Medium verdlinnt und erneut bei
220 rpm und 37°C inkubiert. Fur diese Hauptkulturen wurden Medium, Kulturzeit und

Verhaltnis von Vorkultur und frischem Medium verandert.

Im etablierten densitometrischen Test mit E. coli JM109 wurden die Vorkulturen in
LB-Lennox fiir die Hauptkulturen mit LB-Lennox 1/6 im Verhaltnis 1:20 verdinnt und ggf.
die antimikrobiellen Substanzen ftitrierten Konzentrationen zugesetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 5-6 h wurde 1 ml dieser Hauptkulturen in die Klvette pipettiert und die
ODegoo der Bakterienkultur im Vergleich zu LB-Medium bestimmt. Alle Hauptkulturen

erfolgten in Dreifachanséatzen.

2.24 Korrelation zwischen ODgy und der Bakterienanzahl der Suspension

Als Standard zur Angabe der antibakteriellen Wirkung eines Agens werden die
Veranderungen der Bakterienanzahl in der Suspension angegeben. Diese werden mit der
ODego der Bakterienkulturen korreliert [Elbing, 2002].

Bakterien des Stammes E. coli JM109 wurden auf LB-Agar ausgestrichen und tber Nacht
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Jeweils eine Einzelkolonie eines frischen Ausstrichs
wurde mit 12 ml LB-Lennox in einem Erlenmeyerkolben aufgenommen und bei 220 rpm
und 37°C Uber Nacht inkubiert. Aus jeder Stufe von log 2-Verdlinnungsreihen dieser
Kulturen wurden die ODgg bestimmt. Aus jeder Verdinnungsstufe, bei der die ODggo mit
0,1-1,0 im Bereich der optimalen Messbedingungen fiir die Densitometrie lag, wurden
weitere log 10-Verdlinnungen in LB-Lennox hergestellt. Aus diesen Verdiunnungen
wurden jeweils 100 ul Bakteriensuspension auf LB-Agar ausgestrichen und Uber Nacht
inkubiert. Die Bakterienzahlen wurden aus den CFU und den entsprechenden
Verdinnungsfaktoren ermittelt. Diese wurden graphisch mit den ODgo der Verdlinnungen
korreliert, die Gleichungen fir die Regressionen bestimmt und daraus in allen
Auswertungen aus den experimentell bestimmten ODgoo die Zahlen der in den Kulturen

vorhandenen Bakterien errechnet.
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2.25 Praparation von Proteinen aus menschlichen Darmproben

Die Extraktion von Proteinen mit geringem M; und von Peptiden kann unter
denaturierenden Bedingungen mit Azetonitril und Trifluoressigsaure erfolgen. Ein hoher
Saure- und lonengehalt des Extraktionspuffers 16st Peptide, prazipitiert Proteine hoheren

Molekulargewichtes und inaktiviert proteolytische Enzyme [Bateman, 1996].

Lésung 1: 60% Azetonitril in A. dest.
Lésung 2: 1% Trifluoressigsaure in A. dest.
Mischldésung: 6 Teile Losung 1

4 Teile Lésung 2
Darmabschnitte mit einer GréRe von 2 cm? wurden auf einem mit silikonbeschichteten
Brett mit Hilfe von Kanllen so aufgespannt, dass die Mukosa auf der Silikonoberflache
auflag. Die vom Darmlumen entfernten Schichten waren dem Bearbeiter zugewandt und
wurden mit Pinzette und Skalpell abgetrennt. Die Mukosa wurde in ein
2 ml-Einfrierréhrchen Gberfuhrt, in flissigem Stickstoff eingefroren und falls erforderlich
bei -80°C gelagert. Das gefrorene Gewebe wurde in einen Mdrser Uberfuhrt, der sich in
einem mit Eis gefullten Styroporgefald befand. Mit Hilfe eines Morsers wurde die Mukosa
unter wiederholter Zugabe von flissigem Stickstoff zu Pulver zerkleinert. Das Pulver
wurde in ein Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt und mit 5-10 ml frisch hergestellter
Mischlésung aufgeflllt. Die Ansatze wurden 20 min in ein mit Eiswasser gefllltes
Ultraschall-Bad gehangt und anschlieRend in Portionen von 2 ml in Reaktionsgefalle
verteilt. Diese wurden 20 min bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden
vorsichtig abgenommen. Uberstande und Pellets wurden bei -80°C tiefgefroren. Die
Uberstande wurden bei einer Kondensortemperatur von -50°C und einem Vakuum
~0,003 mbar innerhalb von maximal 48 h gefriergetrocknet. Lyophilisierte Uberstéande
wurden in A. dest mit einem geringeren als dem Ausgangsvolumen aufgenommen. Nicht
geloste Bestandteile wurden durch Zentrifugation tber 10 min bei 16.000 g und 4°C

sedimentiert und diese Uberstande bei -20°C gelagert.
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2.26 Mathematische Auswertung

Bei mehr als zwei Messwerten in einer Gruppe wurde der Mittelwert berechnet und die
Standardabweichung (SD) nach folgender Formel ermittelt, wobei n die Anzahl der

Messwerte einer Gruppe, X;der Messwert und X der Mittelwert waren:

S ol ot
1i=1

n—1

Mit dem Programm Microsoft Excel wurden Regressionen aus graphischen
XY-Darstellungen erstellt und die Gleichungen sowie der Korrelationskoeffizient R?

ermittelt.
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3.

3.

Ergebnisse

Ergebnisse
1 Herstellung eines antimikrobiellen rekombinanten HBD-2-Fusionsproteins
1.1 Strategie der prokaryontischen Expression von HBD-2-Fusionsproteinen

Zur Herstellung des rekombinanten HBD-2 in E.coli boten sich verschiedene

Fusionsvarianten an, die die Aufreinigung und Isolierung des 5-10 kDa grofen Proteins

vereinfachen sollten (Abbildung 3).

A inpQE30
|
BamHI Hindlll
n pGEX_ZT Thrombin
Plac schnistlell-e

4§< GST

Primer sense: BamHI BamHI
antisense: Hindlll EcoRl

<« 500bp

<«—200bp

Marker

Abbildung 3: Konstrukte fiir die Expression von HBD-2-Fusionsproteinen. (A)

Schematische Darstellung von HBD2-His bzw. HBD2-GST in den Vektoren pQE30 bzw.
pGEX-2T zur Herstellung von rekombinanten HBD-2-Fusionsproteinen. Aus dem Vektor
stammten neben dem entsprechenden Fusionspartner 6xHis und GST der lac-Promotor
fur die induzierbare prokaryontische Expression (P,c) sowie das Terminationscodon flir
die Translation des entsprechenden Fusionsproteins (Stop). Die Restriktionsorte BamHl,
Hindlll bzw. EcoRI fir die Klonierung flankierten die HBD-2-cDNA. (B) Eine cDNA aus
HT-29-Zellen, die 6 h mit 10 ng/ml IL-1B inkubiert waren, wurde in PCR mit dem
spezifischen Primerpaaren sense BamHl/antisense Hindlll bzw.
sense BamHI/antisense EcoRI eingesetzt. Die Produkte wurden in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und nach Farbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht.
Charakteristische Banden des DNA-GroRenstandards (Marker) sind angezeigt.
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Fur die gerichtete Klonierung von HBD-2-cDNA in die Vektoren pQE30 bzw. pGEX-2T
solite die spezifische cDNA zunachst Uber PCR vermehrt werden. Gleichzeitig mit der
Amplifikation wurde Uber entsprechend ausgewahlte Primer Restriktionsorte eingefiihrt,
die die cDNA flankieren. Sowohl His als auch die GST wurden an den N-Terminus in das
Leseraster von HBD-2 fusioniert. In beiden Konstrukten wurde nur die Sequenz des reifen
Proteins ohne das HBD-2-eigene Stopcodon verwendet (Abbildung 3A). Im Agarosegel
war aus einer PCR jedes Produktes nur eine Bande mit einer GréRe von 140 bp
nachweisbar (Abbildung 3B). Das entsprach der Erwartung fir die beiden HBD-2-

spezifischen cDNA und konnte damit direkt weiter kloniert werden.

3.1.2 Klonierung von HBD-2-spezifischer cDNA in pCR2.1
Die HBD-2-spezifischen PCR-Produkte wurden zur Stabilisierung der Produkte und fiir die

Sequenzierung der Amplifikate unter Standardbedingungen zunachst in den Vektor
pCR2.1 kloniert (Abbildung 4).

in pCR2.1-TOPO

M13 reverse -» m <« M13 forward
I 1
EcoRlI EcoRl

I |
BamHI EcoRl
(HindlN)

Klon# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

HBD-2

KIon#123_45678_9101112

HBD-2

40



Ergebnisse

Abbildung 4: Kontrolle der Klonierung der Produkte aus HBD-2-spezifischen PCR in
pCR2.1. (A) Schematische Darstellung der HBD-2-spezifischen cDNA in pCR2.1.
Eingezeichnet sind die Lage der Bindungsorte fur die Sequenzierungsprimer
M13 reverse und M13 forward, sowie der Spaltorte im Ausgangsvektor und im klonierten
PCR-Produkt. Nach Ligation des Vektors mit den PCR-Produkten, die mit den
Primerpaaren sense BamHI/antisense Hindlll (B) bzw. sense BamHI/antisense EcoRI
(C) erhalten wurden, wurden die Plasmide aus 11 bzw. 12 Einzelkolonien mit dem
entsprechenden Ligationsprodukt transformierter E. coli TOP10 isoliert. Die Plasmid-
DNA wurde mit der Restriktionsendonuklease EcoRI| gespalten, im Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die erwartete
GrolRe der klonierten HBD-2-spezifischen PCR-Produkte und die in der weiteren Arbeit
verwendeten Klone pHBD2-H1 und pHBD2-E6 sind angezeigt.

Die HBD-2-spezifischen PCR-Produkte wurden zunachst ungerichtet mit Hilfe der am
5-Ende Uberhangenden Adenosinreste der Amplifikate und der am 3-Ende
Uberhangenden Thymindinreste in den linearen Vektor pCR2.1 kloniert. Neben den durch
die PCR an den entsprechenden Stellen an die Sequenz fir das reife HBD-2 eingeflihrten
Spaltorten BamHI und EcoRI bzw. Hindlll konnten zwei die klonierten PCR-Produkte
flankierende EcoRI-Orte fir ein schnelles Screening plasmidhaltiger E. coli TOP10
genutzt werden (Abbildung 4A). Nach der Spaltung der Plasmid-DNA aus ausgewahlten
Einzelkolonien, die mit dem Ligationsprodukt von pCR2.1 und dem HBD-2-Fragment fur
die Klonierung in pQE30 transformiert waren, wurden in sechs von insgesamt 11
untersuchten Klonen fragmenthaltige Plasmide gefunden (Abbildung 4B). Im Falle des
BamHI/EcoRI-Fragments flir die Reklonierung von HBD-2 in pGEX-2T waren sechs von

insgesamt 12 Kolonien positiv und wiesen das erwartete Fragment auf (Abbildung 4C).

Da die korrekte Basenfolge der zu klonierenden HBD-2-Fragmente eine wesentliche
Bedingung flr eine erfolgreiche Expression der Fusionsproteine war, wurde jeweils ein
Klon ausgewahlt und das klonierte Fragment aus beiden Richtungen sequenziert. Fir die
Sequenzierung des PCR-Produkts mit dem Primerpaar sense BamHlIl/antisense Hindlll
wurde der Klon pHBD2-H1 (Abbildung 4B) und fir sense BamHl/antisense EcoRI der
Klon pHBD2-E6 (Abbildung 4C) ausgesucht. Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden
mit der verdffentlichten Sequenz des reifen HBD-2 verglichen (Abbildung 5).
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(1) gtttttGGTGGTATAGGCGATCCTGTTACCTGCCTTAAGAGTGGAG
(2) ggatccGGTGGTATAGGCGATCCTGTTACCTGCCTTAAGAGTGGAG
(3) ggatccGGTGGTATAGGCGATCCTGTTACCTGCCTTAAGAGTGGAG
(1) CCATATGTCATCCAGTCTTTTGCCCTAGAAGGTATAAACAAATTGG
(2) CCATATGTCATCCAGTCTTTTGCCCTAGAAGGTATAAACAAATTGG
(3) CCATATGTCATCCAGTCTTTTGCCCTAGAAGGTATAAACAAATTGG

(1) CACCTGTGGTCTCCCTGGAACAAAATGCTGCAAAAAGCCAtgalgga
(2) CACCTGTGGTCTCCCTGGAACAAAATGCTGCAAAAAGCCAgaattc
(3) CACCTGTGGTCTCCCTGGAACAAAATGCTGCAAAAAGCCAagctta

Abbildung 5: Ergebnis der Sequenzierung der in pCR2.1 klonierten PCR-Produkte
von HBD-2. Die veroéffentlichte Sequenz der cDNA von HBD-2 (1; PubMed Acc. Nr.
XM_001128061) wurde mit den Ergebnissen der Sequenzierungen von pHBD2-E6 (2)
und pHBD2-H1 (3) abgeglichen. Der fir reifes HBD-2 kodierende Bereich ist mit
GroRbuchstaben hervorgehoben. Uber die Primer fiir die PCR eingefiihrte Sequenzen
der Spaltorte fir die Reklonierung in pGEX-2T bzw. pQE30 sind unterstrichen und der
urspringliche Translationsstop eingerahmt.

Die HBD-2-Sequenzen, die in den beiden untersuchten Plasmiden pHBD2-E6 und
pHBD2-H1 gefunden wurden, entsprachen der bekannten cDNA-Sequenz fir das reife
HBD-2. Erwartete Unterschiede bestanden an den Enden der amplifizierten HBD-2-
Fragmente, wo die  erwilnschten Sequenzen fir die Bindung der
Restriktionsendonukleasen eingefligt worden waren. Damit konnten diese Plasmide
genutzt werden, die entsprechenden HBD-2-spezifischen Sequenzen zu vermehren und

sie in die eigentlichen Expressionsvektoren zu reklonieren.

3.1.3 Reklonierung der HBD-2-Fragmente in die Expressionsvektoren pQE30 und
pGEX-2T

Die gerichtete Reklonierung der HBD-2-Fragmente erfolgte flr beide HBD-2-
Fusionsproteine parallel in mehreren Schritten, die in der Abbildung 6 schematisch

gezeigt sind.
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pQE30 pGEX-2T
(BamHI/Hindlll) | | (BamHI/EcoRI)

Ligation >< ><

Isoliertes HBD2-H1 HBD2-E6
Fragment | (BamHI/Hindlll) (BamHI/EcoRl)

Ausgangsvektor

A A 4

Transformation in E.coli TOP10.
Screening fragmenthaltiger Klone.

Resultierender
Expressionsvektor pHBD2-H1.4 pHBD2-E6.4

Retransformation in E.coli BL21.
Induktion der Expression.

A 4 A 4

Fusionsprotein HBD2-His HBD2-GST

Abbildung 6: FlieBschema fiir die Reklonierung der HBD-2-cDNA in die
Expressionsvektoren pQE30 und pGEX-2T.

Ausgangsmaterial fir die Reklonierung war praparierte Plasmid-DNA  der
Expressionsvektoren und der klonierten HBD-2-Fragmente. Im ersten Schritt wurden
pQE30 und pGEX-2T mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen linearisiert und
die endstandigen Phosphorsaurereste durch Behandlung mit der Antarctic Phosphatase
entfernt. Die Plasmide pHBD2-H1 und pHBD2-E6 wurden ebenfalls mit den
Restriktionsendonukleasen gespalten und die HBD-2-Fragmente aus praparativen
Agarosegelen isoliert. Die linearisierten und dephosphorylierten Vektoren wurden mit den
entsprechenden HBD-2-Fragmenten ligiert, die Ligationsprodukte fiir das Screening
fragmenthaltiger Expressionsvektoren in E. coli TOP10 retransformiert. Ausgewahlte
Plasmide wurden anschlieRend in E. coli BL21 transformiert und in diesem Stamm mit
IPTG die Expression der Fusionsproteine HBD2-His bzw. HBD2-GST induziert.

Fir die Klonierung von HBD-2 in pQE30 bzw. pGEX-2T wurden die Vektoren vorbereitet
und die entsprechenden HBD-2-Fragmente aus pHBD2-H1 bzw. pHBD2-EG isoliert

(Abbildung 7).
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pQE30 pGEX-2T
1 2
500 bp
150 bp
Marker
B
(p)HBD2-H1 (p)HBD2-E6
2 4 3 4
500 bp
150 bp

Marker

Abbildung 7: Vorbereitung von Expressionsvektoren und Fragmenten fiir die
Reklonierung HBD-2-spezifischer Fragmente. (A) Die Expressionsvektoren pQE30
und pGEX-2T waren nativ (1) oder wurden mit den Restriktionsendonukleasen
BamHI/Hindlll (2) bzw. BamHI/EcoRI (3) gespalten. (B) Aus den mit BamHI/Hindlll bzw.
BamHI/EcoRI gespaltenen Plasmiden pHBD2-H1 (2) und pHBD2-E6 (3) wurden die
HBD-2-Fragmente isoliert (4), die mit den entsprechend vorbereiteten Vektoren aus (A)
ligiert werden sollten. Die Ergebnisse der Spaltungen und der Fragmentisolation wurden
im Agarosegel dargestellt. Charakteristische Banden des DNA-GroRenstandards
(Marker) sind angezeigt.

Durch Doppelspaltungen von pQE30 und pGEX-2T mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen wurden die Vektoren linearisiert und so fur die anschlieiende
Ligation mit dem jeweiligen HBD2-Fragment vorbereitet. Das native Plasmid erschien im
Agarosegel durch die verknaulte, ringférmig geschlossene Form der DNA kleiner als die
DNA nach der Spaltung, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass beide
Plasmide tatsachlich linearisiert waren (Abbildung 7A). Nach entsprechender Spaltung der
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Plasmide pHBD2-H1 bzw. pHBD2-E6, die die klonierten und sequenzierten HBD-2-
Fragmente enthielten, entstanden neben der Bande mit einem hohen M, die den
Grundvektor pCR2.1 reprasentiert, Banden von ca. 140 bp mit dem HBD-2-Fragment.
Diese HBD-2-spezifischen Banden wurden aus Agarosegelen prapariert und die Reinheit

der isolierten Fragmente hier ebenfalls wieder im Agarosegel bestatigt (Abbildung 7B).

Die isolierten Fragmente HBD2-H1 und HBD2-E6 wurden nun mit den Vektoren pQE30
bzw. pGEX-2T ligiert (Abbildung 8, 9).

A Klon# 1 11 12

500 bp
150 bp

Marker
500 bp
<— 150 bp
Hindll  + + - + - - Marker
EcoRI + - - - + -
BamHI - + + - - -

Abbildung 8: Ligation von HBD2-H1 mit dem Vektor pQE30. (A) Der Ligationsansatz
von HBD2-H1 mit dem Vektor pQE30 wurde in E. coli TOP10 transformiert. Zur Suche
fragmenthaltiger Klone wurden aus zwolf Ampicillin-resistenten Einzelkolonien die
Plasmide isoliert, die DNA mit den Restriktionsendonukleasen BamHI| und Hindlll
gespalten und im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Der in der weiteren Arbeit
verwendete Klon pHBD2-H1.4 ist angezeigt. (B) Das Plasmid aus dem ausgewahlten
Klon pHBD2-H1.4 wurde mit den Enzymen Hindlll, EcoRIl und BamHI allein oder in
Kombination inkubiert. Alle Spaltungsansatze wurden in Agarosegelen aufgetrennt und
sichtbar gemacht. Charakteristische Banden des DNA-Grolienstandards (Marker) sind
angezeigt.
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Die Klonierung von HBD-2 in den Vektor pQE30 wurde durch gezieltes Herausschneiden
des Fragmentes Uber die bei der Klonierung verwendeten Restriktionsendonukleasen
BamHI und Hindlll kontrolliert. In finf der 12 untersuchten Klone wurde das
entsprechende HBD-2-Fragment, das sich in einer Bande bei ~140 bp darstellte,
gefunden (Abbildung 8A). Diese Kontrollspaltung, Uber die das HBD-2-Fragment
begrenzenden Spaltorte von BamH| und Hindlll, konnte nicht unterscheiden, ob wie
gewdlnscht nur ein HBD-2-Fragment in den Vektor ligiert wurde oder multiple Fragmente

vorlagen. Deswegen wurden diese 5 Klone durch weitere Restriktionsspaltungen geprift.

Da das Ausgangsplasmid pQE30 einen singuldren EcoRI-Ort etwa 20 bp vor dem flr die
Klonierung genutzten BamHI-Ort hatte, sollte eine kombinierte Spaltung mit diesen beiden
Enzymen nur dann eine Bande von ~160 bp ergeben, wenn nur ein HBD-2-Fragment
vorlag. Die Abbildung 8B zeigt exemplarisch das Ergebnis mit dem Plasmid aus Klon 4,
das pHBD2-H1.4 genannt wurde. Einzelspaltungen mit jedem der Enzyme linearisierten
das Plasmid, was durch eine Verschiebung der Bande im Agarosegel nach oben
verdeutlicht wurde. Die Doppelspaltung mit BamHI/Hindlll ergab wieder die Bande von
~140 bp und mit EcoRI/Hindlll eine Bande von ~160 bp. Das bedeutete, dass das
Plasmid pHBD2-H1.4 tatsachlich nur ein HBD-2-Fragment aufgenommen hatte und somit

fur die Expression eines HBD2-His-Fusionsproteins durch E. coli BL21 geeignet war.

Fir die Klonierung des HBD-2-Fragmentes in pGEX-2T zur Expression eines
HBD2-GST-Fusionsproteins wurde analog zu pQE30 fir das HBD2-His verfahren
(Abbildung 9).

46



Ergebnisse

Klon# 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

——1
500 bp
150 bp

Marker f
<4— 500 bp
<€— 150 bp
EcoRI + + + - - - Marker
EcoRV + - - + - -
BamHI - + - - + -

Abbildung 9: Ligation von HBD2-E6 mit dem Vektor pGEX-2T. (A) Der Ligationsansatz
von HBD2-E6 mit dem Vektor pGEX-2T wurde in E. coli TOP10 transformiert. Zur Suche
fragmenthaltiger Klone wurden aus zwodlf Ampicillin-resistenten Einzelkolonien die
Plasmide isoliert, die DNA mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI
gespalten und im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Der in der weiteren Arbeit
verwendete Klon pHBD2-E6.4 ist angezeigt. (B) Das Plasmid aus dem ausgewahlten
Klon pHBD2-E6.4 wurde mit den Enzymen EcoRIl, EcoRV und BamHI allein oder in
Kombination inkubiert. Alle Spaltungsansatze wurden in Agarosegelen aufgetrennt und
sichtbar gemacht. Charakteristische Banden des DNA-Groélienstandards (Marker) sind
angezeigt.

Hier wurden klonierte HBD-2-Fragmente mit den Restriktionsendonukleasen BamHI| und
EcoRI kontrolliert und in zehn der 12 untersuchten Klone mit der Bande bei ~140 bp das
entsprechende HBD-2-Fragment gefunden (Abbildung 9A). Diese Klone wurden mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRV, fir die ein Spaltort im Ausgangsvektor pGEX-2T
vorlag, und mit EcoRI, die auch fir die Klonierung von HBD-2 genutzt wurde, geprift. Bei
nur einem HBD-2-Fragment in der korrekten Leserichtung fiir die Expression sollte ein
charakteristisches Fragment von ca. 2 kb entstehen. Die Abbildung 9B zeigt exemplarisch

das Plasmid aus dem Klon 4, das mit pHBD2-E6.4 bezeichnet wurde. Einzelspaltungen
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mit jedem der Enzyme linearisierten auch hier das Plasmid, was wiederum durch eine
Verschiebung der Bande im Agarosegel nach oben verdeutlicht wurde. Die
Doppelspaltung mit BamHI/EcoRI ergab die Bande von ~140bp fur HBD-2. Nach
Spaltung mit EcoRI/EcoRV entstand die erwartete Bande von ~2 kb. Das bedeutete, dass
auch in dem Plasmid pHBD2-E6.4 ein singuldres HBD-2-Fragment vorlag und dieses
Plasmid fiir die Expression eines HBD2-GST-Fusionsproteins in E. coli BL21 verwendet

werden konnte.

3.1.4 Induktion von HBD2-His in E. coli BL21

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob mit dem Plasmid pHBD2-H1.4 transformierte
E. coliBL21 nach Induktion mit IPTG ein HBD2-His-Fusionsprotein exprimierten
(Abbildung 10).

A

(kDa) . S

72 —»

27 —»

11—

URiEL

.4— HBD2-His

M1 M2 - + - + IPTG
pQE30 pHBD2-H1.4

1-6 —»

.l HBD2-His

M1 M2 + - IPTG
pHBD2-H1.4

Abbildung 10: Induktion der Expression von HBD2-His in E. coli BL21. E. coli BL21
wurden mit pQE30 oder pHBD2-H1.4 transformiert und jeweils eine Einzelkolonie in
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Vorkulturen mit 12 ml Selektionsmedium Uber Nacht inkubiert. Fuir die Hauptkultur
wurde die Vorkultur im Verhaltnis 1:100 mit frischem Selektionsmedium verdinnt. Nach
4 h wurde IPTG zu einer Endkonzentration von 200 ug/ml hinzugegeben und nach einer
Gesamtkulturzeit von 6 h der Versuch beendet. Proben der Bakterienkulturen vor (-) und
nach Induktion mit IPTG (+) wurden mittels Ladepuffer lysiert. Die Proteine wurden im
Gradientengel elektrophoretisch aufgetrennt und (A) alle Proben mit Coomassie gefarbt
oder (B) das HBD-2 in einem spezifischen Western-blot detektiert. Charakteristische
Banden der Protein-GroRenstandards (M1, M2) und der GroRenbereich flir das
erwartete HBD2-His-Fusionsprotein sind angezeigt.

In den Gradientengelen wurden alle Proteine aus den E. coliBL21 gleichmalig
aufgetrennt. Die Farbung mit Coomassie war aber nicht empfindlich genug Proteine bzw.
Peptide mit M; <11 kDa darzustellen. Im GréRenordnungsbereich um 8 kDa, in dem ein
HBD2-His-Fusionsprotein in den mit pHBD2-H1.4 transformierten E. coli BL21 nach
Induktion mit IPTG erwartet wurde, wurde im Vergleich zu den Kontrollen mit dem
Ausgangsplamid pQE30 bzw. pHBD2-H1.4 ohne IPTG nach der Farbung mit Coomassie
keine Bande gefunden (Abbildung 10A).

Dass unter der Kontrolle des lac-Promotors aus dem Plasmid ein HBD-2-enthaltendes
Molekul durch die mit pHBD2-H1.4 transformierten E. coli BL21 produziert wurde, zeigte
eine Bande bei ~8 kDa im HBD-2-spezifischen Western-blot, die durch die Induktion mit
IPTG verstarkt wurde (Abbildung 10B).

In Vorversuchen flr die Produktion konnte das HBD2-His aus Lysaten mit pHBD2-H1.4
transformierten E. coli BL21 weder durch die Chromatografie mit Hilfe immobilisierter Ni?*
noch durch Co?" spezifisch angereichert werden (Daten nicht gezeigt). Da die
Mindestexpression und die Spezifitdt des Anhangs aus sechs Histidinresten fur effektive
praparative Darstellung von HBD2- unter den Bedingungen der hier vorliegenden Arbeit
nicht ausreichend waren, wurde dieses HBD-2-Fusionsprotein nicht weiter als Kontrolle

fur den Nachweis antimikrobieller Aktivitat von Defensinen in Erwagung gezogen.

3.1.5 Induktion von HBD2-GST in E. coli BL21

Die weiteren Arbeiten zur Etablierung eines Kontrolldefensins konzentrierten sich auf das
HBD2-GST, dass in pGEX-2T kloniert wurde und durch mit dem Plasmid pHBD2-E6.4

transformierte E. coli BL21 produziert werden sollte (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Induktion der Expression von HBD2-GST in E. coli BL21. E. coli BL21
wurden mit pGEX-2T bzw. pHBD2-E6.4 transformiert. Die Kulturen zur Expression
wurden wie flr Abbildung 10 beschrieben durchgefihrt. (A) Proben der
Bakterienkulturen vor (-) und nach Induktion mit IPTG (+) wurden mittels Ladepuffer
lysiert, im Gradientengel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Der
GroRenbereich der GST und des HBD2-GST-Fusionsproteins sind angezeigt. (B, C)
Bakterien aus den Kulturen nach Induktion mit IPTG wurden lysiert und die klaren
Lysate einem chromatografischen Batch-Verfahren mit Glutathion-Sepharose
unterzogen. Die an den Sepharosepartikeln gebundenen Proteine wurden mit Hilfe des
Ladepuffers abgeldst und im homogenen SDS-PAGE mit anschlielliender Coomassie-
Farbung sichtbar gemacht (B) bzw. nach einem Gradientengel in einem HBD-2-
spezifischen Western-blot dargestellt (C). Charakteristische Banden des Protein-
GroRenstandards (M1) sind angezeigt.

Nach der Zugabe von IPTG in die Kulturen von mit pHBD2-E6.4 transformierten
E. coliBL21 war im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE eine ca. 30 kDa groRe Bande

nachweisbar, die ohne IPTG nicht gefunden wurde und dem Fusionsprotein HBD2-GST
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entsprach. Vor dem Hintergrund aller Proteine aus den Bakterienlysaten war diese
HBD2-GST-Bande weniger stark als die ca. 26 kDa groRe GST-Bande aus den mit dem
Ausgangsvektor pGEX-2T transformierten E. coli BL21 (Abbildung 11A). Die in gréflieren
Mengen exprimierte GST im Vergleich zum HBD2-GST gab einen ersten Hinweis auf die
antibakterielle Wirkung von HBD2-GST auf die Produzenten selbst. Diese Darstellung
konnte nicht unterscheiden, ob das HBD2-GST zytoplasmatisch geldst oder denaturiert in

so genannten Inclusion Bodies vorlag.

Nach Lyse der Bakterien und Abtrennung der unléslichen Bestandteilen wurde aus den
klaren Bakterienlysaten mit Hilfe von Glutathion-Sepharose im Batch-Verfahren durch
SDS-PAGE nach Farbung mit Coomassie jeweils nur eine Bande fir GST bzw.
HBD2-GST aus den entsprechend transformierten E. coliBL21 gefunden
(Abbildung 11B). Im HBD-2-spezifischen Western-blot mit den so affinitatsgereinigten
rekombinanten Proteinen wurde der Fusionspartner GST allein nicht dargestellt. Eine
Bande ~11 kDa war offensichtlich bakterienspezifisch, da sie aus beiden Lysaten sichtbar
war. In den Lysaten mit dem Plasmid pHBD2-E6.4 war eine HBD-2-spezifische Bande
vorhanden, die in ihrer Gro3e dem HBD2-GST entsprach (Abbildung 11C).

Nach der Transformation von E. coliBL21 mit pHBD2-E6.4 wurde aus den
Bakterienlysaten mit Glutathion-Sepharose ein Protein angereichert, das mit einem
HBD-2-spezifischen Western-blot dargestellt werden konnte. Durch die Bakterien wurde
also tatsachlich ein zytoplasmatisch geléstes HBD2-GST-Fusionsprotein gebildet. Diese
Methode fur Herstellung von HBD2-GST musste optimiert werden. Rekombinante GST
wurde in gleicher Weise gewonnen und in den Versuchen zur Bestimmung der

antibakteriellen Aktivitat von HBD2-GST als Kontrolle eingesetzt.

3.1.6 Optimierung der Bakterienkultur zur Induktion von HBD2-GST in
E. coli BL21

Zur Optimierung der Kulturbedingungen far die Herstellung des
HBD2-GST-Fusionsproteins aus E. coli BL21 wurden die Kulturzeiten vor und nach der
Induktion der Fusionsproteinexpression durch IPTG, sowie die Konzentrationen des
Induktors variiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Variation von Kulturzeit und IPTG-Konzentration zur Herstellung von
HBD2-GST aus E. coli BL21. Eine Einzelkolonie von mit pHBD2-E6.4 transformierten
E. coli BL21 wurde in einer Vorkultur mit 12 ml Selektionsmedium tber Nacht inkubiert.
Fur die Hauptkulturen wurde die Vorkultur im Verhaltnis 1:100 mit frischem
Selektionsmedium verdinnt. Nach 2h bzw. 4 h wurden zu den Kulturen IPTG zu
Endkonzentrationen von 200 ug/ml oder 2 mg/ml gegeben oder die Kulturen erhielten
kein IPTG. Nach einer Gesamtkulturzeit von 6 h wurden die Bakterien aus jeweils 1 ml
Kulturen mit Ladepuffer lysiert. Die Proteine wurden in einem Gradientengel
elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die dargestellten Ergebnisse
sind reprasentativ flir zwei vergleichbare Versuche. Pfeile markieren die nur nach
Zugabe von IPTG nachweisbare Bande fur HBD2-GST. Charakteristische Banden des
Protein-GréRenstandards (M1) sind angezeigt.

Ohne Zugabe von IPTG war unabhangig von der Kulturzeit keine Bande in der
Groflienordnung fir ein HBD2-GST-Fusionsprotein nachweisbar. Innerhalb der gleichen
Inkubationszeit bestand zwischen 200 pg/ml und 2 mg/ml IPTG kein Unterschied in der
Starke der induzierten Banden (Abbildung 12). Verdinnungsverhaltnisse von 1:50, 1:100
und 1:200 der Vorkultur in die Hauptkultur fir die Produktion hatten keinen Effekt auf die
Hoéhe der Expression des HBD2-GST-Fusionsproteins (Daten nicht gezeigt) und es wurde

eine Verdiinnung von 1:100 fiir die Produktionsansatze festgelegt.

Das Standardverfahren fir die GST-Expression umfasste eine Wachstumszeit der
Bakterienkultur von 2 h vor der Zugabe von IPTG und eine Inkubationszeit von 4 h
danach. Unter diesen Bedingungen war aus den mit pHBD2-E6.4 transformierten
E. coli BL21 sowohl eine Bande bei ~30 kDa flr das HBD2-GST-Fusionsprotein, als auch

eine kleinere, etwas schwachere Bande darunter, die der freien GST entsprach
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(Abbildung 12, linke Seite). Das Verhaltnis beider Banden betrug etwa 2:1 zugunsten von
HBD2-GST. Aus der vierstindigen Inkubation der Bakterienkultur vor der Induktion mit
IPTG resultierten insgesamt starkere Banden, die auf eine héhere Zellzahl in der Kultur im
Vergleich zum Ansatz mit der kirzeren Phase vor der Induktion und damit auch auf die
maogliche antibakterielle Wirkung des produzierten HBD2-GST hinweisen. Das Verhaltnis
von HBD2-GST zu GST war mit etwa 20:1 starker zugunsten des Fusionsproteins

verschoben (Abbildung 12, rechte Seite).

Schlussfolgernd war, bezogen auf das einzelne Bakterium die Produktivitat bei langerer
Kulturzeit vor der Zugabe von IPTG nicht héher, doch aufgrund der insgesamt groeren
Bakterienanzahl und der bevorzugten Expression von HBD2-GST wurde dieses

Zeitregime fir die Produktion verwendet.

3.1.7 Affinititschromatografische Reinigung von HBD2-GST

Unter optimierten Bedingungen fir das Wachstum der Bakterienkultur und die Induktion
der Expression von HBD2-GST bzw. GST wurden entsprechend transformierte
E. coliBL21 kultiviert. Die Bakterien wurden Ilysiert und die klaren Lysate
affinitdtschromatografisch Uber Glutathion-Sepharose gereinigt. Die Abbildung 13 zeigt
exemplarisch fir beide rekombinante Proteine eine Aufreinigung von HBD2-GST an einer
FPLC.
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Abbildung 13: Aufreinigung von HBD2-GST iber Glutathion-Sepharose. Wie in
Punkt 2.20.2. beschrieben, wurden klare Lysate von mit pHBD2-E6.4 transformierten
HBD2-GST mit
affinitatschromatografisch lber Glutathion-Sepharose an einer FPLC-Anlage gereinigt.
Das Diagramm zeigt das Elutionsprofil, dass bei einer Wellenlange von 280 nm
aufgenommen wurde. Die Fraktionen von jeweils 1 ml, die nach dem Wechsel zum
Elutionspuffer mit 20 mM reduziertem Glutathion gesammelt wurden, sind angezeigt.

IPTG

Nach dem Auftrag der Bakterienlysate wurde die Saule mit einem Puffer aus 50 mM
TrisHCI (pH 8,0) mit 100 mM NaCl grindlich gewaschen. Dabei wurden alle bei einer
Wellenlange von 280 nm detektierbaren Stoffe, die nicht an die Sdule gebunden hatten
entfernt. Nach Austausch des Waschpuffers durch den NaCl-freien Elutionspuffer mit
20 mM reduziertem Glutathion erschien tber der durch das Waschen erreichten Basislinie
ein Peak, der die Freisetzung von HBD2-GST durch den Anstieg nach der 32. Minute
signalisierte. Dieses Protein wurde in jeweils sieben Fraktionen gesammelt und zunachst

im SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung auf seine Reinheit geprift (Abbildung 14).

54



Ergebnisse

(kDa)
72

34
26

17

1"

Fraktion #

(kDa)
72 —»

34 —»|
26 —»

17 —»

11 —»

Fraktion #

Abbildung 14: Kontrolle der Aufreinigung von HBD2-GST und GST durch
Affinitatschromatografie mit Glutathion-Sepharose. Jeweils 10pul aus den
Fraktionen nach Elution der Glutathion-Sepharose, die mit Bakterienlysaten mit dem
HBD2-GST (A) bzw. der GST (B) beladen waren, wurden im homogenen SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie gefarbt. Charakteristische Banden
des Protein-GroRenstandards (M1) sind angezeigt.

Aus der affinitdtschromatografischen Reinigung der Bakterienlysate aus mit pHBD2-E6.4
transformierten E. coliBL21 wurde typischerweise in den Fraktionen 2-4 die
Uberwiegende Menge des HBD2-GST-Fusionsproteins gefunden. Wahrend die Banden
aus den Fraktionen 2 und 3 deutlich Uberladen waren, wurde aus der Darstellung der
Fraktionen4 und 5 deutlich, dass etwa ein Fulnftel des Proteins die freie GST
reprasentierte (Abbildung 14A). Das entsprach den Verhaltnissen aus der Produktion des

HBD2-GST-Fusionsprotein (Abbildung 12) und war in verschiedenen Praparationen nicht
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einheitlich, lag aber immer unter 40% des Gesamtproteins. Die Fraktionen 2-4 wurden

zusammengefuhrt und weiter verwendet.

Entsprechend der effizienteren Produktion der freien GST durch mit pGEX-2T
transformierte E. coli BL21 (Abbildung 11A) wurde aus der Aufreinigung aus Lysaten mit
dem gleichen Volumen der Glutathion-Sepharose insgesamt wesentlich mehr Protein
gewonnen, so dass auch insbesondere die Darstellung aus der Fraktion 2 Gberladen war
(Abbildung 14B). Aus der Aufreinigung der 26 kDa groRen GST wurden die Fraktionen 1-4

zusammengefihrt und als Kontrollprotein genutzt.

3.1.8 Entfernung von Glutathion und Salzen aus affinitaitschromatografisch

gereinigten HBD2-GST-Préparationen

Eine Bestimmung der Konzentration von aufgereinigtem HBD2-GST bzw. der GST war
erforderlich, um die Effizienz der antibakteriellen Wirkung des Defensins definieren zu
kénnen und um die Vergleichsmengen des Kontrollproteins festzulegen. Hier storte das
Glutathion auf Grund seines Peptidcharakters. Deswegen wurde zunachst der
Elutionspuffer durch Gelfiltration Uber Sephadex-G25 gegen 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
ausgetauscht. Nach diesem Pufferaustausch wurden die Proteinkonzentrationen mit Hilfe
der BCA-Methode im Vergleich zu einem BSA-Standard bestimmt.

Die Zusammensetzung der GST- bzw. der HBD2-GST-Praparationen vor und nach dem
Pufferaustausch wurde in SDS-PAGE verglichen und die Integritdt des HBD2-GST im
HBD-2-spezifischen Western-blot geprift (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Effekt des Pufferaustausches auf die GST- und HBD2-GST-
Praparationen. Die vereinigten Fraktionen 2-4 fur das HBD2-GST bzw. 1-4 fir die GST
entsprechend Abbildung 14 wurden auf PD-10-Saulen zur Gelfiltration aufgetragen und
mit 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) eluiert. (A) Jeweils 10 ul dieser Praparationen vor und nach
der Saule wurden in Gradientengelen elektrophoretisch aufgetrennt und durch
Coomassie detektiert. (B) Definierte Mengen HBD2-GST wurden nach der
Proteinbestimmung mit Hilfe der BCA-Methode im homogenen SDS-PAGE aufgetrennt
und im HBD-2-spezifischen Western-blot dargestellt. Charakteristische Banden des
Protein-GroRenstandards (M1) sind angezeigt.

Nach dem Pufferaustausch war die freie GST nachweisbar, nur in Folge der
VolumenvergréRerung durch die Gelfiltration mit etwas verringerter Bandenintensitat. Im
Falle der Praparation des HBD2-GST-Fusionsproteins wurden wie vorher das HBD2-GST
und die GST gefunden. Der Anteil der GST lag in der hier dargestellten Praparation bei
etwa 35% des Gesamtproteingehaltes (Abbildung 15A).

Die Konzentrationsbestimmungen durch die BCA-Methode ergab typischerweise
Proteinkonzentrationen von 10 mg/ml fir die GST und ~3,4 mg/ml fir die Praparation von

HBD2-GST. Abgeleitet aus dem im SDS-PAGE beobachteten Verhdltnis des
57



Ergebnisse

Fusionsproteins zur freien GST, entsprach das Konzentrationen um 2,5 mg/mi
HBD2-GST. Die GST-Lésung wurde mit 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) auf eine vergleichbare

Konzentration eingestellt.

Wurden entsprechend dieser Proteinbestimmung definierte Mengen des HBD2-GST im
Bereich zwischen 1 ng und 1 pug durch der SDS-PAGE aufgetrennt, wurde wie schon in
Abbildung 11C gezeigt, im HBD-2-spezifischen Western-blot nur das Fusionsprotein und
nicht die freie GST dargestellt. Eine entsprechende Bande war ab einer Menge von 50 ng
HBD2-GST detektierbar (Abbildung 15B). Das bedeutete, dass der Western-blot ~2 pmol

HBD2-GST nachweisen konnte und damit sehr empfindlich war.

3.2 Etablierung einer densitometrischen Methode fir den Nachweis der
antimikrobiellen Aktivitat von HBD-2

3.2.1 Auswahl des Bakterienstammes

Fir die Untersuchung der antibakteriellen Wirkung von HBD-2 war eine geeignete
Methode erforderlich und sollte als densitometrischer Test Uber die Tribung einer
wachsenden Bakterienkultur etabliert werden. Als erstes wurde der geeignete
Bakterienstamm von E.coli ausgewahlt. Die drei Laborstdmme E. coli BL21,
E. coliJM109 und E. coliTOP10 wurden auf |hre Empfindlichkeit gegeniiber dem
Antibiotikum Ampicillin verglichen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Ampicillin-Empfindlichkeit verschiedener Laborstamme von E. coli im
densitometrischen Test. Einzelkolonien von frischen Ausstrichen der drei
Bakterienstamme E. coliBL21, E.coliJM109 bzw. E.coliTOP10 wurden als
Vorkulturen ohne Antibiotika in LB-Lennox bis zu ODgy von ~0,20-0,40 inkubiert. In den
Hauptkulturen wurden die Bakteriensuspensionen mit Ampicillin zu Endkonzentrationen
von 0,1-100 pg/ml vermischt. Nach 4 h wurde die ODgqo der Bakterienkulturen bestimmit.
Mittelwerte £ SD aus einem reprasentativen Experiment in Dreifachansatzen.
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Alle drei Bakterienstamme erreichten unter den Versuchsbedingungen ohne Antibiotikum
maximale ODgyp um 1,5 und bei allen verringerte sich mit steigenden Ampicillin-
Konzentrationen die Trubung der Bakterienkultur. Die Stdmme unterschieden sich etwas
in ihrer Empfindlichkeit gegentber dem Ampicillin. Eine 1Cso um 5 pg/ml Ampicillin bei
E. coli BL21 zeigte, dass dieser Stamm empfindlicher war als E. coli JM109 und
E. coli TOP10 mit ICsp um 10 bzw. 11 yg/ml. Fir alle weiteren Versuche wurde der
Bakterienstamm E. coli JM109 mit mittlerer Empfindlichkeit gegentber Ampicillin

verwendet.

3.2.2 Korrelation zwischen ODgy und der Bakterienanzahl der Suspension

Als Standard zur Angabe der antibakteriellen Wirkung eines Agens sollten die
Veranderungen der Anzahl von Bakterien in der Suspension angegeben und zur ODggq
korreliert werden (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Korrelation zwischen ODg, und Bakterienanzahl der Suspension fir
E. coli JM109. Jeweils eine Einzelkolonie eines frischen Ausstrichs von E. coli JM109
wurde Uber Nacht inkubiert und aus Verdinnungsreihen die ODgg bestimmt. Aus jeder
Verdiinnungsstufe, die fiir die Messung der ODgqq hergestellt wurde und in der die ODggg
zwischen 0,1-1,0 lag, wurden weitere Verdinnungen hergestellt, jeweils 100 pl auf
LB-Agar ausgestrichen und Uber Nacht inkubiert. Die Anzahl der Bakterienzellen wurde
aus der Anzahl gewachsener Einzelkolonien und den Verdinnungsfaktoren ermittelt.
Zwei Experimente als Mittelwerte £ SD aus Dreifachansatzen. Angegeben sind der
Regressionskoeffizient R? und die Gleichungen der Regressionsgeraden.

Wurden entsprechende Verdinnungen der Bakteriensuspensionen aus dem optimalen
Messbereich der Densitometrie von ODggg 0,1-1,0 auf LB-Agar verteilt, korrelierten die aus

den CFU und den entsprechenden Verdinnungsfaktoren ermittelten Bakterienzahlen
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linear mit den ODgg. Die durch die Naherung erhaltenen Regressionen entsprachen mit
R2 20,95 hinreichend genau den experimentellen Daten. Die Geradengleichungen dieser
Regressionen stellten im o0.g. Bereich der ODgoo den mathematischen Zusammenhang
zwischen der Tribung in der Kultur, die experimentell giinstig spektrophotometrisch
bestimmt werden konnten und der Anzahl in der entsprechenden Kultur vorhandenen

E. coli JM109 her. Die aus den parallelen Versuchen gemittelte Gleichung:
E. coli JM109 = (ODgo0/0,01 ml) x 10°

wurde in allen folgenden Ansatzen genutzt aus den ODgy die entsprechenden

Bakteriendichten in den Kulturen zu ermitteln.

3.2.3 Optimierung der Kulturbedingungen fur E. coli JM109

Voraussetzung fir die Verwendung der densitometrischen Methode waren fir den
Nachweis antimikrobieller Wirkungen optimierte Kulturbedingungen fur E. coli JM109.
Wichtige Faktoren die eine solche Bakterienkultur beeinflussen und geprift wurden,
waren die Inkubationszeit der Vorkultur sowie die Animpfdichte und die Inkubationszeit
der Hauptkultur (Abbildung 18).

15" 15 |
E E
=) =)
X 10 - X, 10 -
(o)) [o)]
S S
= =
- =
© ©
(8] o
w 5. w 5 Tt

0 0

0 1 10 100 0 1 10 100
Ampicillin [ug/ml] Ampicillin [ug/ml]

Abbildung 18: Optimierung der Kulturbedingungen fiir E. coli JM109. Einzelkolonien
eines frischen Ausstrichs von E. coli JM109 wurden als Vorkulturen ohne Antibiotika in
LB-Lennox inkubiert und in den Hauptkulturen in LB-Lennox mit Ampicillin zu den
angegebenen Endkonzentrationen vermischt. (A) Nach einer Vorkultur Gber 4 h wurde
diese 1:20 fur die Hauptkultur verdinnt und die Hauptkultur 6 h inkubiert. (B) Nach einer
Vorkultur Gber 1,5 h, wurde diese 1:100 fir die Hauptkultur verdiinnt und die Hauptkultur
4 h inkubiert. Mittelwerte £ SD aus einem reprasentativen Experiment in
Dreifachansatzen.
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Zum Zeitpunkt der Messung war die maximale Bakteriendichte aus den Kulturen von
E. coliJM109 bei langer Vorkultur, hoher Animpfdichte der Hauptkultur und langer
Hauptkultur (Abbildung 18A) etwa um den Faktor drei héher als in den anderen Kulturen
(Abbildung 18B). Unabhangig von den Kulturbedingungen zeigte 1 ug/ml Ampicillin keine
Wirkung auf die Vermehrung der Bakterien. In dem genutzten Medium waren die
E. coliJM109 bei geringerer Verdinnung der Vorkultur und langerer Hauptkultur
sensitiver gegeniuber der Wirkung von Ampicillin in Konzentrationen >10 ug/ml. Diese
Verfahrensweise war fiir eine routinemaflige Anwendung dieser densitometrischen
Methode sinnvoll und es wurden erneut die Bedingungen unter besonderer

Berilcksichtigung des Kulturmediums untersucht.

3.24 Optimierung des Mediums fiir die Kultur von E. coli JM109

Ausgehend von LB-Lennox, einer haufig fur Laborstdmme von E. coli verwendeten
komplexen Nahrlésung, wurden fir die Kultur E. coli JM109 der Gesamtnahrstoffgehalt
und, mit Hinblick auf die Salzempfindlichkeit der Defensinwirkung, der Salzgehalt des
Mediums variiert (Abbildung 19, Tabelle 3).
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Abbildung 19: Optimierung des Kulturmediums fiir den Nachweis antibakterieller
Wirkungen auf E. coli JM109. Eine Einzelkolonie eines frischen Ausstrichs von
E. coli JM109 wurde als Vorkultur Uber 4 h ohne Antibiotika in LB-Lennox inkubiert. Fur
die Hauptkulturen wurde die Vorkultur 1:20 in dem entsprechenden Medium mit
Ampicillin zu den angegebenen Endkonzentrationen vermischt und 6 h inkubiert.
Dargestellt sind Mittelwerte + SD aus reprasentativen Experimenten in Dreifachansatzen
und die Regressionen.
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Tabelle 3: Abhéangigkeit der 1C5, von Ampicillin fir E.coliJM109 vom
Gesamtnahrstoffgehalt bzw. Salzgehalt des Kulturmediums. E. coli JM109 wurde
wie flr Abb. 19 beschrieben in Gegenwart von Ampicillin inkubiert und die ICso aus den
Regressionen der Korrelation von Bakterienzahl in der Kultur und der
Ampicillinkonzentration im Medium ermittelt.

Medium LB-Lennox 1:3 LB-Lennox 1:6 LB-Luria

R? 0,9316 0,8633 0,9324

Regressionsgleichung y =-0,76 In(x)+1,60 y=-0,38In(x)+0,89 y=-0,77 In(x)+1,75

E.coli JM109 min 0 0,05+ 0,02 0,09 £ 0,01
[x107/ml]
max 15,60 + 0,28 7,80 £ 0,84 14,50 £ 0,39
bei ICs 7,80 3,65 7,20
ICs0 [ug/ml] 3,1 3,9 3,7

Unter den optimierten Bedingungen fur die Kulturfihrung fur E. coli JM109 war das
Maximum des Bakterienwachstums bei LB-Luria, das die groften Anteile von
Bactotrypton und Hefeextrakt enthielt, und bei LB-Lennox 1:3 vergleichbar, wahrend eine
weitere Reduktion der Nahrstoffe in LB-Lennox 1:6 dieses Maximum etwa halbierte. Der
Salzgehalt des Mediums nahm in der Reihenfolge LB-Lennox 1:3 > LB-Lennox 1:6
> LB-Luria ab. Unabhangig vom Salzgehalt lagen die ICs, fir Ampicillin vergleichbar
zwischen 3,1 ug/ml und 3,9 ug/ml. Unter Bericksichtigung der mdglichen
Salzempfindlichkeit von Defensinwirkungen wurde LB-Lennox 1:6 als Medium mit

geringem Salzgehalt fiir die Bakterienkultur ausgewahlt.

Daraus wurden fur die optimierte densitometrische Bestimmung antibakterieller

Wirkungen folgende Parameter definiert:

— Indikatororganismus war der Laborstamm E. coliJM109 und es wurden immer

Einzelkolonien von Ubernacht-Kulturen auf LB-Agar verwendet.

— Als Vorkultur wurden Einzelkolonien in LB-Lennox ohne Antibiotika in der Regel Uber
4 h maximal bis zu ODgg von 0,25 bis 0,35 inkubiert.

— Die Vorkulturen wurden 1:20 in LB-Lennox 1:6 verdinnt und in Hauptkulturen mit dem
antimikrobiellen Agens in der Regel 6 h maximal bis zu ODgy von 0,65 bis 0,75 im

Kontrollansatz ohne antimikrobielles Agens inkubiert.

— Uber die Formel: E. coli JM109 = (ODgue/0,01 ml) x 108 wurde aus den ODgg, einzelner

Kulturen die Bakterienzahl in einer Milliliter Kultur ermittelt.
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3.3 Antibakterielle Aktivitat von HBD-2 aus dem HBD2-GST-Fusionsprotein

3.3.1  Nachweis der antibakterieller Aktivitat von gereinigtem HBD2-GST
Nach Expression und Aufreinigung des HBD2-GST sowie der Etablierung der

densitometrischen Methode fiir die Untersuchung der antibakteriellen Aktivitat war der

Nachweis der biologischen Aktivitat des Fusionsproteins moglich (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Nachweis der antibakteriellen Aktivitdit von HBD2-GST und Einfluss
des Elutionspuffers. Unter optimierten Bedingungen wurde E. coliJM109 im
densitometrischen Test eingesetzt. (A) Als Kontrolle erhielten die Hauptkulturen keine
Zusatze oder den Elutionspuffer aus der Affinitatschromatografie mit 20 mM reduziertem
Glutathion. (B) Gereinigtes HBD2-GST in Elutionspuffer wurde in verschiedenen
Konzentrationen der Hauptkultur zugesetzt. Mittelwerte £ SD aus einem reprasentativen
Experiment in Dreifachansatzen.

Das Glutathion, das aus der Affinitdtschomatografie mit in der HBD2-GST-Praparation
vorlag, reduzierte die Bakterienanzahl in der Kultur nicht im Vergleich zur Kontrolle ohne
Puffer (Abbildung 20A). Das bedeutete, dass der Puffer selbst den Nachweis einer
antibakteriellen Wirkung von HBD2-GST nicht stérte und das Fusionsprotein nach nur
einem Reinigungsschritt bereits zum Test zur Verfigung stand. Mindestens 2 nM
HBD2-GST waren in dem etablierten Test notwendig fiir eine nachweisbare Reduktion der
Vermehrung von E. coli JM109 und wurde durch eine weitere Steigerung der HBD2-GST-
Konzentration verstarkt (Abbildung 20B). Obwohl dieser antimikrobielle Effekt nicht so
markant war wie der von Ampicillin (Abbildung 19, Mitte) und eine 1Cs, von HBD2-GST
aus den maximalen Konzentrationen des Fusionsproteins in den zur Verfigung
stehenden Praparationen nicht ermittelt werden konnte, wies HBD2-GST eine eindeutige

konzentrationsabhangige antibakterielle Aktivitat auf.
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3.3.2 Freisetzung von HBD-2 aus HBD2-GST durch Thrombinspaltung

Die Fusion von HBD-2 mit der GST erleichterte aufgrund der GréRRe des resultierenden
Molekiils seine Darstellung, konnte aber wegen der GroRenverhaltnisse - das HBD-2 war
bis zu 5fach kleiner als der Fusionspartner - ein Risiko fiir die biologische Aktivitat von
HBD-2 darstellen. Um diese Annahme zu prufen, sollten die Bedingungen fir die
Freisetzung des HBD-2 aus dem Fusionsprotein Uber die durch die Klonierung in
pGEX-2T eingefuhrte Thrombin-Spaltungsstelle zwischen HBD-2 und GST geprift
werden (Abbildung 21).
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34 —» ’ <« HBD2-GST
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1 -

M1 - + Thrombin
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Abbildung 21: Thrombinspaltung von HBD2-GST. (A) Jeweils 30 ug gereinigtes
HBD2-GST-Fusionsprotein in 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) mit 100 mM NaCl wurden unter
Variation der Inkubationszeiten und der Thrombinmengen bei 37°C inkubiert. Als
Kontrollen dienten ebenfalls affinitatsgereinigte GST und HBD2-GST ohne Thrombin.
Alle Ansatze wurden im Gradientengel aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. (B)
Jeweils 1 ml transformierte Bakteriensuspension mit pHBD2-E6.4 aus den Kulturen
nach Induktion mit IPTG wurden lysiert und die klaren Lysate einem chromatografischen
Batch-Verfahren mit Glutathion-Sepharose unterzogen (vgl. Abbildung 11B), 750 ul
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dieser Suspension wurden mit 50 U Thrombin flr 60 min bei 37°C inkubiert. Die an den
Sepharosepartikeln gebundenen Proteine mit bzw. ohne Inkubation mit Thrombin
wurden mit Hilfe des Ladepuffers abgelést, im Gradientengel elektrophoretisch
aufgetrennt und in einem HBD-2-spezifischen  Western-blot  dargestellt.
Charakteristische Banden des Protein-GréRenstandards (M1) sind angezeigt.

Wahrend aus der GST-Praparation Uberwiegend eine starke Bande erschien, die ein
geringeres M, reprasentierte als die aus dem gereinigten HBD2-GST, war nach der
Behandlung des HBD2-GST mit Thrombin unabhangig von der Enzymmenge und der
Inkubationszeit die Bande des Fusionsproteins in der unempfindlichen
Coomassie-Farbung nicht mehr deutlich. Die nach der Thrombinspaltung von HBD2-GST
entstandene Bande von ~8 kDa entsprach dem durch die Spaltung freigesetzten HBD-2
und die bei 26 kDa befindliche Bande der GST (Abbildung 21A). Die groRere Dichte der
8 kDa Bande nach der Behandlung des Fusionsproteins mit 5 U Thrombin fir 120 min
wies auf die bessere Effizienz der HBD-2-Freisetzung hin. Diese Bedingungen wurden fur

die folgenden Thrombinspaltungen verwendet.

Im HBD-2-spezifischen Western-blot wurde in der nicht mit Thrombin behandelten Probe
die fur HBD2-GST typische Bande von ~30 kDa detektiert. Weitere Banden entstanden
durch unspezifische Bindungen des Antikérpers an andere Bakterienproteine. Die
Thrombinspaltung setzte das HBD-2 frei, das eine zusatzliche Bande bei ~8 kDa lieferte
(Abbildung 21B). Der sensitive Western-blot zeigte, dass die Spaltung des
Fusionsproteins, entgegen der Annahme, nach der Coomassie-Farbung nicht vollstandig,

aber fir biologische Tests ausreichend war.

3.3.3 Einfluss von GST auf die antibakterielle Wirkung des HBD2-GST
Noch war offen, ob die GST selbst Einfluss auf die antibakterielle Aktivitat des HBD-2

nahm. Deswegen wurde die Wirkung der rekombinanten, gereinigten GST mit der des
HBD2-GST mit und ohne Thrombinbehandlung im densitometrischen Test mit
E. coli JM109 untersucht (Abbildung 22).

66



Ergebnisse

Thrombin
ohne 1U/ml

—

E.coli JM109 [x107/ml]

10 20 10 20
Rekombinantes Protein [nM]

o GST
m HBD2-GST

Abbildung 22: Einfluss von GST auf die antibakterielle Wirkung des Fusionsproteins.
Unter optimierten Bedingungen wurden E. coli JM109 im densitometrischen Test
eingesetzt. Die Hauptkulturen erhielten GST bzw. gereinigtes HBD2-GST mit und ohne
Behandlung mit 5 U Thrombin Gber 120 min in Elutionspuffer mit 20 mM reduziertem
Glutathion.  Mittelwerte £t SD aus einem  reprasentativen  Experiment in
Dreifachansatzen.

Wahrend Glutathion und freie GST das Bakterienwachstum nicht beeintrachtigten, hatte
das HBD2-GST mit und ohne Thrombinbehandlung eine eindeutige antibakterielle
Aktivitat. Die Freisetzung des HBD-2 aus dem Fusionsprotein durch die Behandlung mit
Thrombin veranderte die antibakterielle Wirkung nicht. Die GST hatte also nicht nur selbst
keine antibakterielle Aktivitdt sondern stoérte die Wirksamkeit des HBD-2 auch in der
Fusion nicht. Eine Freisetzung des HBD-2 aus dem HBD2-GST und zusatzliche,
verlusttrachtige Reinigungsschritte waren fir die Nutzung dieses HBD-2-Molekils als

Standardprotein in diesem biologischen Test nicht erforderlich.
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3.3.4 Effekt der Wasserstoffionen-Konzentration auf die antibakterielle Wirkung
von HBD2-GST

Die Abhangigkeit der antibakteriellen Wirkung des HBD2-GST von der Wasserstoffionen-
Konzentration wahrend des Nachweises im densitometrischen Test mit E. coli JM109

wurde als nachstes gepruft (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Rolle des pH-Wertes fir die antibakterielle Wirkung. E. coli JM109
wurde unter den optimierten Bedingungen im densitometrischen Test verwendet. In den
Hauptkulturen mit titrierten Konzentrationen gereinigter GST bzw. des HBD2-GST in
50 mM Tris-HCI mit 100 MM NaCl wurden in den Ansatzen mit den hdchsten
Konzentrationen die Wasserstoffionen-Konzentration in der gesamten Kultur mit
entsprechenden Pufferkonzentraten auf pH-Werte von 8,0 bzw. 7,2 eingestellt. Als
Kontrollen erhielten die Hauptkulturen entweder keine Zusatze oder 10 mg/ml Ampicillin
unter Standardbedingungen. Mittelwerte £ SD aus einem reprasentativen Experiment in
Dreifachansatzen.

Wahrend eine Wasserstoffionen-Konzentration im Neutralbereich von pH 7,2 optimal fur
das Bakterienwachstum waren, zeigte sich hier kein antimikrobieller Effekt des
HBD2-GST. Bei einer Erhdéhung des pH-Wertes in einen schwach basischen Bereich bei
pH 8,0 wirkten hohe Pufferkonzentrationen allein bereits stark antibakteriell. Vor diesem
Hintergrund stellte sich keine antibakterielle Aktivitat des HBD2-GST dar.

Uber die hohe Pufferkapazitat wurde der pH-Wert strenger reguliert als in anderen
Ansatzen aus den vorhergehenden Experimenten und hatte mdglicherweise die
antibakterielle Wirkung des HBD2-GST behindert. Das und die generelle
pH-Empfindlichkeit der Bakterien wiesen auf die grole Bedeutung der Umgebung auch in
situ und auf ein kompexes Geschehen in der antibakteriellen Aktivitat, nicht nur der

Defensine, hin. Auflerdem unterstrich dies erneut, dass eine Bearbeitung des HBD-2 aus
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Geweben unter nativen Bedingungen helfen kénnte, die Integritat des Moleklls fir den

Nachweis der antimikrobiellen Aktivitat zu schitzen.

3.3.5 Einfluss der Pufferzusammensetzung auf die antibakterielle Aktivitat

Aus der Proteinbestimmung lag die HBD2-GST in 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) ohne Zusatz
von NaCl und ohne das Glutathion aus dem Elutionspuffer vor. Mit Hinblick auf
Aufarbeitungsprozeduren fir Defensine aus Proben menschlichen Darmgewebes war es
interessant, ob eine solche starke Veranderung der Pufferbedingungen die antibakterielle
Aktivitat des HBD-2 beeinflusst (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Antibakterielle Aktivitat von HBD2-GST nach Pufferaustausch gegen
50 mM Tis-HCI (pH 8,0). Unter optimierten Bedingungen wurde E. coli JM109 im
densitometrischen Test eingesetzt. (A) Jeweils 20 nM oder (B) gleiche titrierte
Konzentrationen gereinigter GST bzw. des HBD2-GST in 50 mM Tis-HCI (pH 8,0)
wurden den Hauptkulturen zugesetzt. Als Kontrollen erhielten die Hauptkulturen
entweder keine Zusatze oder 10 mg/ml Ampicillin. Mittelwerte £ SD aus einem
reprasentativen Experiment in Dreifachansatzen.
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Im Gegensatz zu den Befunden mit dem HBD2-GST im Elutionspuffer (Abbildung 20B
und Abbildung 22) hatte das Fusionsprotein keinen Einfluss mehr auf das Wachstum der
E. coli JM109. Dieses war den Kontrollen mit der GST und dem Puffer allein vergleichbar
(Abbildung 24A). Dieser Verlust der antibakteriellen Aktivitat konnte durch eine Erhéhung
der HBD2-GST-Konzentrationen im Test nicht aufgehoben werden. Unabhangig von den
Konzentrationen war kein  Unterschied im  Bakterienwachstum feststellbar
(Abbildung 24B). Eine Mdglichkeit war, dass der Entzug des Glutathions zu
Aggregationen und konformationellen Anderungen von HBD2-GST und somit auch zum

Verlust der antibakteriellen Wirkung fiihrte.

3.3.6 Wiederherstellung der antibakteriellen Aktivitit von HBD2-GST nach

Pufferaustausch

Hier wurde untersucht, ob durch Freisetzung des HBD-2 aus dem Fusionsprotein die
antibakterielle Wirkung des Defensins, die nach dem Entzug von Glutathion und NaCl
durch Austausch des Elutionspuffers gegen 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) verloren gegangen

war, wiederherstellbar war (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Antibakterielle Aktivitat von HBD2-GST nach Pufferaustausch gegen
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) und Thrombinspaltung. Unter optimierten Bedingungen
wurde E. coli JM109 im densitometrischen Test eingesetzt. Jeweils 20 nM gereinigter
GST bzw. HBD2-GST in 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) mit und ohne Behandlung durch
Thrombin wurden den Hauptkulturen zugesetzt. Als Kontrollen erhielten die
Hauptkulturen entweder keine Zusatze oder 10 mg/ml Ampicillin. Mittelwerte £ SD aus
einem reprasentativen Experiment in Dreifachansatzen.
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Wieder wies das HBD2-GST nach der dem Pufferaustausch keine antibakterielle Wirkung
auf E. coli JIM109 im optimierten densitometrischen Test auf und war den Kontrollen mit
der GST und dem Puffer allein vergleichbar. Nach der Behandlung mit Thrombin zeigte
dieser Versuch eine antibakterielle Aktivitat, die auf freigesetztes HBD-2 zurlckgefuhrt
werden koénnte. Das war ein Hinweis, dass die oben angenommenen
Konformationsanderungen eher das Zusammenspiel beider Fusionspartner als das
HBD-2 allein betrafen. Das wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter

untersucht.

3.4 Untersuchung von Proben aus dem menschlichen Darm auf das

Vorhandensein von HBD-2.

Fur die Untersuchung der Defensinproduktion im menschlichen Darm und dem Nachweis
der antibakteriellen Wirkung daraus isolierter Defensine wurden Proben von Darmepithel
von Patienten mit CED, sowie mit nicht-entziindlichen Erkrankungen des Darms als
Kontrolle asserviert. Diese stammten aus dem Kolon von Patienten mit Colitis ulcerosa,
dem terminalen lleum von Patienten mit Morbus Crohn bzw. aus dem Kolon und dem
lleum von Patienten mit Kolon-Karzinom und sollten eine Korrelation der Verteilung von
Defensinen im Epithel bestimmter Darmabschnitte mit Unterschieden im Krankheitsbild

sowie der antimikrobiellen Wirkung der Defensine gestatten.

Aus der denaturierenden Aufarbeitung praparierter Epithelien standen die Uberstande
nach der Gefriertrocknung und Wiederaufnahme in wassriger Losung sowie die
Sedimente aus diesem Schritt zur Verfiigung. Die wasserloslichen Riickstande aus der
Extraktion allein verhinderten das Wachstum der E. coli JM109 (Daten nicht gezeigt), so
dass diese Proben nicht direkt in dem im Rahmen dieser Arbeit etablierten

densitometrischen Test eingesetzt werden konnten.

Deswegen wurde zunachst mit einem HBD-2-spezifischen Western-blot untersucht, ob

und in welcher Fraktion Uberhaupt Defensine nachweisbar waren (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Untersuchung von Proben aus dem menschlichen Darm auf das
Vorhandensein von HBD-2. Aus allen praparierten Epithelien wurden die Proteine mit
einem gepufferten Gemisch aus Acetonitril und Trifluoressigsdure gefallt und die
Uberstéande lyophilisiert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden
(A) die Sedimente und (B) die lyophilisierten Uberstanden in einem HBD-2-spezifischen
Western-blot auf das Vorhandensein von HBD-2 untersucht. Als Kontrolle dienten
10 nmol rekombinantes HBD-2. Die Proteinbeladung wurde auf den gleichen
Membranen Uber einen [(-Aktin-spezifischen Western-blot geprift. Reprasentative

Proben fiir die praparierten Darmepithelien.

Trotz seiner hohen Sensitivitat, die durch die Darstellung von 10 nmol rekombinantem
HBD-2 belegt wurde, wies der HBD-2-spezifische Western-blot kein HBD-2 aus den

Sedimenten und Ubersténden der aufgearbeiteten Proben der Darmepithelien nach. Das

B-Aktin, ein relativ groRes Protein mit ~42 kDa, wurde durch die Fallung prazipitiert
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reicherte sich vor allem in den Sedimenten an (Abbildung 26A). Das HBD-2 als sehr
kleines Protein mit ~8 kDa wurde in den Uberstanden erwartet. Dort zeigte sich aber nur
eine Bande aus allen Proben, die wegen ihrer Grofe als unspezifisch befunden wurde
(Abbildung 26B).

Die Frage, ob das HBD-2 im Sediment oder Uberstand vorlag, blieb auf Grund zu geringer
Defensinmengen, die aus den Darmpraparaten mit der verwandten Methodik gewonnen
werden konnten, also unbeantwortet. Dieser Befund und die Empfindlichkeit des im
Rahmen dieser Arbeit hergestellten und auf seine antibakterielle Aktivitat gegen
E. coli JM109 gepriften HBD2-GST-Fusionsproteins gegentiber den Umgebungs- und
Pufferbedingungen legte nahe, dass nicht-denaturierende Isolations- und
Anreicherungsmethoden flir Defensine aus menschlichen Darmepithelien fir eine
anschlielende direkte Quantifizierung der antimikrobielle Aktivitat in vitro gepruft werden

sollten.
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4 Diskussion

Bei den CED wird ein Defekt auf Defensinebene vermutet, die letztlich zur bakteriellen
Invasion durch die beeintrachtigte Barriere flihrt [Schmid, 2004]. In diesem
Zusammenhang ist es interessant, ob aus dem Darmgewebe dargestellte Defensine
unmittelbar bakterizid bzw. bakteriostatisch sind und ob diese Defensinwirkung bei
Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa im Vergleich zum nicht entziindeten

Darm verandert ist.

Eine wichtige Voraussetzung fur den reproduzierbaren Nachweis biologischer Aktivitat ist
eine geeignete Kontrolle, vorzugsweise mit dem gleichen, oder einem vergleichbaren
Wirkmechanismus. Da dieser fir Defensine nicht im Detail aufgeklart ist, war ein
Analogieschluss nicht moglich und es kamen nur Defensine selbst fur den unmittelbaren
Vergleich in Frage. Die Untersuchung von HBD-2 als Modell flr induziert exprimierte
Defensine erschien besonders interessant, da es Hinweise gibt, dass im
Gastrointestinaltrakt die Regulation seiner Expression im Gegensatz z.B. zum konstitutiv
exprimierten HBD-1, abhangig von inflammatorischen Prozessen ist [O’Neil, 1999].
Weiterhin verfligen Defensine neben antibakteriellen auch Uber chemotaktische
Eigenschaften [Niyonsaba, 2004]. Ausgehend davon konzentriert sich die hier vorliegende
Arbeit auf die Etablierung eines Systems fir den direkten Nachweis der antibakteriellen

Wirkung von Defensinen.

Im Folgenden werden die eigenen Ergebnisse mit Bezug auf die zentralen

Fragestellungen der vorliegenden Arbeit diskutiert.

Welches rekombinante HBD-2-Fusionsprotein ist als Standardmolekiil in einem
Nachweissystem geeignet? Kéonnen antimikrobielle rekombinante Fusionsproteine

von HBD-2 in E. coli produziert werden?

Fur die Untersuchung der biologischen Aktivitdt von Defensinen war es zunachst
erforderlich diese kationischen, antimikrobiellen Peptide in ausreichenden Mengen zur
Verflgung zu stellen. Als reifes Molekll besteht das HBD-2 aus insgesamt 42
Aminosaureresten [O’'Neil, 1999]. Wie alle durch Zellen sezernierten Proteine werden
Defensine im Lumen des endoplasmatischen Retikulums prozessiert, d.h.
posttranslational modifiziert, gefaltet und oligomerisiert. Das endoplasmatische Retikulum
bietet ein einzigartiges oxidierendes Milieu fir die Faltung von Membranproteinen, von
sekretorischen Proteinen mit Disulfidbriicken, die an die Zelloberflache transportiert
werden, sowie von Proteinen, die fir die Lokalisation in andere Organellen wie
Lysosomen und den Golgiapparat bestimmt sind. Chaperone und andere
Faltungshelferproteine wie z.B. das Bindungsprotein BiP [Gething, 1999], das Glucose-
regulierte Protein Grp94 [Argon, 1999], die Proteindisulfidisomerasen [Noiva, R. 1999], die
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Peptidylprolylisomerasen [Xu, 1999], das Hitzeschockprotein Hsp47 [Lamandé, 1999]
oder Calnexin und Calreticulin [Chevet, 1999] im endoplasmatische Retikulum
unterstitzen die Ausbildung der Konformation neu synthetisierter Proteine. Die
Helferproteine des endoplasmatischen Retikulums sind nicht isoliert an der Faltung von
Proteinen beteiligt, sondern bilden vielmehr ein Netzwerk, in dem sie gleichzeitig oder
nacheinander ihre Funktion erflillen. Bei Defensinen sind die Faltung und die Position der
intermolekularen Disulfidbriicken so wesentlich fir die Funktionalitdt des Peptids, dass
man die ganze Gruppe dieser Peptide aufgrund typischer Faltungsmuster in a-, -, und
B-Defensine unterteilt. Die B-Faltblatt-Struktur der Defensine gilt als mitverantwortlich flr

die antimikrobielle Wirkung der Defensine [Schneider, 2004].

Fur die Herstellung definiert groBer Mengen reiner Peptide oder kleiner Proteine, zu
denen Defensine gehoren, kommen prinzipiell zwei Moglichkeiten in Frage: eine
chemische Synthese oder die rekombinante Herstellung nach Uberexpression in einem

geeigneten System.

In der chemischen Festphasensynthese von Peptiden stellt dessen biologische Funktion
wahrend der Herstellung kein Problem dar. Als wesentliches Hindernis fur eine
praparative synthetische Darstellung von Defensinen haben sich die fir die biologische
Aktivitat notwendigen intermolekularen Disulfidbricken erwiesen. Die Standardmethode
Uber die Kettenverlangerung mit Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppen kann zu
inkorrekten Faltungen und damit zu fehlender biologischer Aktivitat fihren [Chang, 1978].
Erfolgreiche chemische Synthesen mit zusatzlichen, konformationsunterstitzenden
Schritten wurden z.B. fiir ein defensindhnliches Peptid aus dem Japanischen Riesenkafer
Allomyrina dichotoma [Saido-Sakanaka, 1999], fur B2-Defensin aus dem Schwein
[Veldhuizen, 2008], B12-Defensin aus dem Rind [Mandal, 2002], ein komplett artifizielles
antimikrobielles Peptid mit definierten Cysteinresten fir intermolekulare Disulfidbriicken
[Krishnakumari, 1999] oder fir HBD-1 [Mandal, 2002] berichtet. Verkirzungen von
Defensinen aus dem Rind und dem Menschen auf ihre C-Termini vereinfachen die
Synthese und koénnen die biologische Aktivitat erhalten [Krishnakumari, 2003;
Krishnakumari 2006]. Insgesamt haben sich chemische Synthesen auf diesem Gebiet

nicht durchgesetzt.

Die Ublichere Methode fiir Defensine ist die rekombinante Produktion, bei der ein
zelluldrer Produktionsapparat mit allen Mechanismen der Kontrolle und Fehlerkorrektur
auf transkriptioneller und translationaler Ebene verwendet wird. Damit wird sicher gestellt,

dass die rekombinanten Proteine ihre richtige molekulare Struktur annehmen.

Eine Variante ist die so genannte in-vitro-Translation rekombinanter Konstrukte in

Systemen mit zellfreien Extrakten aus Weizenkeimen oder aus E. coli. Diese Extrakte
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enthalten alle fir die Produktion von Fremdgenen aus klonierten Sequenzen notwendigen
Enzyme und Vorstufen [Zubay, 1971; Nevin, 1991; Schwarz, 2007]. Dieser Methode wird
wegen der damit verbundenen hohen Kosten selten eingesetzt. Ein Fusionsprotein aus
HBD-2 und einem grin fluoreszierenden Protein wurde mit Extrakten aus E. coli
exprimiert [Xu, 2005].

Bei der rekombinanten Herstellung von Defensinen in eukaryontischen Zellen, wie die von
HBD-3 in der Fibroblastenzelllinie COS-7, wurde die HBD-3-cDNA in die produzierenden
Zellen transfiziert. Ziel dieses Ansatzes war die Etablierung einer Zelllinie fir die stabile
Expression von HBD-3. Das exprimierte Protein wurde in das Medium sezerniert und wies
eine antibakterielle Aktivitat auf [Tuo, 2004]. Mit dieser Methode wurde zusatzlich ein
Fusionsprotein mit HNP-1 in COS-7-Zellen produziert. Das antimikrobielle Peptid wurde
intrazellular exprimiert und konnte auch sezerniert werden. Dieser Ansatz stellte die
Grundlage fur die Untersuchung der Wirkung dieses Peptids dar [Liu, 2006]. Das HBD-2
wurde eukaryontisch sowohl in COS-7-Zellen [Cai, 2003] als auch in den Insektenzellen
Sf21 hergestellt [Cai, 2004]. Bei beiden Herstellungsmethoden wurden das myc-Onkogen
und His als Fusionspartner verwendet. Das entstandene Konstrukt HBD-2-mycHis wurde
sowohl im Lysat als auch im Uberstand nachgewiesen und zeigte im antimikrobiellen
Versuch eine biologische Aktivitat. Die in eukaryontischen Zellen exprimierten Peptide
sind nicht toxisch fir ihre Produzenten, doch ist dieser Ansatz nur wenig produktiv und

daher wenig geeignet fur die Herstellung gréerer Mengen HBD-2.

Ein Vorteil der molekularen Struktur von Defensinen ist, dass ihre Wirkung nicht von der
Glykosylierungen abhangig ist [De Smet, 2005]. Damit kommen sie fur die Herstellung im
prokaryontischem System in Frage. Am haufigsten werden rekombinante Defensine in
E. coli exprimiert. Spezielle Produzentenstamme von E. coli gewahrleisten formal eine
hinreichend gute Produktivitat bei der Herstellung rekombinanter Proteine. Der Stamm
E. coliBL21 ist einer der am haufigsten verwendeten Produzentenstamme fiir die
optimale Produktion rekombinanter Proteine. Beispiele der Synthese von Peptiden oder
kleiner Proteine in E. coli BL21 sind die Expression der murinen Thymidylat-Synthase

[Zhang, 1989] und die Herstellung der aktiven humanen DNA-Ligase | [Teraoka, 1993].

Praparationen von rekombinantem HBD-2 aus E. coli sind inzwischen von verschiedenen
Firmen wie z.B. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, US) oder Strathmann (Hamburg,
DE) kommerziell erhaltlich. Die biologische Aktivitat dieser gereinigten rekombinanten
Proteine ist ausschlielllich Uber ihre Fahigkeit zur Chemotaxis gegenuber unreifen
dendritischen Zellen beschrieben. Die dafir notwendigen Konzentrationen liegen um
10 ng/ml (1-100 ng/ml) und sind damit im nanomolaren Bereich (~2 nM; 200 pM-20 nM).

Die Stabilitat des vergleichsweise kleinen HBD-2 war fur das kommerziell erhaltliche
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Defensine problematisch und eine direkte antibakterielle Wirkung nicht beschrieben. Der
experimentelle Nachweis der antibakteriellen Aktivitat erfordert z.B. in der Densitometrie
Konzentrationen von 20 pyg/ml [Tomita, 2000], die vierfach hdéher sind als die fur

Chemotaxis (5 pg/ml) erforderliche [Niyonsaba, 2004].

Grundsatzlich wird der rekombinante Ansatz zur Produktion von Defensinen in Bakterien
dadurch erschwert, dass Defensine mit einem M, von 5-10 kDa sehr kleine Proteine bzw.
Peptide sind, was besondere Anforderungen an die Trennscharfe der
Aufreinigungsmethoden stellt. Weiterhin kann freies Defensin toxisch fur die

produzierenden Bakterien sein.

Um das Problem der GroRRe zu l6sen, konnen Defensine mit weiteren Proteinen fusioniert
werden. Der Fusionspartner soll hierbei das Protein vergroRern und zusatzlich definierte,
vom Defensinanteil unabhangige Eigenschaften in das Gesamtmolekiil einflihren, die die
analytische und praparative Darstellung des Defensinmolekiils erleichtern. Bedingung ist
weiterhin, dass der Fusionspartner beziglich der biologischen Wirkungen des Defensins

inert ist.

Prokaryontisch wurden humane Defensine mit einer Reihe von Fusionspartnern
hergestellt. Die Bedingungen der Expression von HBD-2 in E. coli wurden untersucht und
optimiert in Ansatzen mit den Fusionspartnern His [Xu, 2006(1); Sahly, 2006] und
Thioredoxin (TrxA) [Zhong, 2006]. Die exprimierten Fusionsproteine wurden dann in
antibakteriellen Methoden fur den Nachweis ihrer Wirkung gegen E. coli [Xu, 2006(1);
Zhong, 2006] und Klebsiella-Stdmme verwendet. Das HBD-3 wurde mit der GST [Si,
2007], TrxA [Huang, 2006; Huang, 2007], und His fusioniert [Sahly, 2006]. Diese Arbeiten
haben die Expression von HBD-3 etabliert und seine antimikrobielle Aktivitat gegen E. coli
[Huang, 2006], Klebsiella [Sahly, 2006], und Staphylococcus aureus [Si, 2007] untersucht.
Weitere Vetreter der Gruppe der (B-Defensine, das HBD-4, HBD-5 und HBD-6 wurden
ebenfalls prokaryontisch in E. coli hergestellt und mit Hilfe ihrer Fusionspartner GST und
TrxA isoliert und aufgereinigt. Das HBD4-GST wurde synthetisiert um die Praparation
seines polyklonalen Antikorpers zu ermdglichen [Cao, 2008(1); Cao, 2008(2)].
Antibakterielle Versuche mit TrxA-HBD4 haben gezeigt, dass das Fusionsprotein gegen
E. coli und Pseudomonas aeruginosa aktiv ist [Xu, 2006(2)], wahrend TrxA-HBD5 und
TrxA-HBD6 E. coli aber nicht Staphylococcus aureus-Bakterien abtoten [Huang, 2008].

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde HBD-2 fir eine prokaryontische
Expression rekombinant mit His bzw. der GST fusioniert. In beiden Konstrukten wurde in
den Plasmiden pQE30 und pGEX-2T das HBD-2 in das Leseraster hinter dem
Fusionspartner kloniert; die Fusion war also C-terminal. Bei dieser Strategie war von

Vorteil, dass durch die Klonierung in die Multiple Cloning Site die fur die Transkription und
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Translation des Genprodukts optimale Anordnung der regulierenden Strukturen nicht

unwagbar verandert wurde (vgl. Abbildung 3A).

Auf zwei Ebenen wurde aber gewahrleistet, dass die antibakteriell wirksamen Defensine
die Bakterienzellen wahrend der Expression nicht behindern. Die durch eukaryontische
Zellen sezernierten Defensine wirken Uber die bakteriellen Membranen [Schroder, 1999].
In beiden Konstrukten flr die prokaryontische Expression der HBD-2-Fusionsproteine
wurden nur die 42 Aminosaurereste des reifen HBD-2 ohne die Signalsequenz, lber die
normalerweise die Ausschleusung aus der Produzentenzelle vermittelt wird, kloniert und
entsprechend mit den Sequenzen fir His bzw. GST verknlpft. Die durch E. coli BL21

exprimierten Fusionsproteine blieben im Zytoplasma der Produzentenzellen.

Die Integritat produzierender Bakterienzellen kann ebenfalls dadurch geschitzt werden,
dass die Expression partiell von der Vermehrung der Bakterienzellen entkoppelt wird.
Eine solche, so genannte induzierte Expression, wird Uber bestimmte Regionen auf den
Expressionsvektoren kodiert. Wichtigste Strukturen sind die Promotoren, von denen aus
die Transkription der spezifischen RNA gestartet wird. Beispielsweise benutzen
pET-Vektoren einen Wechsel der Temperatur wahrend der Bakterienkultur [Cantrell,
2003]. Das am haufigsten verwendete System, das auch im Rahmen der vorliegenden
Arbeit genutzt wurde, basiert auf den Regulationsprinzipien des lac-Systems mit dem
IPTG-induzierbaren tac-promotor und einem Repressorprotein aus dem Lacl®Gen. Die
regulierte Expression sowohl durch den Vektor pQE30 als auch durch pGEX-2T basiert
auf diesem Prinzip der Induktion der Fremdgenexpression durch IPTG, ein
Substratanalogon der Galaktose [Boos, 1967; Boos, 1968]. Bei potentiell nicht toxischen
Genprodukten wahlt man in dem lac-System in der Regel langere Phasen nach der
Induktion, wie z.B. 4 h fir die Expression der Methioninsulfoxid-Reduktase mit dem Vektor
pGEX-2T [Rahman, 1992] oder 3 h fir die Expression von Colicin 5 mit dem Vektor
pQE30 [Yang, 2007]. Die Expression rekombinanter Defensine erfolgte in vergleichbaren
Systemen. Das Fusionsprotein HBD3-GST wurde mit dem Vektor pGEX-KG in
E. coli BL21 hergestellt. Die Bakterien wurden bis zu einer ODgg von 0,3-0,5 inkubiert
bevor die Expression mit 500 uM IPTG induziert wurde [Si, 2007]. Das DNA-Fragment
smHBD2 wurde in den Vektor pET-32a kloniert und das entstandene Plasmid in
E. coli BL21 transformiert. Die Expression des Fusionsproteins TrxA-HBD2 wurde mit
400 pM IPTG induziert und die Produktion erreichte ihr Maximum nach 6 h [Zhong, 2006].
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von HBD2-GST mit 4 h Kulturphase vor
der Induktion der Fremdgenexpression durch die Zugabe von IPTG und einer nur 2 h
andauernden eigentlichen Produktionsphase gesichert, so dass ausreichend vitale

Produzentenzellen in der Kultur vorhanden waren. So hatte der mdgliche toxische Effekt
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dieses antimikrobiellen Peptids keinen wesentlichen Einfluss auf die Vitalitat der

produzierenden Bakterien des Stammes E. coli BL21.

Der mit der Klonierung in pQE30 eingefihrte Fusionspartner His ist mit nur sechs
zusatzlichen Aminosaureresten sehr klein und es wurde davon ausgegangen, dass dieser
Anhang die biologischen Eigenschaften des HBD-2 weniger wahrscheinlich andert als ein
grolierer Partner. Die Aufreinigung solcher Fusionsproteine erfolgt in der Chromatografie
Uber eine Chelatbildung der Imidazolringe der Histidinreste mit an einer Gelmatrix
gekoppelten zweiwertigen lonen wie Ni** oder Co®* [Porath, 1975; nach pET System
Manual 1997, Novagen]. Bedingung fir eine starke Bindung an das Saulenmaterial sind
lokal konzentrierte, multiple Histidinreste. Diese werden im rekombinanten
His-Fusionsprotein durch die sechsfache Wiederholung eines Histidinrestes erreicht.
Neben der Reihung von Histidinresten in der Primarstruktur kann auch in Sekundar- und
Tertiarstrukturen anderer Proteine aus den Produzentenstdmmen durch die Faltung eine
lokale Haufung von Histidinresten entstehen. Diese Proteine binden auch an die
chelierende Saulenmatrix und kénnen so die Spezifitdt der Aufreinigung fir das
gewlnschte rekombinante Fusionsprotein verringern [Arnau, 2006]. Fir das HBD2-His
wurde direkt aus den Lysaten transformierter E. coli BL21 mit Hilfe eines HBD-2-
spezifischen Western-blots eine Bande in der erwarteten Grofde um 8 kDa gefunden. Eine
Anreicherung des HBD2-His aus den Gesamtlysaten, bei denen der pH-Wert optimiert
war, war weder mit Hilfe von immobilisierten Ni** noch mit Co?" effizient mdglich (Daten
nicht gezeigt). Obwohl also die mit pHBD2-H1.4 transformierten Bakterien ein HBD-2 (vgl.
Abbildung 10) bildeten, war die Produktivitat so gering, dass eine praparative Darstellung
im Rahmen dieser Arbeit nicht sinnvoll war. Ahnlich geringe Produktivitdten wurden auch
in anderen Konstrukten mit nicht antibakteriellen Genprodukten auf der Basis des Vektors
pQE30 gefunden (Ulrike Erben, personliche Mitteilung), so dass davon ausgegangen
wurde, dass dieses Vektorsystem auch flr die Herstellung eines HBD2-His nicht geeignet
war. Andere Expressionsvektoren fir His-Fusionsproteine wie die pET- oder der
pBAD-Reihe (Invitrogen, Karlsruhe, DE) mit anderen (regulierbaren) Promotoren flir die
Fremdgenexpression waren denkbar, wurden aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht gepruft.

Die Arbeiten konzentrierten sich auf die Uber das lac-System regulierbare Expression
einer Fusion von reifem HBD-2 mit der GST, einem Enzym, das die Bindung von
Glutathion an organismusfremde organische Verbindungen katalysiert. Physiologisch
werden so gebildete Konjugate aus der Zelle transportiert oder Uber den Import in
Vakuolen und den darin erfolgenden Abbau aus dem Zellstoffwechsel entfernt. Die GST
spielt also bei der Entgiftung organischer Stoffe eine wichtige Rolle [Marrs, 1996; Leustek,

2000].
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Im Zusammenhang mit der Herstellung nativer rekombinanter Fusionsproteine wird die
molekulare Enzym/Substrat-Interaktion zwischen der GST und oxidiertem bzw.
reduziertem Glutathion in ein spezifisches affinitdtschromatografisches Verfahren
umgesetzt [Smith, 1988]. Die GST ist mit ~26 kDa im Vergleich zu His ein relativ grofl3es
Molekil, was per se die Aufreinigung und Wiederfindung von Fusionsproteinen unter
chromatografischen Standardbedingungen fiir native Proteine erleichtert. Zu Beginn der
Arbeiten war nicht bekannt, ob die GST durch ihre GroRe die chemische Struktur von
HBD-2 so weit verandert, dass die antibakterielle Wirksamkeit des Defensinanteils
beeintrachtigt wird. GST diente schon als Fusionspartner flir das HBD-3. Das in
E. coli BL21 exprimierte Fusionsprotein zeigt keine antibakterielle Wirkung gegen die
Produzentenzellen, wirkte jedoch gegen Staphylococcus aureus in der Mikrodilution [Si,
2007]. Andrere Beispiele von Fusionsproteinen, die in ihrer antimikrobiellen Wirkung vom
Fusionspartner nicht beeintrachtigt wurden, sind das TrxA-HBD2 [Xu, 2006(1)],
TrxA-HBD3 [Huang, 2006] und TrxA-HBD4 [Xu, 2006(2)]. Mit Hilfe einer
densitometrischen Methode und der Bestimmung der ODgy wurde die biologische
Aktivitdt der Fusionsproteine gegen E. coli [Xu, 2006(1); Huang, 2006] bzw. fur

TrxA-HBD4 auch gegen Pseudomonas aeruginosa nachgewiesen [Xu, 2006(2)].

Obwohl daraus geschlossen werden konnte, dass die Fusion von HBD-2 mit der um den
Faktor 5-7 groReren GST die biologische Wirkung des HBD-2 nicht zwangslaufig
behindern wirde, wurde flir die Expression des HBD2-GST in E. coli BL21 der Vektor
pGEX-2T gewahlt, der zwischen der C-terminalen GST und dem HBD-2 eine
Thrombinschnittstelle zur selektiven Freisetzung des HBD-2 einfihrte. Thrombin ist eine
endolytische Serinprotease, die natirlicherweise die Arg-Gly-Verbindungen des
Fibrinogens spaltet, um Fibrin zu bilden und die Fibrinopeptide A und B freizusetzen.
Diese Eigenschaft von Thrombin wird ausgenutzt, um durch eine Spaltung hinter dem
Argininrest in der Sequenz Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser [Steiner, 1987] einen Fusionspartner

freisetzen zu konnen.

Die Produktivitat transformierter E. coli BL21 unterschied sich, wenn sie entweder mit dem
Ausgangsvektor pGEX-2T fiur die Gewinnung freier GST als Kontrollprotein oder mit
pHBD2-E6.4 fir das HBD2-GST transformiert waren. Fir jeweils 1 mg rekombinanten
Proteins waren fiir die GST 46 ml Bakteriensuspension ausreichend, wahrend nach der
Fusion mit HBD-2 mindestens 360 ml notwendig waren. Das war ein erster Hinweis auf
die antibakterielle Wirkung des gebildeten HBD2-GST-Fusionsproduktes und eine
Beobachtung, die zum ersten Mal fir ein Fusionsprotein mit rekombinantem Defensin

beschrieben wurde (vgl. Abbildung 11).

80



Diskussion

Obwohl der Stamm E. coli BL21 durch Defekte in den zwei zytoplasmatischen Proteasen
der Loci Lon und OmpT Uberwiegend geldste, intakte Genprodukte exprimiert [Strauch,
1988; Grodberg, 1988; Sugimura, 1988; Schmidt, 1999], lag nach der Lyse der Bakterien
ein Teil des gebildeten Genprodukts in den festen Bestandteilen vor. Sehr wahrscheinlich
befand sich das HBD2-GST auch in unldslicher Form in Einschlusskérpern, den so
genannten Inclusion Bodies, die haufig bei hoher intrazytoplasmatischer oder
interperiplasmatischer Expression rekombinanter Proteine durch E. coli entstehen
[Bowden, 1991; Singh, 2005]. Dieser unlésliche Teil wurde wegen der aufwendigen und
voraussichtlich verlustreichen Aufarbeitung bis hin zu biologisch einsetzbarem HBD2-GST

nicht weiter verarbeitet [Fischer, 1993].

Zytoplasmatisch gelostes HBD2-GST-Fusionsprotein wurde sukzessive aus dem klaren
Lysat chromatografisch tiber Glutathion-Sepharose gereinigt. Bei der Priifung der Reinheit
der so erhaltenen HBD2-GST-Praparationen in der SDS-PAGE ergaben sich nach der
Farbung mit Coomassie zwei gleich starke Banden im Bereich um 30 kDa. Ein HBD-2-
spezifischer Western-blot bestatigte, dass nur die Bande, die der grélReren M, entsprach,
ein Fusionsprotein mit HBD-2 enthielt. Die Bande mit dem geringeren M, wurde als freie
GST identifiziert. Moglicherweise wurde HBD-2 wahrend der Praparation durch
unvollstandige Inhibition von Serinproteasen Uber Thrombin-ahnliche bakterielle
Endopeptidasen aus dem HBD2-GST freigesetzt [Tripathi, 2008]. Eine weitere Ursache
kdnnte ein vorzeitiger Abbruch der Transkription sein, wodurch der freie C-terminale
Partner und nicht das gewtiinschte Fusionsprotein gebildet wurde. Entscheidend fir die
Verwendung dieser HBD2-GST-Praparationen in biologischen Testsystemen war, dass
die GST selbst nicht antibakteriell wirkt. Dafir wurden bei der Kalkulation der
Konzentrationen der HBD2-GST-Lésungen die molaren Verhéltnisse der beiden Proteine
aus der HBD2-GST-Praparation berlcksichtigt und freie GST in aquimolaren

Konzentrationen in zusatzlichen Kontrollansatzen immer mitgefihrt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen mit Hilfe von BCA musste das Glutathion,
das selbst als Tripeptid in die Bestimmung eingeht, aus der Losung entfernt werden. Auf
Grund des GroRenunterschieds zwischen der GST oder dem HBD2-GST-Fusionsprotein
kamen hierfir Dialyse, Ultrafiltration oder Gelfiltration in Frage. Die Dialyse funktioniert
nach dem Prinzip des Konzentrationsausgleichs von Substanzen in zwei Flissigkeiten
durch Diffusion, die durch eine semipermeable Membran getrennt sind. Molekule, die
klein genug sind, die Poren der Membran zu passieren, bewegen sich in die Richtung der
geringeren Konzentration. Diese Methode wird hauptsachlich fir die Entfernung von
Salzen aus einer Proteinlosung verwendet und ist ungeeignet fur die effiziente Trennung
von Proteinen [Andrew, 2001]. Die Ultrafiltration beruht, &hnlich der Dialyse, auf der

Trennung von Proteinen durch Membranen mit definierter PorengrofRe. Anders als bei der
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Dialyse wird hier mit Druck bzw. Unterdruck durch das Anlegen eines Vakuums gearbeitet
und die Trennscharfe ist durch die Beschaffenheit der Membranen in der Regel gering
[Schratter, 1993].

Die Gelfiltration ist eine Saulenchromatografie, die ausnutzt, dass die Partikel der
Saulenmatrix Poren definierte Durchmesser haben. Die Trennsaulen sind mit kleinen
Kugeln eines pordsen hochvernetzten Materials gefillt. Eluiert wird nun eine Probe mit
Molekulen verschiedener GroRRe. Kleine Molekile verbleiben in den Poren des Gels bis
sie dort wieder heraus diffundieren. Zuerst eluieren die groRen Molekiile. Der Vorteil
dieser Methode ist die gute Trennung nach der Grofie mit nur geringer Vergrofierung des
Probenvolumens. Dieses Verfahren ist nicht denaturierend und beeintrachtigt die
biologische Aktivitat nicht [Porath, 1959; Hagel, 2001]. Die aus der Glutathion-Sepharose-
Saule eluierten Volumina von ~7 ml waren gering genug, dass der Gelfiltration Uber
standardisierte PD-10-Saulen der Vorzug gegeben wurde. Nach dem Austausch des
Elutionspuffers gegen einen Puffer mit geringem Salzgehalt wurden Konzentrationen von
1 mg/ml, bezogen auf den Gehalt von HBD2-GST eingestellt. Bei einem M, des
HBD2-GST-Fusionsproteins von ~30kDa hatte diese Stammldsung eine molare
Konzentration von 35 yM HBD2-GST.

Mit dem in E. coli produzierten rekombinanten HBD2-GST Fusionsprotein und der freien
GST als Kontrolle standen affinitdtschromatografisch gereinigte Standardmolekile in
ausreichenden Mengen fir die Etablierung eines Systems zum Nachweis der

antimikrobiellen Aktivitat von HBD-2 zur Verfigung.

Unter welchen Bedingungen kann die antimikrobielle Aktivitat von HBD-2 mit einer
densitometrischen Methode nachgewiesen werden? Wie lauten die optimierten
Kulturbedingungen fiir E. coli JM109?

Fir die Quantifizierung der antibakteriellen Wirkung von Defensinen sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eine zuverlassige, sensitive Methode etabliert werden in der das

HBD2-GST-Fusionsprotein als Standard genutzt wird.

Zunachst wurde eine radiale Diffusion in Erwagung gezogen. In diesem semiquantitativen
Test wird ein Nahragar in einer Kulturschale mit Weichagar Uberschichtet, der
Indikatorbakterien aus der exponentiellen Wachstumsphase enthalt. In die Agarschicht
werden Locher gestochen, in die die zu testende Losung pipettiert wird oder die
Testlésung in Filterabschnitte aufgenommen, die auf die Bakterien-haltige Schicht
aufgelegt werden. Nach der Inkubation wird die antibakterielle Aktivitdt durch die Messung
klarer Hofe ohne Bakterienwachstum im Vergleich zu einem definierten
Standardantibiotikum gemessen [Lehrer, 1991; Harwig, 1994]. Diese Methode erlaubt die

Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt bei multiplen Proben eines Agens. Die
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Verwendung der radialen Diffusion als Standardtest ist problematisch u.a. aufgrund der
fraglichen Hitzestabilitdt der Bakterien aus der exponentiellen Wachstumsphase, der
Notwendigkeit absolut gerader Brutschranke und der Abhangigkeit der Grofle der Hofe
auch von den Wachstumsbedingungen wie z.B. von der individuellen Dicke der
Agarschichten [du Toit, 2000]. Diese Versuchsanordnung stellt auch die antibakterielle
Wirkung von synthetischem murinem B3-Defensin auf verschiedene Bakterienspezies in

einem Konzentrationsbereich von 25-50 ug/ml dar [Burd, 2002].

Aus den gereinigten HBD2-GST-Praparationen wies die radiale Diffusion weder mit
Probenléchern in der Agarschicht, noch mit aufgelegten Filterabschnitten, die mit der
HBD2-GST-Losung getrankt waren, eine antibakterielle Wirkung auf die Laborstamme
E. coli JM109 und E. coli BL21 nach (Daten nicht gezeigt). Daraus wurde gefolgert, dass
dieser Versuchsansatz hier fir den Nachweis des Effektes von Defensinen nicht

empfindlich genug war.

Eine weitere Moglichkeit war ein densitometrischer Test, bei dem die antimikrobielle
Wirkung Uber das Wachstum einer Bakterienkultur bestimmt wird [Xu, 2006(1)]. Die
Densitometrie ist eine etablierte Methode, um quantitative Aussagen Uber die biologische
Aktivitat eines Stoffes machen zu kdnnen. Entscheidend fir den Erfolg der Methode ist
die Kulturfihrung, die alle Bakterien in die mittlere exponentielle Wachstumsphase bringt.
Einzelkolonien eines frischen Ausstrichs von E. coli JM109 wurden als Vorkulturen ohne
Antibiotika in LB-Lennox Uber 1,5 h inkubiert und in den Hauptkulturen in LB-Lennox 1:6
mit dem Kontrollantibiotikum Ampicillin bzw. mit dem antimikrobiellen Agens HBD2-GST
zu den angegebenen Endkonzentrationen vermischt und Gber maximal 6 h inkubiert. Die
ODegoo wurde im Vergleich zum Medium bestimmt. Die 1Cso von Ampicillin wurde aus der
Regression der Beziehung zwischen ODgyo und Ampicillin-Konzentration berechnet. Die
typischen Konzentrationsbereiche fir die ICsq unter den etablierten Bedingungen lagen
zwischen 3,1 und 3,9 ug/ml und stellen ein Vergleichsmal} fiir die gute Empfindlichkeit der

Methode gegeniiber allen antibakteriellen Substanzen dar.

Fir einige humane Defensine wurden mit Hilfe densitometrischer Nachweise die
Wirkungsspektren und die effektiven Dosen gezeigt. Die beiden Klassen der humanen
Defensine und ihre Unterklassen unterscheiden sich im Spektrum der durch sie
inhibierten Mikroorganismen. Das HD-5 beispielweise weist besonders gute Aktivitat
gegen E. coli, Candida albicans, Listeria monozytogenes und Salmonella typhimurium im
Test mit CFU auf [Porter, 1997]. Das HBD-2 wirkt bevorzugt gegen Gram-negative
Bakterien mit einer 90%-igen Reduktion der CFU bei einer Konzentration von 10 pg/ml
[Harder, 1997], wahrend HBD-3 insbesondere den Gram-positiven Bereich abdeckt. Die

Aktivitat des HBD-3 gegen Staphylococcus aureus wurde auch durch die Bestimmung der
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CFU analysiert [Harder, 2001; Garcia, 2001(1)]. Das HBD-4 hat eine schwache generelle
antibakterielle Wirkung. Gegen einzelne Vertreter wie Pseudomonas aeruginosa oder
Staphylococcus carnosus wirkt es stark. Die antibakterielle Wirkung dieses Vertreters der
B-Defensine wurde mit Hilfe der radialen Diffusion und der Mikrodilution kontrolliert
[Garcia, 2001(2)].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunachst die Bedingungen fir den densitometrischen
Nachweis antimikrobieller Aktivitat Gber die ODgyy mit dem gegen die Ausbildung der
Bakterienzellwand aktiven Ampicillin als Standard optimiert. Dabei wurden folgende
Parameter variiert: (i) Bakterienstamm als Indikator flr die antimikrobielle Aktivitat, (ii)
Salz- und Gesamtnahrstoffgehalt des Kulturmediums und (iii) Kulturfihrung vor und

wahrend der eigentlichen Testphase.

Anhand des bekannten Wirkungsspektrums von HBD-2 [Harder, 1997] waren bei der
vorliegenden Arbeit Stamme der Gram-negativen E. coli als Kontrolle der antibakteriellen
Aktivitdt des rekombinanten HBD-2-Fusionsproteins geeignet. Mit der Entscheidung fur
HBD-2 und durch die allgemeine Ausstattung der Labore war die Auswahl der
Indikatorbakterien auf definierte Laborstamme, die alle Abkdmmlinge von E. coli K12
waren, beschrankt. Die Bedingungen, unter denen mit diesen Stdmmen in nahezu jedem
Labor gearbeitet werden kann, sind, dass sie apathogen und von anderen Bakterien
unterscheidbar sind [Casali, 2003]. Hohe Anspriche an die Kulturmedien durch bekannte
Auxotrophien, also die Abhangigkeiten von bestimmten Nahrstoffen, stellen sicher, dass
die Bakterien nicht Uberall wachsen kénnen und sie jederzeit identifiziert werden kénnen
[Casali, 2003]. Das Fehlen wesentlicher Pathogenitatsfaktoren reduziert die
Anforderungen an die Sicherheitsvorkehrungen bei der Bearbeitung. Ein weiterer Vorteil
dieser gut bekannten Laborstdmme ist die kurze durchschnittliche Generationszeit von
~20 min [Casali, 2003], was den schnellen Nachweis antimikrobieller Aktivitat ermdglicht.
Obwohl sich die Physiologie zwischen Laborstammen und pathogenen Bakterien der
Darmmukosa unterscheidet, war dies fiir die Beschreibung des antibakteriellen Potentials
der Defensine in vitro mit Hilfe des zu etablierenden Systems unbedeutend. Aus drei
Stdmmen wurde E.coliJM109 als Stamm mittlerer Empfindlichkeit fir alle
Untersuchungen mit dem rekombinanten HBD2-GST-Fusionsprotein ausgewahlt (vgl.
Abbildung 16).

Die Rolle des Salzgehaltes des Milieus bei der antimikrobiellen Wirkung von Defensinen
wird z.B. durch die Rolle der Salz-induzierten Inaktivierung von B-Defensinen in der
Pathogenese der zystischen Fibrose verdeutlicht. Hohe Konzentrationen von NaCl in der
Mukosa der Luftwege von Patienten mit zystischer Fibrose kompromittiert die Abwehr

gegen bakterielle Eindringlinge durch die Inaktivierung von Defensinen. Diese Patienten
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sind anfallig fur opportunistische Infektionen der Luftwege [Goldmann, 1997; Bals, 1998].
Wie bei der Pathogenese der zystischen Fibrose, die abhangig vom Wirkungsverlust der
Defensine im salzreichen Milieu durch den Chloridkanal-Defekt ist, kdnnten &hnliche

Milieuveranderung auch den Darm anfallig fur bakterielle Invasionen machen.

Diese Abhangigkeit der Wirkung antimikrobieller Peptide, wie der Defensine vom
Salzgehalt des umgebenden Milieus, kann eine Vielfalt mdglicher Ursachen haben.
Seitens der Bakterien kann unter Testbedingungen ein hoher Salzgehalt des
Kulturmediums das Wachstum beschleunigen und die hohe Wachstumsgeschwindigkeit
der Gesamtpopulation die Abtdétung der einzelnen Bakterien erschweren [Sherman, 1922].
Der moglicherweise wichtigere Zusammenhang geht auf die B-Faltblatt-Struktur der
Defensine zuriick [Schibli, 2002; Mani, 2005]. Die als Wirkmechanismus angenommene
Disruption der Membranen empfindlicher Mikroorganismen durch die Defensine basiert
auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den kationischen Peptiden und der
anionischen Membranoberflache. Aufgrund der hdheren positiven Ladungsdichte im
Vergleich zu offenen Konformationen ist die elektrostatische Anziehung zwischen
Membranoberflache und den antimikrobiellen Peptiden bei der B-Faltblatt-Struktur am
hochsten. Eine Erhéhung der Salzkonzentration und damit der Anzahl der lonen in der
Lésung beeintrachtigt diese Interaktion, indem sie die Raumstruktur hin zur offenen
Konformation der linearen Peptide verschiebt, was insgesamt in schwacheren
bakteriziden Effekten auf die Membranen der Bakterien resultiert [Lai, 2006]. Der Einfluss
des Salzgehaltes auf die antibakterielle Wirkung verschiedener antimikrobieller Peptide
wurde durch mehreren Arbeitsgruppen auch in Testsystemen in vitro gezeigt. Nicht alle
Defensine sind in gleichem Male salzsensitiv. Eine Konzentration von 100 mM NaCl
senkte fast vollstandig die antimikrobielle Aktivitat von HD-5 im Test mit CFU gegen
Salmonella typhimurium, wahrend das rekombinante Protein weiterhin bakterizid gegen
Listeria monocytogenes blieb [Porter, 1997]. Das antibiotische Peptid HBD-1, das in den
Luftwegen des Menschen exprimiert wird, zeigte einen deutlichen Verlust seiner
antibakteriellen Wirkung gegenuber verschiedenen Mikroorganismen, unter anderem
E. coli und Pseudomonas aeruginosa, bei steigenden Salzkonzentrationen im Bereich von
50-125 mM. Die salzabhangigen Veranderungen der biologischen Aktivitat wurden fiir das
synthetische HBD-1 durch die Zahlung der gebildeten Kolonien nachgewiesen
[Goldmann, 1997]. Das HBD-2 wurde rekombinant hergestellt und mit Hilfe der
Mikrodilution beziiglich der Salzsensitivitat untersucht. Die Wirkung gegen E. coli hatte bei
einer NaCl-Konzentration von 150 mM achtfach im Vergleich zur Kontrolle mit 10 mM
NaCl nachgelassen [Bals, 1998]. Eine durchflusszytometrische Methode wurde
verwendet, um das antibakterielle Verhalten des rekombinant hergestellten HBD-3 zu

kontrollieren. Als Indikatorbakterien dienten E. coli und Staphylococcus aureus. Wahrend
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das HBD-3 seine Wirkung gegen E. coli vollstéandig verlor, waren 60% der Staphylococcus
aureus auch bei einer Salzkonzentration von 150 mM immer noch intakt [Nuding, 2007].
Das HBD-4 wurde ebenfalls rekombinant synthetisiert und in der Mikrodilution mit
Staphylococcus carnosus untersucht. Seine Fahigkeit das Wachstum dieses Bakteriums
zu inhibieren reduzierte sich vierfach bei einem Anstieg der NaCl-Konzentration auf
25 mM, achtfach bei 50 mM und sechzehnfach bei physiologischen Konzentrationen
[Garcia, 2001(2)]. Im Gegensatz zu den Defensinen bleiben andere antimikrobielle
kationische Peptide wie die Protegrine trotz hoher Salzkonzentration weiter vollstandig
aktiv [Lai, 2006].

In Versuchen zur Optimierung des Kulturmediums wurde der Nahrstoffgehalt des
Mediums z.T. auch unabhangig vom Salzgehalt variiert. Bei sehr nahrstoffreichen Medien
wie 2x YT oder einem NZYM genannten Medium war kein optimales Bakterienwachstum
nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Das LB-Lennox ist ein komplexes Nahrmedium zur
Kultivierung von Bakterien und besteht aus Hefeextrakt, Trypton und NaCl. Ein Medium
dieser Zusammensetzung wurde im Jahr 1951 zum ersten Mal verwendet und ist seit dem
das am haufigsten verwendete Medium zur Anzucht von Laborstdmmen von E. coli.
Verschiedene Rezepturen des LB-Mediums wurden in der Molekularbiologie fur die
Praparation von Plasmid-DNA und rekombinanten Defensinen eingesetzt und waren
weiterhin Standardmedium flr die Anzucht rekombinanter Stdmme von E. coli [Bertani,
1951] (vgl. Abbildung 19).

Zur Etablierung der Methode zur Bestimmung der antibakteriellen Aktivitdt von HBD-2
wurde nach dem geeigneten Medium gesucht. Aufgrund der bekannten
Salzempfindlichkeit der Defensine wurde das salzarme LB-Luria ausgesucht. Weiterhin
wurde LB-Lennox, das eine zehnfach hohere Salzkonzentration als LB-Luria hat, im
Verhaltnis von 1:3 und 1:6 verdiinnt. Das optimale Bakterienwachstum bis zu einer ODggg
von ~0,75 wurde allein mit LB-Lennox 1:6 erreicht, wahrend bei LB-Luria und dem 1:3
verdinnten LB-Lennox die E. coli so stark wuchsen (ODgy ~1,5), dass diese Medien
ungeeignet fir ihre Verwendung im antibakteriellen Test waren. Entscheidend fiir die
Auswahl des Mediums war nicht nur der Gehalt an Salz, sondern auch der
Gesamtnahrstoffgehalt. In LB-Lennox 1:6 war nicht nur die Konzentration von NaCl
reduziert, sondern auch aus allen anderen Nahrstoffen, die mit dem Trypton und dem
Hefeextrakt zugefuhrt wurden, so dass die Empfindlichkeit der Bakterienkultur gegeniber
Ampicillin gewahrleistet und die antibakterielle Wirkung der Defensine nicht beeintrachtigt

war.

Die Optimierung des Kulturmediums und der Kulturfihrung fir den Nachweis

antibakterieller Wirkungen auf E. coli JM109 sollte sichern, dass alle Bakterien in einer
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Kultur physiologisch einheitlich sind. Nachdem man eine Bakterienkultur angelegt hat,
kommt es zunachst zu einer Verzégerungsphase, in der sich die Bakterien an die neuen
Bedingungen anpassen. Diese ist dadurch gekennzeichnet, dass die Bakterien Enzyme
herstellen, um die angebotenen Substrate nutzen zu kdnnen. Die Kultur wachst sehr
langsam. In der darauf folgenden Wachstumsphase vermehren sich die Bakterien ohne
Nahrstofflimitation mit ihrer maximalen Teilungsrate. Die Vermehrung erfolgt exponentiell
und die Generationszeit nimmt ihren kleinsten Wert an. In dieser Phase sind die Bakterien
am empfindlichsten gegenlber bakteriziden bzw. bakteriostatischen Substanzen. Daher
ist der Ansatz der Vor- und Hauptkultur zur Synchronisation der Bakterienkulturen in der
Phase des exponentiellen Wachstums erforderlich, um die Wirkung des antimikrobiellen
Agens untersuchen zu kénnen [Monod, 1949]. Wenn die im Nahrmedium vorhandenen
Nahrstoffe verbraucht werden, tritt die stationare Phase ein. Die Bakterien geben
Endprodukte ihres Stoffwechsels an ihre Umgebung ab, die toxisch sein kénnen. In dieser
Phase liegen Vermehrung und Absterben im Gleichgewicht. Viele Bakterien sichern durch
eine Zellwandverdickung ihr Uberleben und sind in dieser Phase resistenter gegeniber
der Wirkung von Antibiotika. Die Sterbephase folgt bei vielen Bakterien auf die stationare
Phase, da kaum noch Nahrstoffe des Nahrmediums vorhanden sind und es haufig zu

einer Anreicherung toxischer Stoffwechselprodukten kommt [Monod, 1949].

Die Kulturfihrung fur das Nachweissystem wurde dadurch standardisiert, dass die
Vorkulturen immer aus Einzelkolonien von Ubernachtkulturen frischer Ausstriche
angesetzt wurden, die Vorkulturen ohne Antibiotika in Vollmedium bis zu einer ODgg vON
0,25-0,35 und die Hauptkulturen LB-Lennox 1:6 bis zu einer ODgy ~0,65-0,75 in der
Kontrollkultur ohne antibakterielles Agens gefiihrt wurden. Die Hauptkulturen fir den
Nachweis biologischer Aktivitdt wurden mit der antimikrobiellen Substanz Uber 6 h
inkubiert und die Wirkung als Reduktion der ODgq angegeben. Als Standard zur Angabe
der antibakteriellen Wirkung eines Agens gelten die Veranderungen der Anzahl von
Bakterien in der Suspension. Sie wurden zum optimalen Messbereich der ODgy vOn
0,1-1,0 korreliert (vgl. Abbildung 17).

Fur die Bestimmung der  antimikrobiellen  Aktivitat  des HBD-2 im
HBD2-GST-Fusionsprotein wurde eine densitometrische Methode mit dem Laborstamm
E. coli JM109 etabliert. Optimale Bedingungen fir den Nachweis mit Bakterien aus der
exponentiellen Wachstumsphase werden Uber eine zweistufige Kulturfihrung
gewahrleistet, wobei in Gegenwart des antibakteriell wirksamen Prinzips der Nahrstoff-
und Salzgehalt von LB-Lennox um den Faktor 6 im Vergleich zum Standardmedium

reduziert ist.
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Aus welchem molaren Konzentrationsbereich und unter welchen Bedingungen
kann die antibakterielle Aktivitit von HBD-2-Fusionsproteinen direkt im
densitometrischen Ansatz gezeigt werden? Beeinflusst der Fusionspartner die
antibakterielle Aktivitit von HBD-2 als experimentelle Kontrolle zum direkten

Nachweis der Wirkung von Defensinen?

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte densitometrische Methode mit
E. coli JM109 wies die antibakterielle Wirkung von HBD2-GST in einem Bereich zwischen
400 pM und 40 nM nach (vgl. Abbildung 20). Andere Arbeitsgruppen haben antibakterielle
Effekte bei hoheren oder vergleichbaren HBD-2-Konzentrationen gezeigt. Das
Fusionsprotein HBD2-His wurde im Test mit CFU kontrolliert und zeigte seine Aktivitat
gegen Klebsiella im Bereich von 200 nM-1,6 uM [Sahly, 2006]. Das rekombinant
hergestellte TrxA-HBD2 war in der densitometrischen Nachweismethode antibakteriell
wirksam gegen E. coli in einem Konzentrationsbereich von 8,3-60 nM [Xu, 2006(1)]. Nach
der Spaltung von seinem Fusionspartner TrxA war HBD-2 ebenfalls wirksam gegen E. coli

in einer Konzentration von 2-10 yM [Chen, 2004].

Wie auch fir HBD3-GST, dessen antimikrobieller Wirkung mit der Mikrodilution bei einer
Konzentration von 400 nM nachgewiesen wurde [SI, 2007], hatte die hier vorgestellte
Fusion mit der GST selbst keinen Einfluss auf die biologische Aktivitat von HBD-2. Weder
die Anwesenheit des GST-Substrates Glutathion noch die Freisetzung des HBD-2-Anteils
aus dem HBD2-GST-Fusionsprotein durch die Endopeptidase Thrombin behinderte die
biologische Wirkung des HBD-2. Praparationen von HBD2-GST konnten unmittelbar nach
Elution von der Glutahion-Sepharose als Standard in der Densitometrie eingesetzt
werden. Fur die Ermittlung der 1Csy von HBD-2 aus dem Fusionsprotein mit Hilfe der
etablierten densitometrischen Methode mit E. coliJM109 sind héhere HBD2-GST-
Konzentrationen notwendig, als sie aus den unmittelbar im Rahmen dieser Arbeit
hergestellten Praparationen vorlagen. Solche kdnnen aber mit E. coli BL21, die mit dem
pGEX-2T-basierten Expressionsvektor pHBD2-E6.4 transformiert sind, wie in dieser
Arbeit beschrieben, hergestellt und in einem Schritt affinitatschromatografisch gereinigt

werden.

Der densitometrische Test (ber die ODgy stellt nur die relative Dichte einer
Bakterienkultur im Vergleich zu einer definierten Kontrolle dar. Bedingung ist auch, dass
die untersuchten Bakterien kultivierbar sein muissen. Der Effekt einer reduzierten
Bakteriendichte macht keine Aussagen Uber einzelne Bakterien. Ob die antimikrobielle
Wirkung auf ein direktes Abtdten der Bakterien oder auf eine moglicherweise reversible
Bakteriostase zurtckgeht, kann nicht differenziert werden. Fur nicht kultivierbare

Bakterien oder auch fur Aussagen uber Wirkmechanismen bieten sich fluorimetrische
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Verfahren an, die in den letzten Jahren entwickelt wurden und kommerziell verfiigbar sind.
Ein Beispiel dafiir ist der Live/dead® BacLight™ Bacterial Viability Kit der Firma Invitrogen
(Karlsruhe, DE). Zwei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe werden in Abhangigkeit von
der Vitalitat einzelner Bakterien aufgenommen und diese kdénnen
fluoreszenzmikroskopisch bewertet oder durchflusszytometrisch quantifiziert werden
[Gant, 1993; Veal, 2000]. Solche Methoden wurden bereits fiir Defensine eingesetzt.
Dabei wurde der antibakterielle Effekt von synthetischem HBD-3 auf E. coli und
Staphylococcus aureus in einem Konzentrationsbereich von 300 nM-1,25 uM ermittelt
[Nuding, 2006; Morgera, 2008]. Dieser Test wirde mechanistische Aussagen gestatten,
und kénnte in einem nachsten Schritt hinsichtlich seiner Empfindlichkeit mit der flr

HBD2-GST etablierten Densitometrie verglichen werden.

Unter welchen Bedingungen kdnnen die fiir den Nachweis der antimikrobiellen
Aktivitdt notwendigen HBD-2-Mengen aus bestimmten Darmabschnitten von

Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosa dargestellt werden?

Defensine sind auf verschiedenen Ebenen an der Aufrechterhaltung der mukosalen
Barriere im Darm beteiligt. In erster Linie kontrollieren sie die luminale bakterielle
Besiedelung [Bevins, 1999]. Unter physiologischen Bedingungen im gesunden Darm
findet man im distalen lleum und im Kolon hohe Bakterienkonzentrationen von >10"
Organismen pro Gramm Gewebe [Shih, 2008]. In chronischen Entziindungen des Darms
scheint weniger die Gesamtzahl besiedelnder Bakterien als die Zusammensetzung der
bakteriellen Darmflora anders als in gesunden Individuen zu sein [Schultsz, 1999;
Linskens, 2001; Shih, 2008]. Bei CED-Patienten beobachtet man Uberwiegend eine
verminderte bakterielle Vielfalt. Diese aufert sich im Verlust zur Normalflora gehérender
anaerober Bakterien wie den Gattungen Pevotella, Eubacterium und Lactobacillus [Ott,
2004; Heimesaat, 2007]. Eine Veranderung in den Mengen von Bacteroides ist umstritten.
In der CED wurde sowohl eine Akkumulation von Bacteroides-Species [Swidsinski, 2002;
Swidsinski, 2005] als auch ein Rickgang berichtet [Heimesaat, 2007]. Der Verlust der
Varianz der bakteriellen Darmflora kann zur Dysbiose mit gravierenden Konsequenzen fir
die Intaktheit der Mukosa fuihren. Ein weiterer Unterschied bei den CED ist die Dominanz
von Enterobacteriaceae-Species wie die E. coli [Kleessen, 2002; Heimesaat, 2007]. Einen
Anstieg zeigen auch weitere apathogene und pathogene Bakterien der Gattungen
Clostridium, Bacillus, Pectinatus, Sutterella, Fusobacterium, Verrucomicrobium und der
Arten Mycobacterium paratuberculosis, Listeria monocytogenes oder Helicobacter
hepaticus [Colletti, 2004; Seksik, 2006].

Insgesamt weisen die Veranderungen der bakteriellen Darmflora auf eine Stérung der

primaren antimikrobiellen Abwehr in der Darmmukosa hin, zu deren Hauptbestandteil die
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Defensine gehdéren [Shih, 2007]. Ein Mangel, die Dysfunktion oder die verminderte
Induktion dieser antimikrobiellen Peptide verursachen ein gestortes Gleichgewicht
zwischen der vorhandenen Bakterien und erlauben die Invasion von Pathogenen, die
normalerweise nicht zu der Ublichen Flora des Darmes gehéren und der Aufrechthaltung
der CED dienen. Mit einer starken immunologischen Antwort reagiert das Immunsystem
gegen die Veranderungen der Normalflora, die durch einen Ubermafligen Anstieg von
E. coli charakterisiert wird [Schultsz, 1999; Linskens, 2001]. Die Unfahigkeit der Defensine
diese Gram-negativen Bakterien unter Kontrolle zu halten, kbénnte ein wesentlicher
Zusammenhang aus der angeborenen Immunitat sein, der in der Entstehung der CED
beteiligt ist [Kleessen, 2002].

Bei den CED findet man in den betroffenen Darmabschnitten starke immunologische
Reaktionen. Die vorhandene Entziindung zerstdrt die Epithelzellen und verandert die
Morphologie der Darmmukosa [Swan, 1998; Dejaco, 2003]. Bei Morbus Crohn kommt es
zu einer transmuralen Entzindung. Histologisch zeigen sich Lymphozyten, eosinophile
Granulozyten sowie Histiozyten. Es bilden sich Lymphozytenansammlungen und die
zugehdrigen Lymphknoten werden hyperplastisch. Typisch fur den Morbus Crohn sind
auch  Epitheloidzellgranulome, die sich aus  Riesenzellen, herdférmigen
Lyphozyteninfiltraten und eosinophilen Granulozyten zusammensetzen [Malatjalian, 1987;
Odze, 2003]. Die Colitis ulcerosa aufert sich durch das Vorhandensein von Ulzeration
und der nachfolgenden Fibrosierung. Die Entstehung von Granulationsgewebe
zusammen mit der Hyperplasie der Ubrige Mukosa flihrt zur Bildung von Pseudopolypen.

Histologisch sind auch Kryptenabszesse zu finden [Malatjalian, 1987; Odze, 2003].

Diese Befunde sprechen fir eine radikale Veranderung der Darmarchitektur bei den CED.
Darunter leiden auch die Produzentenzellen der Defensine mit entsprechenden Folgen fiir
die Zusammensetzung der antimikrobiellen Peptide. Die haufigste Lokalisation des
Morbus Crohn ist das terminale lleum. Die Zerstérung der HD-5- und HD-6-
produzierenden Panethzellen in diesem Darmabschnitt fihrt zum weiteren Verlust dieser
Defensine [Wehkamp, 2005]. Der Mangel an a-Defensinen und die nachfolgende Invasion
der Mukosa durch Mikroorganismen verstarkt die chronische Entzindung. Eine
Schadigung der HBD-2- und HBD-3-produzierenden Epithelzellen im Kolon kénnte auch
eine Ursache ihrer verminderten Induktion in diesem Darmabschnitt sein [Schmid, 2004].
Auf der anderen Seite wurden im entzindenden Kolon metaplastische Panethzellen
nachgewiesen, die eine Reaktion auf die permanente bakterielle Invasion in der CED
darstellen kénnen [Cunliffe, 2001].

Das stellt die Frage nach den Bedingungen unter denen der im Rahmen dieser Arbeit

etablierte densitometrische Test geeignet ware, mogliche Unterschiede in der lokalen,
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durch Peptide vermittelten direkten antibakteriellen Aktivitat aus Proben des menschlichen
Darms darzustellen. Der wichtigste Punkt dabei war, ob die Mengen der sezernierten

Defensine, die aus Gewebeproben gewonnen werden kdnnen, ausreichend waren.

Insgesamt wurden etwa 60 Proben aus verschiedenen Darmabschnitten von Patienten
mit Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und Kolon-Karzinom entnommen. Die Proben der
Patienten mit CED waren makroskopisch entziindet und zeigten eine stark veranderte
Morphologie. Die Diagnose Colitis ulcerosa bzw. Morbus Crohn wurden fir die
betroffenen Darmabschnitte auch histologisch gesichert [Swan, 1998; Dejaco, 2003]. Die
Resektate nach einer Hemikolektomie beim Kolonkarzinom wurden vom Pathologen
untersucht, bevor Proben mit einem Sicherheitsabstand zum Tumor entnommen wurden.
Alle Proben stammten aus der Mukosa und waren ca. 2x1 cm gro3. Das waren jeweils
10 Proben aus dem Kolon von Patienten mit Colitis ulcerosa, aus dem Kolon sowie dem
terminalen lleum von Patienten mit Morbus Crohn und aus nicht entziindeten Bereichen
des Kolons (20 Proben) sowie des lleums von Patienten mit Kolon-Karzinom, die als
Kontrolle verwendet wurden. Aus allen praparierten Epithelien wurden die Proteine mit
einem gepufferten Gemisch aus Acetonitril und Trifluoressigsdure extrahiert und die
Uberstande der Extraktion wurden lyophilisiert. Diese Methodik wurde von Bateman et al.
fur die Darstellung von a-Defensin Corticostatin-related peptide RK-1 aus der Niere
vorgeschlagen [Bateman, 1996]. Die antibakterielle Wirkung von RK-1 gegen E. coli
wurde im Test mit CFU nachgewiesen. Die Isolation von Defensinen und speziell HD-5
und HD-6 erfolgte aus dem terminalen lleum. Die Proben wurden mit einer Mischung aus
Essigsaure und Protease-Inhibitoren behandelt, um die Defensine mit Hilfe einer
Kationenaustausch-Matrix aus den Biopsien zu extrahieren [Porter, 1998]. Die
kationischen Peptide zeigten in einer durchflulizytometrischen Methode starke bakterizide

Wirkung gegen E. coli und Staphylococcus aureus [Nuding, 2005].

Die in Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte Methode hat sich als sehr sensitiv fiir
den Nachweis der antibakteriellen Wirkung rekombinanter Defensine erwiesen. Die hohe
Empfindlichkeit der Methode resultiert méglicherweise daraus, dass die zu testenden
Defensinen nicht denaturiert sind. Die Extraktionsmethode aus dem menschlichen Darm
kénnte die Konformation der kationischen antimikrobiellen Peptide so verandern, dass der
Nachweis ihrer Wirkung behindert wird. Vor dem Einsatz dieser Proben in der hier
etablierten densitometrischen Methode wurde der Einfluss der Probenaufarbeitung auf die
Indikatorbakterien untersucht. Nach dem Lo&sen der Lyophilisate in PBS wirkten die
Lésungsmittelriickstande allein bereits stark bakterizid (Daten nicht gezeigt), so dass die
Methodik mit der Extraktion ohne weiteren renaturierenden Schritt zur Beantwortung der

Frage nach einer mdglichen Korrelation in der Verteilung antimikrobieller Aktivitat im
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Epithel bestimmter Darmabschnitte mit dem Krankheitsbild von Morbus Crohn oder Colitis

ulcerosa nicht geeignet war.

Unter optimierten Bedingungen bei einem Salzgehalt <50 mM und im neutralen bis leicht
basischen pH-Bereich konnte die Densitometrie mit dem Laborstamm E. coli JM109 eine
antibakterielle Wirkung bei einer Konzentration von 40 nM HBD-2 nachweisen. In einem
HBD-2-spezifischen Western-blot, der vor dem Hintergrund anderer zellularer Proteine
aus Rohextrakten zuverldssig 70 nmol nachweist (Annekatrin Coordes, persoénliche
Mitteilung), wurden weder in den Uberstdnden noch in den Sedimenten der asservierten
Proben HBD-2-spezifische Banden gezeigt (vgl. Abbildung 26). Das bedeutete, dass nicht

ausreichend HBD-2 mit der verwendeten Extraktionsmethode darstellbar war.

Die Schwierigkeiten bei der Darstellung kénnen Ursachen auf verschiedenen Ebenen
haben. Eher allgemeingliltig ist der Stichprobenfehler, der sich umgekehrt proportional zur
ProbengrofRe verringert, also bei Biopsiematerial gravierender sein kann als im Material
aus Extraktionen [Calhoun, 2003]. Neben einer hohen Anzahl insgesamt untersuchter
Proben zur Erhéhung der Sicherheit einer Aussage spielt die zelluldare Zusammensetzung
des Darmabschnittes, aus dem die Proben stammen, eine zentrale Rolle. Finden sich
keine Produzentenzellen fir Defensine, wie Epithel- oder Panethzellen, sinken die
Chancen diese Peptide aus den Proben darzustellen. Eine begleitende Defensin-
und/oder Zelltyp-spezifische (immun)histologische Untersuchung kann hier zusatzliche
Anhaltspunkte liefern, die eine Aussage zum Gesamtproteingehalt einer Probe allein nicht
zwingend zulasst [Hamanaka, 2001; Wehkamp, 2004]. Aus den Ergebnissen zur Salz-
und Pufferempfindlichkeit der antimikrobiellen Wirkung der Defensine, wie sie auch im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurden, kann grundsatzlich Uber Isolationsmethoden

nachgedacht werden, bei denen die Defensine nicht denaturieren.

Darliber hinaus interessiert der diagnostische und/oder therapeutische Wert eines
Nachweises der antibakteriellen Wirkung humaner Defensine direkt aus dem Darm von
Patienten mit CED. Ein wichtiger Punkt ist, dass Informationen Uber die lokale
Defensinproduktion und Funktion bei diesen Patienten helfen kénnten, die komplizierte

Atiologie dieser multifaktoriellen Erkrankung zu entschliisseln.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass das Vorgehen bei Untersuchungen
dieser Art sich nicht auf nur einen methodischen Aspekt beschranken darf. Aus den
eigenen Ergebnissen und der Sichtung der entsprechenden Literatur resultiert der
folgende Vorschlag 2zu einer Verfahrensweise fur die Untersuchung der
Defensinproduktion im menschlichen Darm bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Aus
der Kenntnis der zelluldren Zusammensetzung entnommener Proben aus

Darmabschnitten und dem Vorhandensein von Produzentenzellen konnen Rickschliisse
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auf die Anwesenheit von Defensinen in den Proben gemacht werden. Dem gleichen
Zweck dient auch die Suche nach Defensin-spezifischer mRNA. Nach einer nativen
Extraktion niedrigmolekularer Proteine und Peptide liefert ein Western-blot Informationen
Uber die vorhandenen Defensinmengen. In einem densitometrischen Nachweis mit einem
selbst hergestellten, affinitatsgereinigten HBD2-GST-Fusionsprotein als Standard mit
einer Nachweisgrenze von minimal 400 pM HBD-2 kann die antibakterielle Aktivitat der
isolierten Defensine bestimmt werden. Parallel dazu kénnte die Untersuchung der
Zusammensetzung der luminalen Bakterienflora zusatzliche Hinweise auf mdgliche
Defensindysfunktion im untersuchten Darmabschnitt liefern. Die kumulierten und
korrelierten Daten konnen dann Aufschluss Uber die lokale antimikrobielle Aktivitat, die

durch Defensine vermittelt wird, geben.

Zusammenfassend wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit zwei Fusionsproteine
mit HBD-2 konstruiert, die beide als Standard im Western-blot verwendet werden kdnnen.
Das Fusionsprotein von HBD-2 mit der GST kann in einem affinitdtschromatografischen
Schritt aus dem Zytoplasma transformierter Bakterien in ausreichenden Mengen in
gereinigter Form zur Verfugung gestellt werden. In einer hier etablierten
densitometrischen Methode unter Verwendung des Gram-negativen Laborstammes
E. coli JM109 wurde eine direkte antibakterielle Wirkung des HBD2-GST-Fusionsproteins
gezeigt, wobei diese Aktivitat durch die Konformation der GST beeinflusst werden kann.
Einerseits ist dieses Nachweissystem selbst empfindlich gegen Rickstande strenger,
Extraktionsbedingungen, andererseits weist es den Weg zu nicht denaturierenden
Isolationsmethoden fur Defensine. Damit schafft diese Arbeit die wichtigsten
methodischen Voraussetzungen fir den Nachweis der antibakteriellen Wirkung humaner

Defensine direkt aus dem Darm von Patienten mit CED.
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5 Zusammenfassung

Titel: Etablierung des Nachweises direkter antibakterieller Wirkung humaner Defensine fir
die Untersuchung der Defensinproduktion im menschlichen Darm bei Morbus Crohn und

Colitis ulcerosa.

Einleitung: Als Teil der angeborenen Immunitat erhalten Defensine die intestinale
Mukosabarriere aufrecht, die in chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED)
beeintrachtigt ist. Interessant ist, ob eine direkte antibakterielle Wirkung von Defensinen
aus dem Darmgewebe von Patienten mit CED im Vergleich zu nicht entzindetem Darm
verandert ist. Da der Wirkmechanismus der Defensine im Detail nicht bekannt ist,
kommen fir einen experimentellen Vergleich nur Defensine in Frage. Als ausschlieR3lich
transkriptionell reguliert, bot sich das humane B2-Defensin (HBD-2) an. Ausgehend von
der Fragestellung, unter welchen Bedingungen die antimikrobielle Aktivitat von HBD-2
dargestellt werden kann, konzentriert sich die hier vorliegende Arbeit auf die Etablierung

eines Systems flir den direkten Nachweis der antibakteriellen Wirkung von Defensinen.

Methodik: Die antibakterielle Aktivitdt wurde durch die Anderung der optischen Dichte
einer wachsenden Bakterienkultur bei einer Wellenlange von 600 nm (ODgg) erfasst und
die Bedingungen fir die Bakterienanzucht mit Ampicillin als Standard optimiert. Zwei
HBD-2-Fusionsproteine wurden konzipiert. Uber den Vektor pQE30 wurden sechs
Histidinreste (HBD2-His) angefligt, so dass die MolekiigroRe nicht wesentlich geandert
wurde. Die Fusion mit der Glutathion-S-Transferase (GST) aus dem Vektor pGEX-2T
diente der Vergrolkerung des Molekiils sowie der affinitatschromatografischen
Aufreinigung mit Glutathion-Sepharose. Zur Freisetzung des HBD-2-Anteils wurde
zwischen die Fusionspartner HBD-2 und GST ein Spaltort fir Thrombin eingefiigt. Beide
Fusionsproteine wurden unter Kontrolle des regulierbaren tac-Promoters in E. coli BL21
hergestellt. Mit dem Plasmid far HBD2-GST transformierte E. coli BL21 wurden vermehrt
und HBD2-GST affinitdtschromatografisch gereinigt. Die Reinheit des Produktes wurde
mit denaturierender Polyacrylamid-Gelektrophorese nach direkter Proteinfarbung gepruft
und im HBD-2-spezifischen Western-blot der Gehalt des HBD2-GST-Fusionsproteins
kontrolliert. Aus den Praparationen wurde das Glutathion des Elutionspuffers durch
Gelfiltration entfernt und die Konzentrationen von 1 mg/ml HBD2-GST eingestellt. Fir die
Frage, ob die Verteilung der Defensine im Epithel bestimmter Darmabschnitte mit
Unterschieden bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa korreliert, wurden humane
Darmepithelien mit einem Gemisch aus Acetonitril und Trifluoressigsaure behandelt und

in einem spezifischen Western-blot auf die Anwesenheit von HBD-2 untersucht.

Ergebnisse: Aus drei Stammen, alle Abkémmlinge des Laborstammes E. coli K12, wurde

E. coli JM109 als Stamm mittlerer Empfindlichkeit im Kulturmedium Lysogeny Broth nach

94



Zusammenfassung

Lennox (LB-Lennox) als Indikatororganismus ausgewahlt. Die standardisierten
Bedingungen flr die Kultur beinhalten: (i) Ansetzen der Vorkultur aus Einzelkolonien von
Ubernacht-Kulturen frischer Ausstriche, (ii) Vorkulturen ohne Antibiotika in Vollmedium bis
zu einer ODgyo von 0,25-0,35 und (iii) Hauptkulturen mit Antibiotika in 1:6 verdinntem
LB-Lennox bis zu einer ODgyo von 0,65-0,75 in der Kontrollkultur ohne Antibiotikum. Unter
diesen Bedingungen wurde eine halbmaximale inhibitorische Konzentration von 3,9 ug/mli
Ampicillin ermittelt. Das gereinigte HBD2-GST wurde in der densitometrischen Methode
mit E. coli JM109 unter diesen optimierten Bedingungen eingesetzt. Im Vergleich zu den
Kontrollen mit der freien GST und zu Glutathion war das Bakterienwachstum in
Gegenwart des Fusionsproteins reduziert. Die antibakterielle Wirkung von HBD2-GST
blieb nach der spaltenden Behandlung des Fusionsproteins mit Thrombin unverandert.
Das bedeutet, dass GST die biologische Wirkung des HBD-2 nicht behinderte. Nach dem
Pufferaustausch und dem Entfernen des fur die Bakterien nicht-toxischen Glutathions aus
der HBD2-GST-Praparation, war die biologische Aktivitat nicht mehr nachweisbar. Aus
den rehydratisierten lyophilisierten Extrakten aus menschlichen Darmepithelien konnte
keine antibakterielle Aktivitat, die auf die Wirkung von Defensinen zurtickgeht, gefunden
werden, da sich die Puffer- und Losungsmittelreste aus der Probenaufarbeitung in dem
etablierten antibakteriellen Test bereits als stark bakterizid erwiesen. Im spezifischen
Western-blot der 70 nmol HBD-2 vor dem Hintergrund zellularer Proteine aus
Rohextrakten nachweisen konnte, wurde in keiner der Fraktionen aus den extrahierten

Darmproben HBD-2 auf Proteinebene nachgewiesen.

Schlussfolgerung: Zusammenfassend wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit
zwei Fusionsproteine von HBD-2 hergestellt, die als Standard im Western-blot verwendet
werden konnen. Das in E. coli BL21 exprimierte HBD2-GST-Fusionsprotein kann in einer
relativ einfachen Prozedur in ausreichenden Mengen in gereinigter Form zur Verfligung
gestellt werden. In einer hier etablierten densitometrischen Methode mit dem Laborstamm
E. coli JM109 wurde eine direkte antibakterielle Wirkung des HBD2-GST gezeigt, wobei
diese Aktivitat offenbar von der Konformation der GST abhangig sein kann. Der Verlust
der biologischen Aktivitat nach Entzug des Glutathions konnte auf Aggregationen
zurtckzufiihren sein, die auch bei der denaturierenden Aufarbeitung der Darmproben
wahrscheinlich sind. Diese antimikrobielle Methode ist auch empfindlich fir die
Losungsmittelsysteme aus der denaturierenden Proteinfallung aus Epithelien des
menschlichen Darms. Neben der Losungsmittelempfindlichkeit der biologischen
Nachweismethodik ist auch die Neigung zu mdoglichen inaktivierenden konformationellen
Anderungen in den Prozeduren fiir die Probenaufarbeitung zu beriicksichtigen und die
Befunde durch Ergebnisse anderer Untersuchungsmethoden, wie z.B. eine Histologie zu

untermauern.
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