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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 BAKTERIEN IM HUMANEN ORGANISMUS

Nur etwa die Halfte aller Zellen in unserem Kérper sind menschliche Zellen.
Die andere Halfte stellen Mikroorganismen dar, zumeist Bakterien, welche auf
inneren und &auleren Oberflachen zu finden sind. Sie besitzen einen
vielschichtigen und noch nicht vollstandig aufgeklarten Einfluss auf den humanen
Organismus (Blaser und Falkow, 2009; Sender et al., 2016).

1.1.1 INTESTINALE MIKROBIOTA

Im Darm findet sich, noch vor der Haut, die grof3te Population an kommensalen
Mikroorganismen im humanen Organismus (Garrett et al., 2010; Sender et al.,
2016). Sie ist so grof3, dass uber 99% der aus Stuhlproben isolierten Gene von
Bakterien stammen und somit die Anzahl mikrobieller Gene die des humanen
Genoms um ein 150faches ubertrifft (Qin et al., 2010). Standig muss sich der
humane Organismus mit dieser gro3en Anzahl an Bakterien auseinandersetzen.
Dabei wehrt er sich zum einen gegen pathogene Erreger, profitiert andererseits
jedoch auch von kommensalen und symbiontischen Bakterien. Diese standig den
Darm besiedelnden Mikroorganismen konnen pathogene Bakterienpopulation
kontrollieren, angeborenes und erworbenes Immunsystem stimulieren, die
Differenzierung der Schleimhaute nach der Geburt unterstitzen,
Wachstumsfaktoren bereitstellen und die Gewinnung von Energie aus Nahrung
ermoglichen (Rosebury, 1962; Crowe et al., 1973; Mackowiak, 1982; Smith et al.,
2007; Blaser und Falkow, 2009). Es ist daher nicht verwunderlich, dass es
vielfaltige Wechselwirkungen zwischen dem humanen Organismus und
Bakterien gibt. Auch wenn sich eine endgultige Aussage Uber den Zeitpunkt der
bakteriellen Besiedlung des Erstgenannten bisher nicht treffen lasst (Ley et al.,
2006; Jiménez et al., 2008), wird doch die Theorie einer in utero Transmission
auf den Fetus zunehmend diskutiert (Walker et al., 2017). Bekannt ist jedoch,

dass es fakultativ anaerobe Bakterien (z.B. E. coli) sind, die sich unter den ersten
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EINLEITUNG

den Darm eines Neugeborenen besiedelnden, kommensalen Mikroorganismen
befinden. Diese Bakterien sind an das im kindlichen Darm noch vorherrschende
vergleichsweise hohe Redoxpotential angepasst. Erst durch die
Stoffwechselaktivitat dieser fakultativen Anaerobier sinkt die
Sauerstoffkonzentration, wodurch ein passendes Milieu fir Vertreter
anaerobischer Spezies wie Bifidobakterium, Bacteroides, Clostridium und
Ruminococcus entsteht. Im Alter von ungefahr drei Jahren hat sich die intestinale
Mikrobiota des Kindes so weit entwickelt, dass sie der eines Erwachsenen gleicht
(Matamoros et al., 2013). Die kommensalen Bakterienpopulationen werden
vermutlich durch spezifische Kontrollmechanismen des Gastrointestinaltrakts in
einem fur den humanen Organismus gesundem Gleichgewicht gehalten
(Backhed et al., 2005). Gerat dieses Gleichgewicht aul3er Kontrolle kann dies
weitreichende Folgen haben. So werden Erkrankungen wie Fettleibigkeit, Krebs,
Multiple Sklerose, Autismus und chronisch entzindliche Darmerkrankungen
(CED) mit Stérungen der bakteriellen Homdostase im Darm assoziiert (Ley et al.,
2006; Manichanh et al., 2006; Frank et al., 2007; Uronis et al., 2009; Finegold et
al., 2010; Cekanaviciute et al., 2017).

1.1.1.1 ESCHERICHIA CoOLI

Das fakultativ anaerobe, gramnegative Bakterium E. coli kommt hauptsachlich
im Darm von Wirbeltieren vor. Es kann sowohl pathogenes, kommensales als
auch probiotisches Bakterium sein (Tenaillon et al., 2010). Speziell pathogene
E. coli Stamme verursachen eine Vielzahl von Erkrankungen. Sie weisen
spezifische Adherenzfaktoren auf, welche ihnen die Kolonisierung an Orten
ermdglicht, wo kommensale E. coli Bakterien nicht zu finden sind (z.B. Dinndarm
und Harnrohre). Diese Bakterien kdnnen drei unterschiedliche Krankheitsbilder
verursachen: Sepsis/Meningitis, Infektionen der ableitenden Harnwege und
Darminfektionen (Nataro und Kaper, 1998). Uropathogene E. coli (UPEC) sind
beispielsweise jahrlich fir 70-90% der weltweit 150 Millionen auftretenden
Harnwegsentziindungen verantwortlich (Stamm und Norrby, 2001). Die
intestinalen Infektionen verursachenden E. coli kdnnen in mindestens sechs

Pathotypen eingeteilt werden: enterotoxische (ETEC), enteropathogene (EPEC),
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enterohamorrhagische (EHEC), enteroaggregative (EAEC), enteroinvasive
(EIEC) und diffus adherente (DAEC) E.coli. Diese Pathotypen des
Gastrointestinaltrakts sind wahrscheinlich die wichtigsten Verusacher kindlicher
Diarrhoe. AuRerdem sind sie verantwortlich fur Reisediarrhoe, das hamolytisch-
uramische Syndrom und chronische Diarrhoe. Dabei unterscheiden sie sich in
ihrem Pathomechanismus leicht voneinander (Nataro und Kaper, 1998). ETEC
sezerniert beispielsweise Enterotoxine, die den Wasserhaushalt im Darm stéren
(Rasko et al., 2008). EPEC zeichnet sich durch eine enge Anheftung an die
Darmzellen und Zerstérung der Mikrovilli aus (Nataro und Kaper, 1998) und
einige Stamme des Pathotypen EAEC bilden durch eigene Biofilmbildung und
Stimulation von Darmepithelzellen eine dicke Mukusschicht auf dem Darmepithel
(Wakimoto et al., 2004; Huang, 2006). Manchen E. coli Stdmmen wird zudem
eine Rolle in der Pathogenese von CED zugeschrieben (Schumann et al., 2014).
Kommensale E. coli Stdimme hingegen sind bereits innerhalb weniger Stunden
nach der Geburt im kindlichen Gastrointestinaltrakt zu finden. Dort besiedeln sie
fortan den Dickdarm zum gegenseitigen Nutzen von Wirt und Bakterium (Drasar
und Hill, 1974). Auch wenn die zugrundeliegenden Mechanismen dieser
Symbiose bisher kaum beschrieben wurden (Kaper et al.,, 2004), wird
kommensalen E. coli Stammen aufgrund der Produktion antibakterieller
Microcine eine wesentliche Rolle bei der Kontrolle pathogener
Bakterienpopulationen im Darm zugeschrieben (Janeway Jr und Medzhitov,
2002). Kommensale E. coli Stamme selbst sind innerhalb eines gesunden
Darmes nicht pathogen, koénnen jedoch opportunistische Infektionen in
Wirtsorganismen verursachen, welche immunsupprimiert sind oder eine gestorte
gastrointestinale Barriere aufweisen (Kaper et al., 2004). Obwohl es im Darm der
vorherrschende aerobe Mikroorganismus ist, sind E. coli Bakterien jedes Jahr fur
den Tod von mehr als zwei Millionen Menschen verantwortlich, darunter 20-30%
frihkindlicher Todesfalle weltweit (Kosek et al., 2003; Russo und Johnson, 2003;
Tenaillon et al., 2010). Aufgrund seiner Relevanz als humanpathogenes
Bakterium hat die WHO deshalb der Entwicklung neuer Antibiotikaklassen gegen
E. coli hochste Prioritat eingeraumt (Alagumaruthanayagam et al., 2009; World
Health Organization, 2017).
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Die Eigenschaften pathogener E. coli Stamme stehen in starkem Kontrast zu
denen ihrer probiotischen Verwandten. Probiotische E. coli Stamme sind in
kommerziell erhaltlichen Arzneimitteln wie Mutaflor® und Symbioflor® 2 enthalten
(Wassenaar, 2016). Diese Probiotika kdnnen gegen Verstopfung, akute virale
Diarrhoe bei Kleinkindern und zur Remissionserhaltung der Colitis ulcerosa
eingesetzt werden (Mollenbrink und Bruckschen, 1994; Kruis et al., 2004; Henker
et al., 2007; Wassenaar, 2016). Der Gedanke, mit lebenden Bakterien Erkankte
zu behandeln, ist nicht neu. Alfred Nissle beschrieb bereits 1918 die Behandlung
chronischer Darmstérungen mit lebenden Bakterien und vertrieb daftr fortan
erwahntes Arzneimittel Mutaflor®, welches E. coli Nissle 1917 (EcN) enthalt
(Nissle, 1918; Wassenaar, 2016).

1.1.2 AUFBAU UND EIGENSCHAFTEN VON BAKTERIEN

Fast alle Bakterien lassen sich in grampositiv und -negativ unterscheiden.
Diese Gruppen unterscheiden sich wesentlich im Aufbau ihrer Membran
(Abbildung 1) (Silhavy et al., 2010). Gramnegative Bakterien besitzen, im
Gegensatz zu grampositiven, eine LipidauRenmembran. Ein wichtiger
Bestandteil dieser Membran sind Lipopolysaccharide (LPS), welche mitunter ftr
den durch gramnegative Bakterien verursachten septischen Schock
verantwortlich sind und vom angeborenen Immunsystem als pathogen
associated molecular pattern (PAMP) erkannt werden (Medzhitov und Janeway,
2002; Silhavy et al., 2010). Aufgrund dieses zusatzlichen Schutzes durch die
AuBenmembran sind gramnegative Bakterien, im Vergleich zu grampositiven
Bakterien, generell resistenter gegenuber Antibiotika (Silhavy et al., 2010).
Unterhalb der AulRenmembran findet sich bei gramnegativen Bakterien eine
dinne Schicht aus Peptidoglykan. Als aulierste Begrenzung ist diese
Peptidoglykanschicht bei grampositiven Bakterien dicker ausgebildet Die
Peptidoglykanschicht ist essenziell fur die Formgebung von Bakterien. lhre
Hauptaufgabe ist es, dem Turgordruck der Zelle standzuhalten. Durch Inhibition
der Biosynthese oder den direkten Abbau dieser Peptidoglykanschicht wird die
Zelle daher zerstort (Vollmer et al., 2008; Silhavy et al., 2010). Neben einer

dunnen Peptidoglykanschicht findet sich bei gramnegativen Bakterien zwischen
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aulRerer und innerer Membran das sogenannte Periplasma. Dieser Raum ist
voller Proteine und ermdglicht den Bakterien, fir sie potenziell schadliche
Substanzen abzusondern (Mullineaux et al., 2006; Silhavy et al., 2010). Die
zytoplasmatische oder auch innere Membran von Bakterien weist schlief3lich eine
Vielzahl von Proteinen fur Stoffwechselleistungen wie Energieproduktion, Lipid-

é:) QO-antigen

J
.J

und Preoteinsynthese auf (Silhavy et al., 2010).

o
@OO
OG0

Core
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Abbildung 1: Aufbau der Zellmembran bei grampositiven und -negativen Bakterien
Aus Silhavy et al 2010. Mit Genehmigung von Perspectives in Biology, Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Andere Stoffwechselvorgdnge und Mechanismen ermdglichen es vielen
Bakterien sich gegen heute gebrauchliche Anitbiotika zur Wehr zu setzen. Dazu
gehoren beispielsweise Effluxpumpen, die Produktion deaktivierender Proteine
und die Bildung von Biofilmen (Stewart und William Costerton, 2001; Lin et al.,
2015). Diese Mechanismen haben bei manchen Bakterienstammen wie
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa oder Enterobacteriaceae
(E. coli, u.a.) zu einer Resistenzlage gefihrt, die eine kritische Notwendigkeit fur
die Erforschung und Entwicklung neuer Antibiotika gegen diese Bakterien ergibt
(World Health Organization, 2017).
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1.2 ANTIMIKROBIELLE ABWEHRSTRATEGIEN DES

HUMANEN ORGANISMUS

Lange bevor der humane Organismus auf die Wirksamkeit von Antibiotika
angewiesen ist, setzt sich dessen Immunsystem mit potenziellen
Krankheitserregern, wie zum Beispiel Bakterien, auseinander. Dabei steht das
Immunsystem vor der schwierigen Aufgabe, nicht nur die Besiedlung des
humanen Organismus mit pathogenen Mikroorganismen zu verhindern, sondern
gleichzeitig die Stabilitat der kommensalen Bakterienzusammensetzung aufrecht
zu erhalten und zu férdern. Diese Aufgabe wird durch Mechanismen des
spezifischen und unspezifischen Immunsystems, sowie intakte Haut- und

Schleimhautbarrieren bewerkstelligt.

1.2.1 SPEZIFISCHES IMMUNSYSTEM

Ein wesentlicher Unterschied zwischen erworbenem und angeborenem
Immunsystem ist die Art und Weise, wie potenzielle Erreger erkannt werden
(Fearon und Locksley, 1996). Das erworbene Immunsystem zeichnet sich durch
eine Vielzahl antigenspezifischer Rezeptoren an B— und T-Lymphozyten aus.
Diese Vielfalt entsteht durch somatische Rekombination, also die Rekombination
von Genen in Korperzellen. Auf diese Weise kdnnen Lymphozyten aus einer
Vielzahl von Vorlauferzellen selektiert werden, die durch Kontakt mit spezifischen
Antigenen (Proteinen, Carbohydraten, Lipiden oder Nukleinsduren) aktiviert
werden (Janeway Jr und Medzhitov, 2002; Bonilla und Oettgen, 2010). Weil dabei
auch sogenannte Gedéachtniszellen gebildet werden, die im humanen
Organismus fir das ganze Leben verbleiben kdnnen, findet die Immunantwort
beim n&chsten Kontakt mit dem entsprechenden Antigen schneller und effektiver
statt. Bei Aktivierung des spezifischen Immunsystems bilden und sezernieren
B-Lymphozyten Antikérper, die an entsprechenden Pathogenen binden und sie
dadurch unschadlich machen oder das angeborene Immunsystem zu diesem
Zweck aktivieren. Die T-Lymphozyten hingegen sind durch unterschiedliche
Subpopulationen mit verschiedenen Eigenschaften gekennzeichnet. Sie kdnnen

[6]
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als T-Helferzellen unter anderem die Immunantwort regulieren oder als
zytotoxische und natdrliche Killer T—Zellen selbst Zellen abtéten (Bonilla und
Oettgen, 2010).

1.2.2 UNSPEZIFISCHES IMMUNSYSTEM

Das unspezifische Immunsystem ist das phylogenetisch altere und kann in
unterschiedlicher Auspragung in jedem multizellularen Organismus gefunden
werden (Fearon und Locksley, 1996). Im humanen Organismus lassen sich

verschiedene Mechanismen des unspezifischen Immunsystems unterscheiden.

1.2.2.1 ZELLULARE MECHANISMEN

Auf zellularer Ebene des unspezifischen Immunsystems erkennen ,Pattern
recognition receptors“ (PRRS) allgemeine, fir Mikroorganismen spezifische
Strukturen (PAMPs). Dies sind oftmals Makromolekile wie das bakterielle LPS
(Fearon und Locksley, 1996; Chen et al., 2009). PRRs kénnen sowohl auf der
Oberflache von Immun- oder Epithelzellen (toll-like Rezeptoren (TLR), NOD-like
Rezeptoren, u.a.) oder als im Plasma geloste Molekile (C-reaktives Protein,
Mannose bindendes Lectin, u.a.) vorliegen (Janeway Jr und Medzhitov, 2002).
Aktivieren PRRs das angeborene Immunsystem wird Dbeispielsweise in
Makrophagen die Produktion von Zytokinen wie Interleukinen oder Tumor
Nekrose Faktor-a (TNF-a) stimuliert. Dies verstarkt die Aktivitat
immunkompetenter Zellen (Makrophagen, Granulozyten, u.a.), welche
Mikroorganismen phagozytieren und antimikrobielle Molekile sezernieren
kénnen (Fearon und Locksley, 1996; Risso, 2000).

1.2.2.2 PHYSIKALISCH UND BIOLOGISCHE MECHANISMEN

Neben den zuvor beschriebenen zellularen antimikrobiellen Abwehrstrategien
spielt eine intakte physikalische und biologische Barriere durch die den humanen
Organismus bedeckenden Epithelien eine wichtige Rolle im unspezifischen
Immunsystem. Auf einer oft nur wenige Zellschichten umfassenden, tiber 200 m?

groRen Oberflache im Darm sowie 2 m? auf der Haut missen die Homoostase
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von kommensalen Bakterien reguliert und pathogene Erreger abgewehrt werden
(Neish, 2002; Grice und Segre, 2011; Gallo und Hooper, 2012). Im Folgenden

wird auf die Barrierefunktion des Darmes eingegangen.

Die intestinale Barriere

Die bakterielle Homostase im Gastrointestinaltrakt wird von verschiedenen
Faktoren reguliert. Durch ,tight junctions® eng miteinander verbundene
Epithelzellen erschweren als physikalische Barriere den Ubertritt von
Darmbakterien in den humanen Organismus. Diese wird zusatzlich durch eine
den Darm vollstandig bedeckende Mukusschicht unterstiitzt. Die Mukusschicht
besteht aus verschiedenen Mucinen, welche von Becherzellen gebildet und in
den Darm sezerniert werden. Dadurch wird das Wandern der Bakterien vom
Darmlumen an das darunterliegende Epithel und somit deren Translokation
erschwert (Gallo und Hooper, 2012; Ostaff et al., 2013). In die andere Richtung
wird die Diffusion von durch unterschiedliche Zelltypen gebildeten
antimikrobiellen Peptiden (AMP) in das Darmlumen behindert, so dass eine
oOrtlich sehr hohe Konzentration an AMPs erreicht wird und sie zu einer nahezu
sterilen Umgebung in den intestinalen Krypten beitragen (Meyer-Hoffert et al.,
2008). Defekte der intestinalen Barriere sind hingegen mit unterschiedlichen
Erkrankungen assoziiert. Zum Beispiel ist die Mukusschicht bei Colitis ulcerosa
durch eine Verringerung der Anzahl an Becherzellen ausgeduiinnt (Shirazi et al.,
2000), wahrend sich bei Morbus Crohn ein reduziertes Level an AMPs in der
illealen Mukosa findet (Wehkamp et al., 2005, p. 2005). Zudem werden auch
Krankheiten wie Zoliakie oder das Reizdarmsyndrom mit einer gestorten

Barrierefunktion in Verbindung gebracht (Camilleri et al., 2012).

1.2.3 ANTIMIKROBIELLE PEPTIDE

Die bereits erwdhnten AMPs sind Teil des angeborenen Immunsystems. Im
humanen Organismus kommen unterschiedliche Klassen dieser Proteine vor,
wie zum Beispiel Ribonukleasen, S100 Proteine, C-Typ Lektin, Cathelicidine und
Defensine (Gallo und Hooper, 2012). Eine grof3e Vielfalt unterschiedlicher, meist

positiv geladener Peptide mit antimikrobiellen Eigenschaften lasst sich in nahezu
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jedem lebenden Organismus finden. Uber 2800 AMPs aus Bakterien, Pilzen,
Pflanzen und Tieren sind heute bekannt, die sich anhand struktureller Merkmale
in unterschiedliche Klassen aufteilen lassen (Méndez-Samperio, 2013; Wang et
al., 2016). Viele dieser Molekiile besitzen eine amphipathische Struktur, sodass
ihre hydrophoben Seitenketten von den kationischen rdumlich getrennt
voneinander vorliegen. Negativ geladene Peptide, wie das humane Dermcidin
und AMPs mit anderen strukturellen Merkmalen finden sich seltener (Schittek et
al., 2001; Zasloff, 2002).

1.2.3.1 DEFENSINE

Defensine gehdren zu den wichtigsten antimikrobiellen Peptiden im humanen
Organismus und anderen Saugetieren. Sie wirken gegen gramnegative
und -positive Bakterien sowie Pilze, Protozoen und Viren (Schroder und Harder,
1999; Selsted und Ouellette, 2005; Wilson et al., 2013). Strukturell zeichnen sie
sich durch drei konservierte Disulfidbriicken und charakteristische B-Faltblatt
Strukturen aus. Anhand der unterschiedlichen Lokalisation der intramolekularen
Disulfidbriicken lassen sich a- und [B- sowie die zyklischen B6-Defensine
unterscheiden. Letztere werden im humanen Organismus jedoch nicht exprimiert
(Ganz, 2003). Als Pra-Pro-Proteine synthetisiert werden Defensine, abhangig
von der Art des Defensins und dessen Ursprungszelle, entweder intra- oder

extrazellular prozessiert (Fruitwala et al., 2018).
a-Defensine

Zu den humanen a-Defensinen gehdren die humanen neutrophilen Peptide 1-4
(HNP) sowie die humanen a-Defensine 5 und 6 . HNP1-4 werden typischerweise
in humanen neutrophilen Granulozyten synthetisiert und dort innerhalb von
Vesikeln in hohen Konzentrationen in ihrer aktiven Form gespeichert (>10 mg/ml)
(Cunliffe, 2003; Ganz, 2003). Diese defensinbeladenen Vesikel kénnen mit
Phagosomen verschmelzen und dort ihren Inhalt freisetzen. Auf diese Weise
werden die Peptide HNP1-4 kaum verdinnt bevor sie in Kontakt mit den
Bakterien kommen (Ganz et al., 1985; Ganz, 1987, 2003). HD5 und HD6

kommen hauptsachlich im Dinndarm vor und bilden dort bei Morbus Crohn

[9]



EINLEITUNG

Patienten und Patientinnen den gré3ten Anteil an Defensinen (Kubler et al.,
2009). Sie werden von Panethzellen exprimiert und liegen in den schmalen
intestinalen Krypten ebenfalls in sehr hoher Konzentration vor (Ayabe et al.,
2000; Ganz, 2003). Im Gegensatz zu HNP1-4 werden HD5 und HD6 in Vesikeln
als Propeptide gespeichert und erst nach der Sekretion in das Darmlumen in ihre

aktive Form gespalten (Ghosh et al., 2002).

B-Defensine

Von den humanen B—Defensinen wurden bis heute, analog zu den a-Defensinen,
sechs verschiedene Moleklle charakterisiert, auch wenn durch genetische
Untersuchungen 28 weitere B—Defensine identifiziert werden konnten (Schutte et
al., 2002; Yamaguchi et al., 2002; Yang et al., 2004; Pazgier et al., 2006;
Fruitwala et al., 2018). Humanes [-Defensin 1-3 (HBD) wird zumeist von
Epithelzellen exprimiert, kann aber auch in hdmatopoetischen Zellen gefunden
werden. HBD4-6 kommt nur in speziellen Geweben vor (Yamaguchi et al., 2002;
Ganz, 2003; Fruitwala et al., 2018). Die Expression von HBD1-3 kann durch
Zytokine, die Aktivierung von PRRs und durch Kontakt zu Viren induziert werden.
Dabei Uberschneiden sich die zugrundeliegenden Signalwege teilweise und sind
abhangig von Zelltyp und Stimulus. Die Expression von HBD2 und HBD3 in den
Epithelien der Haut, der Lunge und des Gastrointestinaltrakts sowie in
Keratinozyten wird beispielsweise durch PRRs wie TLR, oder NOD2 Rezeptoren
induziert, die Bakterien erkennen kdnnen (Fruitwala et al., 2018). Im Falle von
HBD3 konnen dies aber auch Wachstumsfaktoren sein, die wichtig fur die
Wundheilung nach Verletzung der Haut sind (Sgrensen et al., 2006; Aberg et al.,
2008; Gallo und Hooper, 2012). HBD1 wird hingegen meist konstitutiv exprimiert
(Fruitwala et al., 2018). Neben der antibakteriellen Wirkung von B—Defensinen
wurden auch  antimikrobielle  Eigenschaften  gegenlber  weiteren
Mikroorganismen beschrieben. Darunter befinden sich HI-Viren, Pilze und Hefen
(Quifiones-Mateu et al., 2003; Pazgier et al., 2006). Die variable Anordnung
nichtkonservierter ~ Aminosauren der einzelnen Peptide sowie die
vorherrschenden Umgebungsbedingen scheinen dabei fiir die unterschiedliche
antimikrobielle Aktivitat der B-Defensine verantwortlich zu sein (Pazgier et al.,
2006; Schroeder et al., 2011; Raschig et al., 2017). So kdnnen physiologische
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Konzentrationen von Natriumchlorid und anderen Kationen die Wirksamkeit von
HBD1 und HBD2 einschranken. Dies zeigt die Bedeutung elektrostatischer
Interaktionen fur die Aktivitdt von B-Defensinen und passt zu den
Beobachtungen, dass diese AMPs vor allem an salzarmen Orten (z.B.
Oberflache von Epithelien, oder der Haut) aktiv sind (Singh et al., 1998; Pazgier
et al., 2006).

Wirkmechanismen von Defensinen

Hinsichtlich ihres Wirkmechanismus ging man zu Beginn der Forschung an
AMPs davon aus, dass allein die Zellmembran Zielstruktur dieser Molekile sei.
Heute weild man, dass AMPs unterschiedliche Wirkmechanismen haben kénnen
und unterscheidet zwischen direkter antimikrobieller Aktivitdt und Modulation des
Immunsystems (Abbildung 2). Die direkte antimikrobielle Aktivitat kann sich dabei
unspezifisch gegen die bakterielle Zellmembran richten. Ebenfalls mdglich ist,
dass sich die antimikrobielle Aktivitat gegen spezifische Zielstrukturen wie z.B.
Lipid Il oder intrazellulare Prozesse wie die Nukleinsduresynthese richtet
(Brogden, 2005; Kumar et al., 2018).

AMP
Direkte antimikrobielle Modulation des
Aktivitat Immunsystems
Unspezifische Wirkung gegen  Spezifische Zielstrukturen, Dendritische Zellen T-Lymphozyten
die bakterielle Zell b ipi

ie bakterielle Zellmembran z.B. Lipid 2 =l . > )
'\a"' :

Nukleinsaure- .!.

synthese Mastzellen

Spezifische Wirkung gegen intrazellulare Aktivierung und Rekrutierung unterschiedlicher
Prozesse, wie z.B. die Nukleinsauresynthese Zellen des Immunsystems

Abbildung 2: Unterschiedliche Wirkmechanismen antimikrobieller Peptide
Angelehnt an Ulm et al., 2012.

Die meisten bekannten AMPs richten sich unspezifisch gegen die bakterielle

Zellmembran (Kumar et al., 2018). Der antimikrobielle Mechanismus von AMPs
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wie den Defensinen scheint dabei zumeist auf bereits erwahnter amphipathischer
Struktur mit raumlich voneinander getrennten Clustern an hydrophoben und
kationischen Aminosauren sowie dem spezifischen Membranaufbau von
Mikroorganismen zu basieren. Die Membran von Bakterien zeichnet sich durch
eine Vielzahl nach aul3en gerichteter, negativ geladener Phospholipidgruppen
aus. Dem Shai—Matsuzaki—-Huang Modell zufolge interagiert das Peptid mit der
Membran, verdrangt Lipide und verandert die Membranstruktur (Matsuzaki,
1999; Shai, 1999; Yang et al., 2000; Zasloff, 2002). Dabei geht man davon aus,
dass die hydrophoben Anteile der Defensine sich in die Lipidmembran einfiigen
und die Kkationischen Anteile elektrostatisch mit den anionischen
Phospholipidgruppen interagieren. Auf diese Weise konnen Defensine die
Zellmembran schadigen und das Membranpotential storen oder den Verlust von
Metaboliten und lonen verursachen, was schliel3lich zum Tod der Zelle fuhrt
(Brogden, 2005; Mukherjee und Hooper, 2015). Weil die Membran multizellularer
Organismen wie Pflanzen und Tieren zumeist aus ungeladenen Lipiden besteht,
richtet sich dieser Mechanismus vor allem gegen Mikroorganismen (Zasloff,
2002).

Einen neuen antibakteriellen Wirkmechanismus fir Defensine konnten
erstmals de Leeuw et al., 2010 beschreiben. Die Autoren und Autorinnen zeigten,
dass das a-Defensin HNP1 Uber eine spezifische Bindung zu dem
Zellwandvorlaufermolekl Lipid Il antibakteriell wirkt. Kurz darauf gelang Sass et
al., 2010 dieser Nachweis auch fur HBD3 und Chileveru et al., 2015 fanden
Hinweise, wonach das Defensin HD5 in E. coli und anderen gramnegativen
Bakterien seine antibakterielle Wirkung durch Prozesse im bakteriellen
Zytoplasma vermittelt. HD6 hingegen bildet bei Kontakt zu unspezifischen,
proteinogenen Oberflachenstrukturen potentieller Pathogene Nanonetze aus.
Auf diese Weise werden beispielsweise Bakterien aggregiert und deren Kontakt
zum Epithel erschwert (Chu et al., 2012). Zudem konnten Schroeder et al., 2015
durch Nachahmung des intestinalen Milieus neben der weiterhin mdglichen
Netzbildung eine direkte antimikrobielle Aktivitat der reduzierten Form von HD6
nachweisen. Die Arbeit von Zhao et al., 2018 deutet zudem darauf hin, dass
humane B-Defensine Kaliumkanale blockieren kénnen. Neben direkter
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antimikrobieller Aktivitdt weisen B-Defensine auflerdem das Immunsystem
stimulierende Eigenschaften auf. Interessanterweise konnen sie auch bei
physiologischen Konzentrationen von Salz und Serumproteinen dendritische
Zellen und T-Lymphozyten rekrutieren oder Mastzellen aktivieren und somit die
Aktivitdt des angeborenen mit der des erworbenen Immunsystems verknupfen
(Yang et al., 1999; Pazgier et al., 2006). Auch ist die nétige Konzentration fur die
immunmodulierenden Eigenschaften von Defensinen sehr viel geringer als die
fur antimikrobielle Effekte (Yang et al., 2001).

Noch konnte nicht fir jedes Peptid der antibakterielle Wirkmechanismus
aufgeklart werden. Doch ist bekannt, dass AMPs unterschiedliche antimikrobielle
Mechanismen besitzen und ein einzelnes Peptid mehrere Mechanismen in sich
vereinen kann. Nach Peschel und Sahl, 2006 ist es dieser Vielfalt
unterschiedlicher Wirkmechanismen sowie der oftmals hohen Konzentration von
AMPs an Infektionsherden zu verdanken, dass sich bisher wenige bakterielle
Resistenzen gegentber diesen Molekilen ausbilden konnten, obwohl
unterschiedlichste Resistenzmechanismen bereits beschrieben wurden. So sind
die von manchen Bakterien synthetisierten Proteasen in der Lage, antimikrobielle
Peptide zu deaktivieren. Besonders anfallig dafur sind lineare Peptide wie LL-37.
Intramolekulare Disulfidbricken, wie sie bei Defensinen zu finden sind, sorgen
hingegen fiur eine erhdhte Resistenz gegentiber einem proteolytischen Verdau
(Peschel und Sahl, 2006). Neben den Proteasen gibt es auRerdem noch weitere
bakterielle Resistenzmechanismen gegeniber antimikrobiellen Substanzen wie
zum Beispiel deaktivierende Proteine, Efflux Pumpen, die Verdnderung der
bakteriellen Membranladung und die Bildung von Biofilmen (Shafer et al., 1998;
Peschel et al., 1999; Jin et al., 2004; Peschel und Sahl, 2006; Otto, 2006).

1.2.3.2 HUMANES [-DEFENSIN 2

HBD2 ist ein 41 Aminosauren grof3es antimikrobielles Peptid mit einem
molekularen Gewicht von 4328.2 Dalton, welches aufgrund seines hohen Anteils
an den Aminosauren Lysin und Arginin stark positiv geladen ist (Schréder und
Harder, 1999; Schibli et al., 2002). Im humanen Organismus kommen diesem
Peptid vielfaltige Funktionen zu. So sind bei Patienten mit Psoriasis trotz
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gestorter physikalischer Barriere relativ wenige Hautinfektionen zu beobachten.
Dies lasst sich durch die erhdhte Expression von HBD2 in der Haut der
Betroffenen erklaren, wo das Peptid auch erstmals im humanen Organismus
nachgewiesen wurde (Harder et al., 1997). Weitere Forschung konnte zeigen,
dass HBD2 bei Atopischer Dermatitis, im Gegensatz zu Psoriasis, vermindert
exprimiert wird. Dadurch lasst sich mdglicherweise die im Vergleich erhdhte Rate
an Hautinfektionen mit S. aureus bei Erkrankten mit Atopischer Dermatitis
erklaren (Ong et al., 2002). Zudem scheint HBD2 auch in der Pathophysiologie
gastrointestinaler Erkrankungen wie primar sklerosierender Cholangitis (PSC)
und CED eine Rolle zu spielen. Dabei ist die HBD2 Expression bei PSC auffallig
hoch und auch bei CED erhéht. Gleichzeitig ist die HBD2 Expression bei Morbus
Crohn jedoch niedriger, als bei Colitis ulcerosa (Wehkamp et al., 2002, p. 2002,
2004, p. 2004; Chang et al., 2017). Morbus Crohn ist zudem assoziiert mit einer
NOD2 Mutation, die mit einer verminderten Aktivierung des NFxB Signalwegs
einhergeht. Dieser Signalweg wiederum kann die HBD2 Synthese stimulieren
(Ogura et al., 2001; Wehkamp et al., 2004, 2004). Die Expression von HBD2 wird
durch verschiedene Stimuli induziert. Zu diesen Stimuli gehdren nicht nur bereits
erwahnte PRRs oder Zytokine (TNF-a, verschiedene Interleukine u.a.), sondern
auch bestimmte Bakterien (Wehkamp et al., 2004). Darunter sind probiotische
Stdmme von Lactobacillus und andere grampositive Bakterien (Schlee et al.,
2008) sowie ein uropathogener und zwei probiotische E. coli Stamme aus den
Arzneimitteln Mutaflor® und Symbioflor 2® (Wehkamp et al., 2004; Mdndel et al.,
2009). Bei 40 weiteren untersuchten E. coli Stammen konnten Wehkamp et al.,
2004 hingegen keinen Hinweis auf HBD2 Induktion finden. Die HBD2 Induktion
durch EcN aus Mutaflor® wird dabei durch dessen Protein Flagellin vermittelt
(Schlee et al., 2007) und konnte, genauso wie die HBD2 Induktion von Stammen
aus Symbioflor 2®, auch im humanen Organismus nachgewiesen werden
(Mondel et al., 2009). Stebe-Frick et al., 2018 zeigten ex vivo auf mMRNA Ebene
aulRerdem eine basale HBD2 Expression in Colonbiopsien, die nach Inkubation
mit EcN signifikant zunahm. Diesen Befunden nach kdnnte die Wirksamkeit
probiotischer Arzneimittel auf ihrer Fahigkeit der HBD2 Induktion beruhen,

welche die intestinale Barriere starkt (Mondel et al., 2009). Deutlich wird die
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Wirksamkeit probiotischer Arzneimittel vor allem bei der Verwendung von EcN in
der Remissionserhaltung von Colitis ulcerosa (Kruis et al., 2004). Da die
Defensinexpression in der Remissionsphase niedrig ist, konnte die Induktion
derselben einen bakterieninduzierten Ruckfall verhindern (Wehkamp et al.,
2004).

Die Arbeiten von Wehkamp et al., 2004, p. 2004; Schlee et al., 2008 und
Mondel et al., 2009 konnten erstmals einen mechanistischen Erklarungsansatz
fur die Wirksamkeit einiger probiotischer Arzneimittel aufzeigen. Ihre Daten
unterstreichen die Bedeutung von HBD2 fir eine intakte Barrierefunktion von
Epithelien durch die Kontrolle pathogener Bakterienpopulationen und Férderung

einer normalen bakteriellen Homoostase.

1.3 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Vor dem Hintergrund einer therapeutischen Entwicklung von HBD2 als
Antibiotikum ist das Ziel dieser Arbeit ein besseres Verstandnis der
antimikrobiellen Aktivitat und Wirkungsweise von HBDZ2. Dafur wurde HBD2 in
vitro sowie in vivo in einem zu etablierenden Infektionsmodell mit Galleria
mellonella untersucht. Dabei wurde zunéchst die antimikrobielle Aktivitat von
HBD2 gegeniuber probiotischen und pathogenen E. coli Stammen in vitro
untersucht. Basierend auf mdglichen Unterschieden in der Sensitivitat der
verschiedenen Bakterienstamme gegeniber HBD2 sollen durch weitere
Experimente Ruckschlisse Uber dessen Wirkmechanismus getroffen werden.
AuBBerdem soll die Resistenzbildung von E. coli gegeniber HBD2 beurteilt
werden, um dessen antimikrobiellen Eigenschaften naher zu charakterisieren.
Die Etablierung eines Infektionsmodells mit Galleria mellonella wird schlief3lich
zeigen, ob sich die in vitro Aktivitat von HBD2 gegeniiber Bakterien auch in vivo

beobachten lasst.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 MATERIALIEN

Die folgenden Abschnitte listen alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien,

Verbrauchsmaterialien und Gerate auf. Alles, was hier nicht aufgefihrt wurde,

gehort zur Standardausstattung von Laboren.

2.1.1 GERATE

Gerat

Hersteller

Centrifuge 5424

FACSCanto II™

Geno DI Water Systems

Heraeus Megafuge 16R Centrifuge
Jenway 7300 Visible Spectrophotometer

Spark® 10M Multimode Microplate Reader
Synergy™ HT Multi-Detection Microplate
Reader

WiseCube® WIS-30

DMP-Manual Microsyringe Pump with Digital
Display

Eppendorf, Deutschland

BD Biosciences, USA
TripleRed, UK

Thermo Fisher Scientific, USA
Jenway, USA

Tecan Trading AG, Schweiz
BioTek Instruments, USA
Witeg Labortechnik GmbH, Deutschland

World Precision Instrument, USA

2.1.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Materialien

Hersteller

50 & 25 ml Tube

Agarplatten mit LB Medium

BD Micro-Fine™ 0,3 ml Insulinspritzen
Cellstar™ 6 well cell culture plate

Cellstar™ 96 well cell culture plate, Flat bottom
Columbia Agar Platten mit 5% Schafblut

[16]

Sarstedt, Deutschland

Selbst hergestellt. Siehe 2.1.4.
Becton Dickinson, USA
Greiner, Osterreich

Greiner, Osterreich

Becton Dickinson, USA
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Corning™ Falcon™ Round Bottom Polystyrene Thermo Fisher Scientific, USA

Tubes

Eppendorf Cups Eppendorf, Deutschland

Kivetten Sarstedt, Deutschland

Roti® - Store - Cryoréhrchen Carl Roth, Deutschland
Wachsmottenfutter (siehe 2.2.6.1) Ostermuhle Naturkost GmbH, Deutschland

2.1.3 CHEMIKALIEN

Chemikalien/Reagenzien Hersteller

Agarose Low EEO AppliChem, Deutschland
Bacto™ Agar Becton Dickinson, USA
Bacto™ Tryptic Soy Broth (TSB) Becton Dickinson, USA

BSA Sigma-Aldrich, USA
Ciprofloxacin Fluka, Schweiz

Cytochrom C Sigma-Aldrich, USA
DiBAC4(3) Thermo Fisher Scientific, USA
Difco™ LB Broth, Miller (Luria-Bertani) Becton Dickinson, USA
Difco™ Mueller Hinton Broth Becton Dickinson, USA

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Salines (DPBS) Thermo Fisher Scientific, USA

Essigsaure (HAc) Carl Roth, Deutschland
MOPS Puffer Carl Roth, Deutschland
Propidiumiodid Sigma Aldrich, USA
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2.1.4 MEDIEN UND PUFFER

Die in dieser Arbeit verwendeten Kulturmedien, Puffer, Lésungen und

Verdinnungen wurden stets mit Wasser aus einer Geno DI Water Systems

(TripleRed, UK) Wasseraufbereitungsanlage hergestellt.

Kulturmedien

1x TSB Nahrmedium (flissig)

1x MHB Nahrmedium (flissig)

Bacto™ Tryptic Soy Broth 30g Difco™ Mueller Hinton Broth 219
H20 adlL H20 adllL
2x TSB Nahrmedium (flussig) LB Nahrmedium (flussig)
_ Difco™ LB Broth, Miller (Luria-
Bacto™ Tryptic Soy Broth 609 _ 259
Bertani)
H20 ad1lL H-0 ad1lL

Underlaygel (nahrstoffarm, fest)

10 mM NaP Puffer (pH 7,4) 10 ml
1x TSB (flussig) 1ml
EEO Agarose 1lg
H20 96 ml
H 7,4

HCI P

einstellen
LB Nahrmedium (fest)
LB Medium (flissig) 1L
Bacto™ Agar 159
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Overlaygel (néhrstoffreich, fest)

10 mM NaP Puffer (pH 7,4) 10 ml
TSB (Pulver) 69
EEO Agarose 1lg
H.O 96 ml
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Puffer
AMA Puffer MOPS Puffer (20mM, pH 7)
10 mM Natrium Phosphatpuffer (pH 99% C7H1sNO4S 4,1854 g
7,4)
1x TSB (flissig) 1% H20 1L
200 mM NazxHPO4 200 mM NaH2PO4
Na;HPO4 35649 NaH2PO4 27,69
H20 1L H20 1L
100 mM NaP Puffer (pH 7,4)
NaH>PO4 200mM 95 ml
Na;HPO4 200mM 405 ml
H20 Ad1lL

2.1.5 WACHSMOTTENLARVEN

Wachsmottenlarven wurden von ,fauna topics“ Zoobedarf, Zucht- und Handels

GmbH, Deutschland (Zuchtansatz), beziehungsweise bei Biosystems
Technology Ltd., UK (TruLarv™) bezogen und unter den in 2.2.6.1
beschriebenen Bedingungen gehalten.
2.1.6 PEPTIDE
Peptid | Sequenz Hersteller
HBD2 | GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP Defensin therapeutics,
Danemark
HBD3 | GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK | PeptaNova GmbH,
Deutschland
LL-37 | LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES Peptide Institute  Inc.,
Japan
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2.1.7 VERWENDETE E. COLI STAMME

E. coli Stamm Eigenschaften Serotyp Herkunft Abktlrzung
UPEC Patientenisolat
01:K1:H7 DSMZ UPEC
(DSM 10729) Pathogen
EPEC
Pathogen 026:H- DSMZ EPEC
(DSM 8695)
ATCC 25922 01
Klinisches Isolat ) DSMZ ATCC
(DSM 1103) Biotype 1
EAEC
Pathogen MMH Typ 42
R250 Type 42
EAEC
Pathogen MMH Typ 172
R251 Type 172
ETEC
Pathogen MMH E57
R252 (E57)
ETEC
Pathogen MMH H484
R253 (H484)
ETEC
Pathogen MMH H164
R254 (H164)
BW25113 WT Laborstamm UCL BW25113
Nissle 1917 Probiotikum 06:K5:H1 AP EcN
CFT 073 (UPEC)
Pathogen 06:K2:H1 MMH CFTO73
(DSM 103538)
Symbioflor 2
Genotype 1/2 Probiotikum SP Gl
(DSM 16441)
Symbioflor 2
Genotype 3/10 Probiotikum SP G2
(DSM 16443)
Symbioflor 2
Genotype 4/9 Probiotikum SP G3

(DSM 16444)
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DSMZ:

MMH:
SP:
AP:
UCL:

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultur GmbH,
Deutschland

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Tubingen, Deutschland
SymbioPharm GmbH, Herborn, Deutschland

Ardeypharm GmbH, Herdecke, Deutschland

De Duve Institute, Université catholique de Louvain (UCL), Brissel, Belgien

2.1.8 SOFTWARE

Programm Hersteller

Genb5 Version 2.00.18 BioTek, USA

GraphPad Prism Version 7.03 GraphPad Software Inc., USA
i-control Microplate Reader Software Tecan Group, Schweiz

Intas GDS Intas Science Imaging, Deutschland
BD FACSDiva™ Software Becton Dickinson, USA

FlowJo® FlowJo, LLC, USA

Sparkcontrol Ink. Microplate Reader Software Tecan Group, Schweiz
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2.2 METHODEN

2.2.1 BESTIMMEN DER COLONY FORMING UNITS PRO
MILLILITER FUR DIE VERWENDETEN BAKTERIEN

Fir die Bestimmung der ,colony forming units/ml (CFU/ml) wurden Bakterien
Uber Nacht in 1x TSB schuttelnd bei 37 °C kultiviert, am Folgetag auf eine ODsoo
(optische Dichte) bei 600 nm von 0,01 in 1x TSB uberimpft und bis zur LOG
Phase des bakteriellen Wachstum unter genannten Bedingungen inkubiert.
Danach wurden die Bakterien durch zwei Zentrifugationsschritte (2500 RPM und
4 °C) mit anschlie3ender Wiederaufnahme des Pellets in AMA Puffer gewaschen
und auf eine ODeoo von 0,1 in 1ml eingestellt. Durch Erstellen einer
Verdunnungsreihe aus dieser Probe wurde die Bakterienkonzentration um den
Faktor 10%-10% verringert. Verschiedene Verdinnungen wurden auf
Blutagarplatten ausgestrichen, tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und
am nachsten Tag die Kolonien ausgezahlt. Multipliziert man die Anzahl der
gezahlten Kolonien mit dem entsprechenden Verdinnungsfaktor der Probe, so

lasst sich die CFU/mI bei einer ODsoo= 0,1 fiir 1 ml berechnen.

2.2.2 TRUBUNGSASSAY

Das Protokoll zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK)
wurde nach (Wiegand et al., 2008) angepasst. Dafir wurden die zu
untersuchenden Bakterien Uber Nacht in 1x TSB bei 37 °C schittelnd inkubiert,
am Folgetag zweimal auf eine ODesoo von 0,01 in 1x TSB Uberimpft und nach
Erreichen der LOG Phase durch zweimalige Zentrifugation (2500 RPM und 4 °C)
und Wiederaufnahme des Bakterienpellets in AMA Puffer gewaschen. Durch
Messung der ODsoo Wurden die Bakterien quantifiziert und 5 x 10° CFU/ml in eine
HBD2 Verdunnungsreihe (150-0,29 uM in AMA Puffer) in einem finalen Volumen
von 100 ul auf einer 96 Well Platte zugegeben. Die 96 Well Platte wurde
daraufhin 2 h bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Daraufhin wurden 100 pl
2X TSB zu den 100 pl Bakterien-/Peptidsuspension hinzugefigt und das
Wachstum der Bakterien fir 18 h alle 30 min im Synergy™ HT Multi-Detection

[22]



MATERIALIEN UND METHODEN

Microplate Reader (BioTek Instruments, USA) unter leichtem Schutteln bei 37 °C
mit einer ODeoo photometrisch gemessen. Uber das relative Wachstum der
behandelten zu den unbehandelten Bakterien wurde das antimikrobielle Potential
von HBD2 bestimmt.

2.2.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Zur Untersuchung der Zellwand von Bakterien als potenzielle Zielstruktur von
HBD2 wurde eine Durchflusszytometrie mit den Farbstoffen Propidiumiodid (PI),
bzw. DIBAC4(3) durchgefuhrt. Die Kultivierung der Bakterien fand dabei stets in
1:6 mit Wasser verdunntem 1x TSB statt. Darin wurden die Bakterien tUber Nacht
bei 37 °C schuttelnd angezilichtet, am Folgetag auf eine ODsoo von 0,05 tGiberimpft
und schlieBlich 1,425 x 106 CFU/ml Bakterien in der LOG Phase ihres
Wachstums verwendet. Diese Bakterien wurden eine Stunde mit ihrer jeweiligen
vierfachen MHK von HBD2 (Tabelle 2) in einem Volumen von 105 ul bei 37 °C
schittelnd inkubiert. HBD3 (9,699 uM) wurde in diesem Schritt als
Positivkontrolle und 0,01% BSA in PBS als Negativkontrolle verwendet.
Daraufhin wurden die Anséatze mit 12,8 ug/ml PI (Sigma-Aldrich), oder 9,5 pg/ml
DIBAC4(3) (Thermo Fisher Scientific) versetzt und far 10 min bei
Raumtemperatur gelagert. Danach wurde das Pellet der Proben durch
Zentrifugation vom Uberstand getrennt, in 300 ul DPBS (Thermo Fisher
Scientific) aufgenommen und im Durchflusszytometer (FACSCanto™) bei
535 nm max. Exzitation und 617 nm max. Emission (Propidiumiodid), bzw.

490 nm max. Exzitation und 516 nm max. Emission (DiBAC4(3)) gemessen.

2.2.4 CYTOCHROM-C-ASSAY

Bei diesem Versuchsansatz wurde die bakterielle Membranladung
guantifiziert, indem die Wechselwirkungen derselben mit dem kationischen
Cytochrom C (Sigma-Aldrich) untersucht wurden. Daflr wurde das Protokoll von
(Peschel et al., 1999) angepasst. Entsprechend des Protokolls wurden die
verwendeten Bakterien in Schikanekolben mit 1x TSB Uber Nacht bei 37 °C
schittelnd kultiviert und am Folgetag durch zweimalige Zentrifugation (3000 RPM
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und 4 °C) und Wiederaufnahme des Bakterienpellets in MOPS Puffer (20 mM,
pH 7) gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Bakterien in MOPS Puffer auf
28 x 108 CFU/ml eingestellt, 0,5 mg/ml Cytochrom C hinzugegeben und fir
10 min unter Ausschluss von Licht inkubiert. Durch Zentrifugation dieses
Ansatzes bei 3000 RPM und 4° C konnte der Uberstand vom Bakterienpellet
getrennt und das Cytochrom C im Uberstand photometrisch bei ODszo
quantifiziert werden. Uber das Verhaltnis von Cytochrom C im Uberstand zu
Cytochrom C in der Positivkontrolle (MOPS Puffer und 0,5 mg/ml Cytochrom C)

wurde eine Aussage Uber die bakterielle Membranladung getroffen.

2.2.5 RESISTENZINDUKTION

Die Versuche zur Resistenzinduktion fanden allesamt in Miller Hinton Bouillon
statt, welche 1:3 mit Wasser verdiinnt worden ist (1/3x MHB). Das untersuchte
Bakterium ist E. coli EPEC DSM8695 (EPEC). Die Bakterien wurden stets bei
37 °C schiittelnd kultiviert.

Bestimmung der MHK von HBD2 und Ciprofloxacin HCI in 1/3x MHB

Die Bakterien wurden tUber Nacht in 1/3x MHB kultiviert. Am Folgetag wurden
5 x 10° CFU/ml in 1/3x MHB tberimpft und fur 12 h inkubiert. Danach wurden die
Bakterien durch zweimalige Zentrifugation (2500 RPM und 4 °C) und
anschlieende Wiederaufnahme in 1/3x MHB gewaschen und 5 x 10° CFU/ml in
eine HBD2 (57,7-0,1128 uM) und Ciprofloxacin HCI (1,3594-0,005289 uM)
Verdunnungsreihe auf einer 96 Well Platte in 1/3x MHB eingesetzt. Das
Wachstum wurde 18 h alle 30 min im Synergy™ HT Multi-Detection Microplate
Reader (BioTek Instruments, USA) photometrisch unter leichtem Schiitteln bei
37 °C und einer ODesoo gemessen und schlie3lich die photometrische bestimmte

MHK durch ausplattieren bestatigt.

[24]



MATERIALIEN UND METHODEN

Resistenzinduktion von E. coli EPEC gegen HBD2 und Ciprofloxacin

EPEC wurde Uber Nacht in 1/3x MHB kultiviert. Ab dem Folgetag wurden
jeweils 5 x 10° CFU/ml EPEC sowohl mit der im Schritt zuvor bestimmten halben
MHK von HBD2 (1,805 uM), oder Ciprofloxacin (0,0106 uM), sowie ohne
Antibiotikum fur 30 Passagen & 12 h in einzelnen Versuchsreihen in 1/3x MHB
kultiviert. Nach jeder Passage wurde die ODsoo bestimmt, dementsprechend
5 x 10° CFU/ml in die nachste Passage Uberimpft und das Restvolumen in

Kryoréhrchen bei -20 °C konserviert.

Untersuchung des Wachstums unterschiedlicher Passagen bei Inkubation mit

der vierfachen MHK von HBD2 und Ciprofloxacin

Im Anschluss an die 30 Passagen Inkubation mit HBD2, Ciprofloxacin oder
ohne Antibiotikum wurden aus den Kryoréhrchen der Passagen 1, 10, 20 und 30
der einzelnen Versuchsreihen Bakterien tber Nacht in 1/3x MHB angeimpft. Am
Folgetag wurden 5 x 105 CFU/ml Bakterien aus der Ubernachtkultur in 1/3x MHB
Uberimpft und fur 12 h kultiviert. Anschlieend wurden die Bakterien durch
zweimalige Zentrifugation (2500 RPM und 4°C) und anschlielende
Wiederaufnahme des Bakterienpellets in 1/3x MHB gewaschen und auf
5 x 10° CFU/ml eingestellt. Diese Bakterienanzahl wurde mit der vierfachen MHK
von HBD2 (14,44 uM) oder Ciprofloxacin (0,0849 uM) sowie ohne Antibiotikum
als Wachstumskontrolle in 1/3x MHB auf eine 96 Well Platte gebracht. Das
Wachstumsverhalten der einzelnen Passagen wurde 12h alle 30 min
photometrisch im Spark ® 10M Multimode Microplate Reader (Tecan Trading

AG, Schweiz) unter leichtem Schiitteln bei 37 °C und einer ODesoo gemessen.
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2.2.6 GALLERIA MELLONELLA

Die Versuche mit Galleria mellonella Larven wurden in Ubereinstimmung mit

dem deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt.

2.2.6.1 HALTUNG DER WACHSMOTTENLARVEN

Die Wachsmottenlarven wurden in Zuchtboxen bei 30 °C im Dunkeln gelagert
und mit einer Mischung aus 220 g Maisgriel3, 220 g Vollkornweizenschrot, 175 g
Bienenwachs, 110 g Magermilchpulver, 110 g Honig und 55 g Hefeflocken
(Ostermihle Naturkost) gefuttert. Fur die Versuche wurden Larven mit einem
Gewicht von 150-300 mg ausgewahlt. 24 h vor Versuchsdurchfiihrung wurden

die Larven ohne Futter gehalten.

2.2.6.2 UNTERSUCHUNG DER ANTIMIKROBIELLEN AKTIVITAT VON HBD?2

IN VIVO
Systemische Injektion

Zur Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitdt von HBD2 in vivo wurde das
Uberleben von Wachsmottenlarven (faunatopics) nach Infektion mit E. coli EPEC
DSM8695 (EPEC) und Applikation von HBD2 untersucht. Dafir wurde EPEC in
1x TSB uUber Nacht bei 37 °C schittelnd kultiviert und am Folgetag auf eine ODsoo
von 0,01 in 1x TSB tUberimpft und bis zum Erreichen der LOG Phase erneut bei
37 °C schuttelnd inkubiert. Nach Erreichen der LOG Phase wurden die Bakterien
durch zweimalige Zentrifugation (2500 RPM und 4 °C) und Wiederaufnahme des
Bakterienpellets in AMA Puffer gewaschen und darin auf 2,25 x 10’ CFU/ml
eingestellt. Mit Insulinspritzen (BD, USA) wurde den Larven 10 ul HBD2
(20 pg/ul) 15 min vor, sowie zum nahezu selben Zeitpunkt der Injektion von 10 pl
Bakterienlosung (2,25 x 10°CFU) in das hamolymphatische System gespritzt.
Die unteren Pseudopodien als Injektionsstelle wurden vorher mit 70%
Isopropanol desinfiziert. Im Anschluss an die Injektion wurden die Larven fir
120 h bei 37 °C im Dunkeln gelagert. Alle 24 h wurde das Uberleben der Larven
dokumentiert. Als tot galt eine Larve, sobald sie sich nach Bertuhrung nicht mehr

bewegte.
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Orale Injektion mittels Force-Feeding

Zuséatzlich zur systemischen wurde das Uberleben von Wachsmottenlarven
(TruLarv™) nach oraler Injektion mit EPEC und anschlielender oraler
Applikation von HBD2 untersucht. Dafiir wurde EPEC in 1x TSB tber Nacht bei
37 °C schuttelnd kultiviert und am Folgetag auf eine ODeoo von 0,01 in 1x TSB
Uberimpft und bis zum Erreichen der LOG Phase erneut bei 37 °C schuttelnd
inkubiert. Nach Erreichen der LOG Phase wurden die Bakterien durch
zweimalige Zentrifugation (2500 RPM und 4 °C) und Wiederaufnahme des
Bakterienpellets in PBS gewaschen und auf 2,5 x 10’ CFU/ml eingestellt. Aus
dieser Bakterienldsung wurde 44 Larven mit einer Manual Microsyringe Pump
(World Precision Instruments, USA) und stumpfen Insulinspritzen (BD, USA) oral
10 pl appliziert. 1 h nach der Infektion mit Bakterien wurde 20 von den zuvor mit
Bakterien infizierten Larven 10 pl HBD2 (1 ug/ul) oral appliziert, und den tbrigen
24 Larven 10 pyl PBS. Im Anschluss wurden die Larven fur 120 h bei 37 °C im
Dunkeln gelagert. Alle 24 h wurde das Uberleben der Larven dokumentiert. Als

tot galt eine Larve, sobald sie sich nach BerUhrung nicht mehr bewegte.

2.2.6.3 UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG VON HAMOLYPMHE AUF DIE

AKTIVITAT VON HBD?2

Die Wirkung der Hamolymphe von Wachsmottenlarven auf die antimikrobielle
Aktivitat von HBD2 wurde mittels eines Radial Diffusion Assay (RDA) untersucht.
Die ist eine von (Lehrer et al.,, 1991) etablierte Methode zur Beurteilung der
antimikrobiellen Aktivitat von Peptiden. Dafir wurde EPEC bei 37 °C schuttelnd
in 1x TSB Uber Nacht kultiviert und am Folgetag auf eine ODesoo von 0,01 in
1x TSB uberimpft und bis zum Erreichen der LOG Phase kultiviert. Nach
Erreichen der LOG Phase wurden die Bakterien durch zweimalige Zentrifugation
(2500 RPM und 4 °C) und anschlieBende Wiederaufnahme des Bakterienpellets
in 10 mM Natriumphosphat Puffer (pH 7,4) gewaschen. Nach dem Waschen
wurden 4 x 106 CFU/ml in 10 ml flussiges, nahrstoffarmes Underlay Gel (2.1.4)
eingesetzt. Nach Erstarren des Gels (15-60 min) wurden Stanzl6cher fur jeweils

4 ul Proben erstellt. In jeweils einzelne Stanzlécher wurden 2 ul HBD2, LL37 (je
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1 mg/ml) und 2 pl Ciprofloxacin (20 pg/ml) sowohl zusammen mit 2 ul des
jeweiligen Lésungsmittels (0,01% HAc fuar LL37, 0,01% BSA in PBS fur HBD2,
H2O fur Ciprofloxacin), als auch nach Vermischen mit 2 ul Hamolymphe
hinzugegeben. Die Hamolymphe ist unmittelbar zuvor durch Punktion einer
Wachsmottenlarve mit einer Insulinspritze gewonnen worden. Die
Punktionsstelle wurde zuvor mit 70% Isopropanol desinfiziert. Die Hamolymphe
wurde direkt mit den zu untersuchenden Substanzen vermischt und in die
Stanzlocher pipettiert. Als Negativkontrolle wurden 4 pl der bereits erwahnten
Losungsmittel allein sowie 4 yl der Hamolymphe in einzelne Stanzldcher
pipettiert. Die Gele wurden 3 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Dann wurden
10 ml eines nahrstoffreichen Overlaygels (2.1.4) auf das Underlaygel gegossen
und anschlieend dber Nacht bei 37 °C im Brutschrank gelagert. Bis zum
nachsten Tag konnten die Bakterien wachsen und, mit Ausnahme der Bereiche
wo die antimikrobiellen Proben wirken, einen Bakterienrasen bilden. Die Groi3e
der Hemmhofdurchmesser [mm] im gewachsenen Bakterienrasen wird
gemessen, um so auf die antimikrobielle Aktivitat der untersuchten Substanzen

rickschlieRen zu konnen.

2.2.7 STATISTIK

Samtliche graphischen und statistischen Auswertungen wurden mit GraphPad
Prism 7 durchgefuhrt. Fir eine Korrelationsanalyse wurde der

nichtparametrische Test nach Spearman verwendet.
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3 ERGEBNISSE

Durch die Arbeiten von Wehkamp et al., 2004, Schlee et al., 2008 und
Mondel et al., 2009 ist bekannt, dass einige probiotische E. coli Stamme
HBD2 im humanen Organismus induzieren. Die Wirksamkeit dieser
Stamme zur Anwendung bei unterschiedlichen Indikationen, wie zum
Beispiel bei der Remissionserhaltung der Colitis ulcerosa, lasst sich
womdglich durch die Induktion von HBD2 im Darm erklaren (Wehkamp et
al., 2004). Vor dem Hintergrund einer potenziellen therapeutischen
Verwendung von HBD2 und dessen antimikrobieller Aktivitat als
Antibiotikum und bei anderen Indikationen sollen die im Folgenden
geschilderten Ergebnisse zu einem besseren Verstandnis der

antimikrobiellen Eigenschaften dieses Peptids beitragen.

3.1 PHOTOMETRISCHE QUANTIFIZIERUNG VON

BAKTERIEN

In einem ersten Schritt wurde die CFU/mI der in dieser Arbeit untersuchten
E. coli Stdamme bei einer ODesoo von 0,1 bestimmt. Dies geschah, um in allen
weiteren Experimenten durch Messung der ODsoo eine definierte Anzahl an
Bakterien jedes Stammes einsetzen zu kénnen. Die mittlere CFU/ml bei
ODeoo = 0,1 ist fur die untersuchten Bakterienstdmme in Tabelle 1 dargestellit.
Dabei sind probiotische E. coli von pathogenen und anderen Stdmmen getrennt
aufgelistet. Die untersuchten E. coli Stamme zeigten dabei eine unterschiedliche
Anzahl an CFU/ml. So besall unter den probiotischen Stammen EcCN eine
deutlich héhere Anzahl an lebenden Bakterien bei einer ODesoo von 0,1 als die
Stamme Symbioflor G1-G3. Der Referenzstamm fir Suszeptibilitats-
untersuchungen antimikrobieller Substanzen, ATCC, sowie die pathogenen
Stamme EPEC und UPEC bildeten die meisten Kolonien aller untersuchten
Bakterienstdamme aus. Die pathogenen Stamme E57, CFT073, sowie der

probiotische Stamm Symbioflor G3 zeigten die geringsten CFU/ml.

[29]



ERGEBNISSE

Tabelle 1: Mittelwerte der CFU/ml bei ODgyp =0,1 flir verschiedene E. coli

Stamme

Probiotische E. coli Stamme @ CFU/ml bei ODg =0,1

EcN 33.500.000

Symbioflor G1 24.000.000

Symbioflor G2 24.000.000

Symbioflor G3 14.000.000
Pathogene und andere E. coli Stdamme @ CFU/ml bei ODggo =0,1

Typ 42 29.000.000

ATCC 40.500.000

Typ 172 23.000.000

H164 24.000.000

H484 26.000.000

E57 11.000.000

UPEC 37.500.000

EPEC 35.500.000

CFT073 17.500.000

BW25113 33.500.000

Auf Basis dieser Ergebnisse konnte fir die weiteren Experimente durch
Bestimmung der ODesoo immer dieselbe Anzahl an Bakterien in Flissigmedium
verwendet werden. Dies ist fur eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse hinsichtlich
des Effektes von HBD2 auf die unterschiedlichen E. coli Stamme von

entscheidender Bedeutung.

3.2 ANTIMIKROBIELLE WIRKWEISE VON HBD2 IN VITRO

Um in einem ersten Schritt die antimikrobelle Aktivitdt und Wirkweise von
HBD2 in vitro zu untersuchen, wurde es zuerst in einem Fllssigassay gegen
verschiedene E. coli Stamme getestet. Auf den Ergebnissen dieser Versuche
bauten im Anschluss weitere Experimente auf, welche wirkmechanistische
Ruckschlisse zu HBD2 erlauben. Zudem wurde die Resistenzlage von E. coli
nach langerfristiger Exposition gegentber subletalen HBD2 Dosierungen
ermittelt, da dies einen wichtigen Aspekt vor der therapeutischen Verwendung
dieses Peptids darstellt. Zum Schluss wurde zudem untersucht, ob sich
antimikrobielle Aktivitat von HBD2 auch in vivo in einem Infektionsmodell mit

Galleria mellonella zeigen lasst.
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3.2.1 UNTERSUCHUNG DER ANTIMIKROBIELLEN AKTIVITAT VON
HBD2 IM TRUBUNGSASSAY

Die antimikrobielle Aktivitat von HBD2 gegen E. coli ist lange bekannt (Harder
et al.,, 1997). Auch konnte bereits eine vergleichbare Aktivitat von HBD2
gegenuber funf verschiedenen E. coli Stammen im RDA gezeigt werden (Mdndel
et al., 2009). Fur einen Vergleich der antimikrobiellen Aktivitdt von HBD2 auf
unterschiedliche Bakterien ist jedoch ein Tribungsassay besser geeignet als ein
RDA, da sowohl die eingesetzte Anzahl an Bakterien als auch die
Peptidkonzentration kann genau definiert werden. Daher wurde in dieser Arbeit
die Wirkung von HBD2 auf 14 verschiedene pathogene, probiotische und andere
E. coli Stamme mittels eines Tribungsassay untersucht. Auf Basis der in Tabelle
1 gezeigten Ergebnisse wurden stets 5x10° CFU/ml Bakterien mit
unterschiedlichen Konzentrationen von HBD2 inkubiert, um das antimikrobielle
Potential von HBD2 zu charakterisieren. Dabei wurde die Wirkung von HBD2
mittels der MHK ermittelt, welche als die mittlere HBD2-Konzentration aus
mindestens drei Versuchen definiert wurde, bei welcher nach 18 h Inkubation
kein bakterielles Wachstum beobachtet werden konnte (Abbildung 3 A und B).
Das Bakterienwachstum der durchgefiihrten Versuche nach 18 h bei
unterschiedlichen Konzentrationen von HBD2 normiert auf die Positivkontrolle ist
in Abbildung 3 C und D dargestelit.

HBD2 zeigte im Tribungsassay unterschiedliche antimikrobielle Aktivitat
gegen gramnegative E. coli Stdmme (Abbildung 3). So konnte fur die pathogenen
Stamme H164 (1,76 uM), CFTO073 (0,78 uM), Typ 172 (0,98 uM), EPEC
(0,58 uM), UPEC (0,58 uM), E57 (0,58 uM) und H484 (0,88 uM) eine sehr
niedrige MHK detektiert werden, wahrend diese bei den ebenfalls pathogenen
Stammen ATCC (2,34 uM) und insbesondere Typ 42 (14,06 uM) deutlich héher
lag. Im Vergleich zu den meisten pathogenen Stdmmen war die MHK der
probiotischen Bakterien wie EcN (8,20 uM), sowie Symbioflor G1 (2,2 uM), G2
(5,27 puM) und G3 (1,32 pM) teilweise grofRer (Abbildung 3 B). Im Schnitt konnte
fur die probiotischen Bakterien eine MHK von 4,25 uM nachgewiesen werden

wahrend diese bei den pathogenen E. coli nach Ausschluss von dem in Abb. 3 A
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grau markierten Typ 42 als Ausreil3er und BW25113 (2,64 uM) als Laborstamm
bei 1,15 uM lag. Betrachtet man das auf die Positivkontrolle normierte Wachstum
der einzelnen Stamme nach 18 h, so lasst sich besonders deutlich fur Typ 42,
BW25113, ATCC, EcN und Symbioflor G2 eine dosisabhangige Verminderung
des Wachstums bei verschiedenen HBD2-Konzentrationen erkennen (Abbildung
3 Cund D).
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Abbildung 3: Im Trilbungsassay gemessene antimikrobielle Aktivitait von HBD2
gegentber unterschiedlichen E. coli Stammen

Die Abbildung zeigt den mittleren Wert fir die MHK [uM] von HBD2 gegen 5 x 10° CFU/ml von
pathogenen und anderen (A), sowie probiotischen (B) E. coli Stdammen nach mindestens drei
Versuchsdurchfihrungen. Dargestellt in (A) sind pathogene Stamme (schwarz, auler Typ 42)
und der Laborstamm E. coli BW25113 (grau). Es zeigt sich, dass Typ 42 eine sehr hohe MHK
aufeist, wahrend die anderen Stdmme Uber eine ahnlich niedrige MHK verfiigen. (B) stellt die
mittlere MHK von HBD2 gegen die untersuchten probiotischen E. coli Stamme dar. In (C) und
(D) ist das Wachstum bei verschiedenen HBD2-Konzentrationen nach 18 h normiert auf die
Wachstumskontrolle fiir die pathogenen Staémme und einen Laborstamm (BW25113) (C) und
die probiotischen E. coli Stamme (D) dargestellt. Die Versuche wurden mindestens dreimal
wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit + SEM.
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Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die unterschiedlichen E. coli Stamme
individuell auf HBD2 reagieren. Zudem deuten die Daten darauf hin, dass
probiotische E. coli Stamme, insbesondere EcCN, teilweise weniger sensitiv
gegenuber HBD?2 sind als pathogene. Daher sollen im Folgenden die mdglichen
Ursachen fur die unterschiedliche Suszeptibilitat der verschiedenen E. coli

gegenuber HBD2 untersucht werden.

3.2.2 BESTIMMUNG DER BAKTERIELLEN ZELLMEMBRANLADUNG
UND KORRELATION MIT DEN TRUBUNGSASSAYDATEN

Peschel et al., 1999 konnten zeigen, dass eine veranderte bakterielle
Zellmembranladung die Sensitivitat von Bakterien gegeniber Defensinen wie
HNP1-3 beeinflussen kann. Daher wurde an dieser Stelle die Membranladung
der untersuchten E. coli Stamme experimentell mit Hilfe eines Cytochrom-C-
Assays untersucht. In Verbindung mit den Triibungsassaydaten sollte auf diese
Weise beurteilt werden, ob die unterschiedliche MHK fur HBD2 gegenuber
probiotischen und pathogenen Bakterien mit deren Zellmembranladung
korreliert. Dazu wurden die Bakterien in einem ersten Schritt mit dem
kationischen Cytochrom C inkubiert und anschlieRend zentrifugiert. Der Anteil an
Cytochrom C im Uberstand wurde photometrisch bestimmt und auf die
Positivkontrolle (Cytochrom C + MOPS Puffer) normiert. Dabei galt die Annahme:
je mehr kationisches Cytochrom C im Uberstand, desto kationischer die
bakterielle Zellmembran. So waren Rickschlisse zur bakteriellen

Zellmembranladung méglich.

In Abbildung 4 A und B sind die Ergebnisse der photometrischen Messungen
des Cytochrom-C-Assay dargestellt. Es zeigte sich, dass der Uberstand aller
pathogenen Stdmme und eines Laborstamms im Mittel 73% des in der
Positivkontrolle enthaltenen Cytochroms aufwies, wohingegen der Wert fir die
probiotischen Stdmme mit 90% hdoher lag. Betrachtet man Typ 42, ATCC,
BW25113, Nissle und G2, also die funf Stdmme mit der hoéchsten MHK
(Abbildung 3), so fand sich ein Mittelwert von 99% fiir Cytochrom C im Uberstand
gegenuber 65% fur alle anderen Stamme mit niedrigerer MHK. Die Daten des

Cytochrom-C-Assays wurden daraufhin mit den Ergebnissen des Trilbungsassay
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korreliert. Die Korrelationsanalyse der Datensatze Cytochrom C [%] vs. MHK

[UM] nach Spearman zeigte eine positive (r=0,7219) und signifikante (p=0,0049)
Korrelation (95% KI=0,29-0,91) (Abbildung 4 C). Mehr kationisches Cytochrom C
im Uberstand [%)], also eine starker kationische bakterielle Membranladung, ging

tendenziell mit einer erhéhten MHK [uM] einher. Umgekehrt fand sich unter den

Bakterien mit relativ zur Gesamtstichprobe wenig Cytochrom C im Uberstand [%]
keine relativ erhéhte MHK [uM] (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Bestimmung der bakteriellen Zellmembranladung und Korrelation mit der
entsprechenden MHK
Dargestellt ist der Anteil von Cytochrom C im Uberstand [%)] normiert auf die Positivkontrolle
flir pathogene und einen Laborstamm (A), sowie probiotische Stamme von E. coli (B). (C) zeigt
die in Abbildung 3 dargestellte MHK vs. Cytochrom C im Uberstand [%)]. Rot eingefarbt sind
die pathogenen, sowie ein Laborstamm, blau sind die probiotischen E. coli Stamme. Die
Korrelationsanalyse nach Spearman ergibt eine positive (r=0,7219) und signifikante (p=0,0049)
Korrelation zwischen beiden Datensatzen (95% Ki=0,29-0,91). Die Versuche wurden
mindestens dreimal wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit £ SEM.
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Die Ergebnisse zeigen unterschiedliche Membranladungen zwischen
verschiedenen Stammen von E. coli. Zudem konnte eine positive Korrelation
zwischen der Membranladung und der antimikrobiellen Aktivitat von HBD2
gegenuber den getesteten Stammen festgestellt werden. Somit scheint die
bakterielle Membranladung ein wichtiger Faktor fir die Wirksamkeit von HBD2

Zu sein.

3.2.3 UNTERSUCHUNG DER ANTIMIKROBIELLEN AKTIVITAT VON
HBD2 MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Ergebnisse des vorherigen Kapitels deuten darauf hin, dass die
elektrostatische Ladung der bakteriellen Zellmembran die antimikrobielle Aktivitat
von HBD2 beeinflusst. In der Durchflusszytometrie sollte im Folgenden
untersucht werden, ob die Zellmembran eine Zielstruktur von HBD2 ist. Dafur
wurden die verschiedenen E. coli Stdmme fir eine Stunde mit HBD2 inkubiert,
mit unterschiedlichen Farbstoffen gefarbt und anschlieend mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Damit eine Wirkung von HBD2 auf die
bakterielle Zellmembran, bzw. das Membranpotential, gezeigt werden kann,
wurde die dreifache Menge der im Trilbungsassay verwendeten Bakterienanzahl
eingesetzt. Da die Versuche auf3erdem in verdinntem Medium stattfanden, und
nicht in Pufferlésung, wurde auch die eingesetzte HBD2-Konzentration erhoht.
Indem fur jedes Bakterium auf Grundlage der Tribungsassaydaten dessen
vierfache MHK verwendet wurde, also eine interindividuell vergleichbar starke
Konzentration, sollten etwaige Unterschiede hinsichtlich der bakteriellen
Zielstruktur von HBD2 innerhalb der gewahlten Bakterienstrichprobe untersucht

werden.

3.2.3.1 FARBUNG VON E. coLI MIT PROPIDIUMIODID

Zunachst wurde Pl zur Farbung der Bakterien nach Inkubation mit ihrer
spezifischen vierfachen MHK von HBD2 verwendet. Pl ist ein haufig genutzter
Farbstoff, um die Viabilitat von Bakterien in der Durchflusszytometrie zu
beurteilen, da er von lebenden Bakterien generell nicht aufgenommen wird. Erst

bei einer gestorten Membranfunktion dringt Pl in Bakterien ein, interkaliert
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innerhalb der Zelle mit der DNA wund fuhrt zu einer 20-30fachen
Fluoreszenzverstarkung (Waring, 1965; Stiefel et al.,, 2015). Shi et al., 2007
zeigten aul3erdem, dass nur 4% der PI positiven (P1+) E. coli noch auf LB—Platten
kultivierbar waren. Somit eignet sich PI als Farbstoff, mit dem lebende von toten
E. coli Bakterien unterschieden werden kdénnen und Ruckschlisse uber die
Integritat der bakteriellen Zellmembran als potenzielle Zielstruktur von HBD2

maoglich sind.

Fur die Untersuchung in der Durchflusszytometrie musste zunéchst eine
Gatingstrategie fur E. coli Bakterien etabliert werden. Daflir war es in einem
ersten Schritt notig den im forward scattered light (FSC) gesetzten ,Threshold“
am Durchflusszytometer von 5000 auf 200 Einheiten zu reduzieren, um die
Bakterienpopulation in der Durchflusszytometrie zu erkennen. Auf3erdem wurde
zur Darstellung der Ergebnisse eine logarithmische Skala verwendet, da sich die
Bakterienpopulationen so besser darstellen lassen. Abbildung 5 zeigt beispielhaft
fur die vier weiteren untersuchten E. coli Stamme die Gatingstrategie von EcN in
der Durchflusszytometrie nach Inkubation mit der vierfachen MHK von HBD2 und
anschlieBender Farbung mit PI. Dabei wurde zunachst in einem SSC-A vs. FSC-
A Plot zwischen Zelltrimmern und der fir die weitere Analyse interessierenden
Bakterienpopulation differenziert (Abbildung 5 A). Mittels des FSC-H vs. FSC-A
Plot wurden Zelldoubletten von der zuvor ausgewdahlten Bakterienpopulation
ausgeschlossen (Abbildung 5 B), um schlieBlich im PI-A vs. FSC-A Plot
(Abbildung 5 C) beziehungsweise einem Histogramm (Abbildung 5 D) zwischen
Pl+ und PI- Bakterien unterscheiden zu kénnen. Auf Grundlage der in Abbildung
5 D als Histogramm gezeigten Analyse wurden die in Abbildung 6 und Abbildung

7 gezeigten Diagramme erstellt.
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Abbildung 5: Gatingstrategie fur E. coli Bakterien nach Farbung mit PI

Die Plots zeigen am Beispiel von EcN die Gatingstrategie, anhand der unterschiedliche E. coli
Stdmme in der Durchflusszytometrie nach Behandlung mit ihrer jeweiligen vierfachen MHK von
HBD2 und anschlieRender Farbung mit PI definiert wurden. Im SSC-A vs. FSC-A Plot wurde
die Bakterienpopulation gegeniiber in der Probe enthaltenen Zelltrimmern abgegrenzt (A). Der
FSC-H vs. FSC-A Plot diente dem Ausschluss von Zelldoubletten aus der weiteren Analyse
(B). Der PI-A vs. FSC-A Plot (C), ebenso wie das Histogramm (D) differenzieren zwischen
PI+/ PI- Bakterienzellen.

Da mit HBD3 bereits ein Defensin identifiziert werden konnte, welches die
bakterielle Zellmembran schadigt, wurde es in diesem Experiment als
Positivkontrolle verwendet (Sass et al., 2010). Nach einstundiger Inkubation mit
50 pug/ml HBD3 konnten fur alle untersuchten E. coli Stamme PI+ Zellen
nachgewiesen werden (Abbildung 6). Der Anteil an der Gesamtpopulation
normiert auf die Negativkontrolle schwankte dabei nur leicht. So wurden nach
einstindiger Inkubation mit HBD3 35% der EcN, 42% der Symbioflor G2, 41%
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der Typ 172, 45% der H164 und 48% der EPEC Bakterienpopulation mit Pl
angefarbt (Abbildung 6). Als Negativkontrolle wurden die untersuchten Bakterien
stets eine Stunde mit 0,01% BSA inkubiert.

il

Typ172 H164  EPEC

100

B (=2} o0
o o o
1 1 1

Pl positive Zellen [%]
S

o
1

Abbildung 6: PI+ Zellen [%] normiert auf die Negativkontrolle nach Inkubation mit HBD3
Dargestellt sind die Pl+ Zellen [%] normiert auf die Negativkontrolle (0,01% BSA) nach
einstiindiger Inkubation der Bakterien mit 50 ug/ml HBD3. Die Versuche wurden mindestens
dreimal wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit + SEM.

Analog zu der mit HBD3 behandelten Kontrollgruppe lie3en sich auch PI+ E. coli
Bakterien nach einstiindiger Inkubation mit der jeweiligen vierfachen MHK von
HBD2 in der Durchflusszytometrie nachweisen (Abbildung 7). Der Anteil Pl+
Zellen normiert auf die Negativkontrolle (0,01% BSA) ist fur die finf untersuchten
E. coli Stamme unterschiedlich. So wurden 89% der untersuchten
Bakterienpopulation von EcN (162 pg/ml HBD2) und Typ 172 (20 pg/ml HBD?2)
mit Pl angefarbt. Fur E. coli EPEC (10 pg/ml HBD2) waren noch 70%, fur
Symbioflor G2 (81 pg/ml HBD2) 54% und fir H164 (41 pg/ml HBD2) noch 36%

der untersuchten Bakterienpopulation PI+.
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Abbildung 7: PI+ Zellen [%] normiert auf die Negativkontrolle nach Inkubation mit HBD2
Dargestellt sind die PI+ Zellen [%] normiert auf die Negativkontrolle (0,01% BSA) nach
einstiindiger Inkubation der Bakterien mit ihrer vierfachen MHK von HBD2: EcN (162 pg/ml),
G2 (81 pg/ml), Typ 172 (20 pg/ml), H164 (41 pg/ml), EPEC (10 pg/ml). Die Versuche wurden
mindestens dreimal wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit + SEM.

Die Anfarbung von Bakterien mit Pl und deren Nachweis in der
Durchflusszytometrie gelang sowohl nach Inkubation mit HBD2 als auch mit
HBD3. Dabei liegt der Anteil Pl+ Zellen der untersuchten Bakterien nach
Inkubation mit der vierfachen MHK von HBD2 zwischen 36-89% und nach
Inkubation mit je 50 pg/ml HBD3 zwischen 35-48%. Dies deutet daraufhin, dass
HBD2, genau wie HBD3, die Membranfunktion aller untersuchten Bakterien

beeintrachtigt.

3.2.3.2 FARBUNG VON E. coLI MmiIT DIBACA4(3)

Nachdem die Farbung mit PI in der Durchflusszytometrie auf eine Schadigung
der bakteriellen Zellmembran durch HBD2 hindeutete, sollte dies durch
Anfarbung mit DIBAC4(3) Dbestatigt werden. DIBAC4(3) ist ein
membranpotentialsensitiver Fluoreszenzfarbstoff, welcher in depolarisierte
Zellen eindringen und fluorometrisch angeregt werden kann, sobald er an
lipidreiche Strukturen der Zelle bindet. Weil DIBAC4(3) bei lebenden Bakterien
nur an die dul3ere Membran binden kann und generell eine geringe Affinitat zu
intakten Membranen hat (Deere et al., 1995), kann auf diese Weise zwischen
Bakterien mit und ohne depolarisierter Zellmembran, zwischen lebenden und

toten Bakterien also, differenziert werden (Nuding et al., 2006). Der Farbung mit
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Pl entsprechend wurde dieselbe Konzentration an HBD3 (50 pg/ml) als
Positivkontrolle, sowie dieselben HBD2-Konzentrationen fur die einstiindige
Inkubation mit den Bakterien verwendet. Als Negativkontrolle wurden die
untersuchten Bakterien stets eine Stunde mit 0,01% BSA inkubiert. Der Anteil
DiBAC4(3) positiver (DIBAC4(3)+) Zellen wurde auf die Negativkontrolle normiert.

Abbildung 8 zeigt die Gatingstrategie von EcN in der Durchflusszytometrie
nach Inkubation mit der vierfachen MHK von HBD2 und anschlie3ender Farbung
mit DIBACa(3) beispielhaft fur die vier weiteren untersuchten E. coli Stamme. Die
Gatingstrategie entspricht dem in Kapitel 4.2.2.1 beschriebenen Schema.
Abbildung 9 und Abbildung 10 wurden auf Grundlage der in Abbildung 8 D als
Histogramm gezeigten Analyse erstellt.
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Abbildung 8: Gatingstrategie fur E. coli Bakterien nach Farbung mit DiBAC4(3)

Die Plots zeigen am Beispiel von EcN die Gatingstrategie, anhand der unterschiedliche E. coli
Stamme in der Durchflusszytometrie nach Behandlung mit ihrer jeweiligen vierfachen MHK von
HBD2 und anschlieBender Farbung mit DIBAC4(3) definiert wurden. Im SSC-A vs. FSC-A Plot
wurde die Bakterienpopulation gegeniber in der Probe enthaltenen Zelltrimmern abgegrenzt
(A). Der FSC-H vs. FSC-A Plot diente dem Ausschluss von Zelldoubletten aus der weiteren
Analyse (B). Der FITC-A vs. FSC-A Plot (C), ebenso wie das Histogramm (D) differenzieren

zwischen DiBAC4(3)+ und DiBAC4(3)- Bakterienzellen.

Nach einsttndiger Inkubation mit 50 pg/ml HBD3 konnten fir alle untersuchten
E. coli Stdmme DIiBAC4(3)+ Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 9). Der
DIBAC4(3)+ Anteil an der Gesamtpopulation normiert auf die Negativkontrolle war
fur die Stdmme EcN (83%), Symbioflor G2 (80%) und EPEC (82%) nahezu
gleich. Etwas niedriger war der Anteil fur die Stamme Typ 172 (64%) und H164
(62%). Als Negativkontrolle wurden die untersuchten Bakterien stets eine Stunde

mit 0,01% BSA inkubiert (Abbildung 9).
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Abbildung 9: DiBAC4(3)+ Zellen [%] normiert auf die Negativkontrolle nach Behandlung
mit HBD3

Dargestellt sind die DiIBAC4(3)+ Zellen [%] normiert auf die Negativkontrolle (0,01% BSA) nach
einstiindiger Inkubation der Bakterien mit 50 pg/ml HBD3. Die Versuche wurden mindestens
dreimal wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit + SEM.

Nach einstiindiger Inkubation mit der jeweiligen vierfachen MHK von HBD2
lieRen sich in der Durchflusszytometrie, ebenso wie fur HBD3, DIBAC4(3)+ E. coli
Bakterien nachweisen (Abbildung 10). Die funf untersuchten E. coli Stdmme
unterschieden sich in ihrem Anteil DIBAC4(3)+ Zellen normiert auf die
Negativkontrolle (0,01% BSA). Mit 92%, beziehungsweise 83% DIiBACa4(3)+
Bakterien wiesen der pathogene Stamm Typ 172 (20 pg/ml HBD2) und der
probiotische Stamm EcN (162 pg/ml HBD2) den hochsten Anteil DIBAC4(3)+
Zellen nach Inkubation mit HBD2 auf. Darauf folgten der probiotische Stamm
Symbioflor G2 (81 pg/ml HBD2) mit 63% und die zwei pathogenen Stdmme
EPEC (10 pg/ml HBD2) und H164 (41 pg/ml HBD2) mit 45%, beziehungsweise
44% DIiBACa4(3)+ Zellen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: DIBAC4(3)+ Zellen [%] normiert auf die Negativkontrolle nach Behandlung
mit HBD2

Dargestellt sind die DiBAC4(3)+ Zellen [%)] normiert auf die Negativkontrolle (0,01% BSA) nach
einstiindiger Inkubation der Bakterien mit ihrer vierfachen MHK von HBD2: EcN (162 ug/ml),
G2 (81 pg/ml), Typ 172 (20 pg/ml), H164 (41 pg/ml), EPEC (10 pg/ml). Die Versuche wurden
mindestens dreimal wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit + SEM.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem Versuch mit Pl lieRen sich
ebenfalls DIBAC4(3)+ Bakterien nach Inkubation mit HBD2 und HBD3
nachweisen. Nach Inkubation mit der vierfachen MHK von HBD2 liegt der Antell
DIBAC4(3)+ Zellen fur die untersuchten E. coli Stamme zwischen 44-92%. Die
Inkubation mit stets gleicher Konzentration an HBDS3 resultierte in 62-83%
DIBAC4(3)+ Bakterienzellen. Diese Befunde scheinen die Ergebnisse der
Anfarbung mit PI zu bestatigen und sprechen dafur, dass sich die antimikrobielle
Aktivitdt von HBD2 gegen die bakterielle Zellmembran richtet und diese

depolarisiert.

3.2.4 RESISTENZLAGE BEI E. coLI EPEC NACH INKUBATION
MIT SUBLETALEN DOSEN VON HBD?2

In Bezug auf die antibakterielle Wirkweise von HBD2 wurde in vitro zuletzt die
Resistenzlage von E. coli nach langerfristiger Inkubation mit subletalen
Dosierungen von HBD2 untersucht. Die Frage nach bakteriellen Resistenzen
gegenuber AMPs ist seit Beginn der Forschung an diesen relevant, stellen sie
doch eine wichtige Instanz des Immunsystems im humanen Organismus dar

(Zasloff, 2002). Vor dem Hintergrund einer potenziell therapeutischen
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Verwendung von HBD2 als Antibiotikum ist es daher interessant, die potenzielle
Induktion bakterieller Resistenzen zu untersuchen, die eine defiziente
Wirksamkeit von HBD2 im humanen Organismus zur Folge hatte. Zur
Untersuchung der potenziellen Resistenzentwicklung bei E. coli EPEC nach
Exposition gegentber HBD2 wurden die Bakterien 30 Passagen a 12 h mit
subletalen Dosierungen (Y2 MHK) von HBD2 inkubiert. Diese Passagen wurden
konserviert und in einem zweiten Schritt die Passagen 1, 10, 20 und 30 mit der
vierfachen MHK von HBD2 inkubiert, um potenziell entstandene Resistenzen zu
erkennen. Zum Vergleich wurde derselbe Versuchsablauf zudem mit
Ciprofloxacin durchgefuhrt. Fir diese Versuche musste der verwendete
Tribungsassay modifiziert werden, da die Bakterien fur die Resistenzinduktion
dauerhaft in Nahrlésung sein mussen. In Mdaller-Hinton Medium wuchsen die
Bakterien zwar gleichméiig, doch zeigte HBD2 keine antibakterielle Wirkung.
Erst nachdem das Medium mit Wasser verdinnt worden war (Faktor 1:3), zeigte

sich sowohl Bakterienwachstum als auch antibakterielle Aktivitat seitens HBD?2.

Passage 1, 10, 20 und 30, die zuvor mit der halben MHK von Ciprofloxacin
(0,0106 puM) inkubiert worden waren, wurden 12 h mit der vierfachen MHK von
Ciprofloxacin (0,0848 uM), beziehungsweise ohne Antibiotikum inkubiert. Dabei
zeigte sich photometrisch fur die mit der vierfachen MHK untersuchten Passagen
nach 12 h kein bakterielles Wachstum (Abbildung 11 A). Fur die ohne
Antibiotikum wachsenden Kontrollen wurden nach 12 h fir Passage 1
durchschnittlich eine ODsoo von 0,45 gemessen, die bis Passage 20 auf eine
ODsoo von 0,63 anstieg, um dann wieder auf 0,53 abzufallen (Passage 30). Nach
30 Passagen Inkubation mit subletalen Dosen von Ciprofloxacin (0,0106 uM)
verhinderte die vierfache Dosis (0,0848 uM) der zuvor bestimmten MHK das
Wachstum von E. coli EPEC folglich wirkungsvoll (Abbildung 11 A). Analog zu
den Ergebnissen mit Ciprofloxacin konnte auch bei den fir 30 Passagen mit
subletalen HBD2 Dosierungen (1,805 uM) inkubierten Bakterien nach 12 h
Inkubation mit der vierfachen MHK von HBD2 (14,44 uM) photometrisch kein
Wachstum gemessen werden. Wurden dieselben Proben jedoch fur 12 h ohne
das entsprechende Antibiotikum inkubiert, konnte bei Passage 1 durchschnittlich

eine ODeoo von 0,57 gemessen werden und fir Passage 30 eine ODsoo von 0,77.

[44]



ERGEBNISSE

Die vierfache Dosis der zuvor bestimmten MHK von HBD2 verhinderte also bei
allen untersuchten Passagen das Wachstum der E. coli Bakterien zuverlassig
(Abbildung 11 B). Im Anhang (Abbildung 18) ist das Wachstum der Proben 1-30
dargestellt, welche ohne HBD2, bzw. Ciprofloxacin in 1:3 MHB Kkultiviert,
konserviert und daraufhin mit/ohne Antibiotikum fiir 12 h inkubiert wurden.

In dem gewahlten Versuchsaufbau liel3 sich weder durch die langfristige
Inkubation mit subletalen Dosierungen von Ciprofloxacin noch von HBD2 die

Bildung einer erhéhten MHK in E. coli EPEC induzieren.
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Abbildung 11: Inkubation von E.coli EPEC mit subletalen Antibiotikadosierungen
bewirkt keine Resistenzbildung

Die untersuchten Passagen sind in einem ersten Schritt fir 1-30 Passagen mit der halben
MHK von Ciprofloxacin (0,0106 uM) oder HBD2 (1,805 pM) inkubiert worden. Diese Proben
wurden konserviert und in einem zweiten Schritt erneut fir 12 h in Medium ohne (rot
eingeféarbt), sowie mit der vierfachen MHK von Ciprofloxacin (0,0848 uM) inkubiert (siehe (A)).
Derselbe Versuchsablauf wird fir HBD2 und dessen vierfache MHK (14,44 uM) in (B) gezeigt.
Die Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt. Angegeben ist der Mittelwert mit + SEM.
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3.3 ANTIMIKROBIELLE AKTIVITAT VON HBD2 IN vIVO

Nachdem die vorrangegangenen in vitro Untersuchungen Hinweise zur
antimikrobiellen Aktivitat von HBD2, dessen bakterieller Zielstruktur und der
Resistenzinduktion bei E. coli liefern konnte, wurde nun untersucht, ob sich die
antibakterielle Aktivitat von HBD2 auch in vivo zeigen lassen wirde. Dafur wurde
ein Infektionsmodell mit Larven von Galleria mellonella etabliert und deren
Uberleben nach Infektion mit E. coli EPEC und anschlieRender Injektion von
HBD2 oder einer Kontrollsubstanz analysiert. Vor dem Hintergrund einer
potenziellen therapeutischen Verwendung von HBD2 als Antibiotikum erlaubt
Galleria mellonella als wirbelloses Tier eine schnellere und unkompliziertere in
vivo Testung antimikrobieller Substanzen, als dies beispielweise mit Mausen der
Fall ist. Die Larven reagieren wahrend einer Infektion mit der Einlagerung von
Melanin, sodass sie sich ihrem Gesundheitszustand entsprechend immer starker
schwarz farben (Abbildung 12). Idealerweise kann dadurch eine Vorauswahl
vielversprechender antibiotischer Substanzen getroffen werden, um die Anzahl
an Tierversuchen mit Saugetieren zu reduzieren (Tsai et al., 2016). Blower et al.,
2017 konnten beispielsweise die Wirksamkeit des kationischen AMPs LL-37 in

Galleria mellonella gegen B. anthracis zeigen.

A B C

Abbildung 12: Verschiedene Gesundheitsstadien von Galleria mellonella

(A) Gesunde, cremeweil3e Larve, (B) Larve nach Infektion mit pathogenen Bakterien und
beginnender Melanisierung. (C) Tote Larve mit kompletter Melanisierung nach Infektion mit
pathogenen Bakterien.
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3.3.1 UBERLEBEN VON GALLERIA MELLONELLA NACH
SYSTEMISCHER APPLIKATION VON E. COLI BAKTERIEN
UND HBD?2

Die Systemische HBD2 Applikation 30 min nach Infektion von Galleria
mellonella Larven mit pathogenen E. coli zeigte in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
kein verbessertes Uberleben der Tiere. Um zu untersuchen, ob dieser Befund
unabhangig vom Zeitpunkt der HBD2 Applikation ist, wurden verschiedene
Zeitpunkte (15 min vor der Infektion, zeitgleich mit der Infektion) fur die
Applikation von HBD2 getestet. Daftir wurden die Tiere systemisch mit 2,25 x 10’
CFU/ml Bakterien infiziert und zu den genannten Zeitpunkten mit 100 ug HBD2
(10 mg/ml) behandelt. AnschlieRend wurde das Uberleben der Tiere alle 24 h
uber 120 h dokumentiert. Ein Vergleich der Uberlebensrate der Larven in PBS
(HBD2 Losungsmittel) + EPEC und HBD2 + EPEC Gruppe soll Rickschlisse

Uber die antibakterielle Aktivitdt von HBD2 in vivo zulassen.

In dem durchgefiihrten Versuchsansatz zeigte sich, dass die systemische
Applikation von HBD2 das Uberleben von Galleria mellonella nicht verbessern
konnte, nachdem diese mit E. coli EPEC infiziert worden waren. Bei der
gleichzeitigen Applikation von HBD2 mit den Bakterien (Abbildung 13) verstarben
mit 83,3% (10/12 Tiere) in der HBD2 + EPEC Gruppe sogar mehr Tiere, als in
der PBS + EPEC Gruppe (50%, 6/12 Tiere). In der Gruppe HBD2 + PBS verstarb
bis zum vierten Tag kein einziges Tier. Nach 120 h waren jedoch 60% der Tiere
tot (3/5).
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Abbildung 13: Uberleben von Galleria mellonella nach nahezu gleichzeitiger
systemischer Applikation von HBD2 und EPEC

Dargestellt ist das Ergebnis aus einer Versuchsdurchfiihrung zum Uberleben von Galleria
mellonella Larven tber 120 h nach nahezu gleichzeitiger systemischer Applikation von HBD2
(10 mg/ml) und E. coli EPEC (2,25 x 107 CFU/ml), sowie des fur HBD2 verwendeten
Lésungsmittel PBS als Kontrolle. In die HBD2 + EPEC und PBS + EPEC Gruppe wurden 12,
in die HBD2 + PBS 5 Tiere eingeschlossen.

Ahnlich sind die Ergebnisse in dem Versuchsansatz, bei welchem HBD2
15 min vor Infektion mit E. coli EPEC systemisch appliziert wurde (Abbildung 14).
Hier starben 41,6% (5/12 Tiere) in der HBD2 + EPEC Gruppe gegenuber 33,3%
(4/12 Tiere) in der PBS + EPEC Gruppe. In der HBD2 + PBS Gruppe starben
16,6% (1/6 Tiere).
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Abbildung 14: Uberleben von Galleria mellonella nach systemischer Applikation von
HBD2 15 min vor Infektion mit EPEC

Dargestellt ist das Ergebnis aus einer Versuchsdurchfiihrung zum Uberleben von Galleria
mellonella Larven Uiber 120 h nach systemischer Applikation von HBD2 (10 mg/ml) 15 min vor
systemischer Infektion mit E. coli EPEC (2,25 x 107 CFU/ml), sowie des fir HBD2 verwendeten
Lésungsmittel PBS ebenfalls 15 min vor der Infektion mit Bakterien als Kontrolle. In die
HBD2 + EPEC und PBS + EPEC Gruppe wurden 12, in die HBD2 + PBS 6 Tiere
eingeschlossen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Uberleben der HBD2 + EPEC
Gruppe sowohl nach nahezu gleichzeitiger Applikation von HBD2 (10/12 Tieren
tot) als auch nach Applikation 15 min vor der Infektion mit Bakterien (5/12 Tieren
tot) schlechter war als das der PBS + EPEC Gruppe in den zwei beschrieben
Versuchsdurchfihrungen (6/12 Tieren, bzw. 4/12 Tieren tot). In der HBD2 + PBS
Gruppe starb in beiden Versuchsansétzen bis zum vierten Tag kein einziges Tier.
Zum Schluss waren jedoch 3/5, bzw. 1/6 Tieren tot. Im folgenden Kapitel soll
untersucht werden, warum die systemische Gabe von LL-37, wie von Blower et
al., 2017 gezeigt, nicht jedoch von HBD2, das Uberleben von Galleria mellonella

nach Infektion mit Bakterien verbessern kann.
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3.3.2 ANTIMIKROBIELLE AKTIVITAT VON HBD2 IN HAMOLYMPHE

Blower et al., 2017 konnten zeigen, dass die systemische Applikation des
Peptids LL37 das Uberleben von Galleria mellonella nach Infektion mit Bacillus
anthracis verbessern kann. Mit HBD2 konnten bisher keine vergleichbaren
Effekte gezeigt werden. Da jedoch bekannt ist, dass die antimikrobielle Aktivitat
von HBD2 von Umgebungsbedingungen wie zum Beispiel der Anwesenheit
bestimmter Elektrolyte abhangig ist (Pazgier et al., 2006), wurde in dieser Arbeit
untersucht, ob die Hamolymphe von Galleria mellonella HBD2 inaktiviert. Hierflr
wurde die Aktivitat von HBD2, im Vergleich zu LL37, in einem RDA mit und ohne
Hamolymphe verglichen. Dafir wurden Bakterien in einem nahrstoffarmen Gel
3 h mit den zu untersuchenden antimikrobiellen Substanzen in An-/Abwesenheit
von Hamolymphe inkubiert und die antimikrobielle Aktivitat mithilfe der nach
Zugabe eines nahrstoffreichen Gels entstehenden Hemmhofe auf dem

Bakterienrasen bestimmt.

In Abbildung 15 A sind repréasentative Bilder der entstandenen Hemmbhofe
dargestellt. Abbildung 15 C zeigt, dass die Lésungsmittel PBS (HBD2), 0,01%
HAc (LL37) und H20 (Ciprofloxacin) keinen Hemmhof ausbildeten, wohingegen
Hamolymphe allein einen Hemmhofdurchmesser von 3,4 mm verursachte.
Ciprofloxacin (0,04 pg) bewirkte den grof3ten Hemmhofdurchmesser (19,3 mm)
und die Hemmhofe von HBD2 (10,16 mm) und LL37 (7 mm) (je 2 pg) sind ein
wenig kleiner. Durch das Vermischen der antimikrobiellen Substanzen mit 2 pl
Hamolymphe verringerte sich der Hemmhofdurchmesser fir Ciprofloxacin um
5,4 mm (28%), fur HBD2 um 2,8 mm (27%) und fir LL37 um 2,9 mm (41%)
(Abbildung 15: RDA mit Hamolymphe B). In absoluten Zahlen betragt der
Unterschied in der Verkleinerung des Hemmhofes von HBD2 und LL37 nach
Beimengung von Hamolymphe also 0,1 mm, relativ zur urspringlichen Grofe
des Hemmhofes (ohne Hamolymphe) betrachtet verringert sich der Hemmbhof
von HBD2 jedoch weniger (27%) als der von LL37 (41%).
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Abbildung 15: RDA mit Hamolymphe

Im RDA wurde die antimikrobielle Aktivitat von je 2 uyg HBD2 und LL37, sowie 0,04 ug
Ciprofloxacin gegentiber E. coli EPEC getestet. Die antimikrobielle Aktivitdt wurde durch
Ausmessen der Hemmhdofe in einem RDA bestimmt. In (A) sind die Hemmhofe eines RDA fir
Kontrollen und Proben von einer Versuchsdurchfihrung beispielhaft dargestellt. In der Mitte
der Hemmhdfe ist das 2,5 mm grof3e Stanzloch fur die Proben zu erkennen. Die gestrichelte
Linie von (B) und (C) stellt den Durchmesser des Stanzlochs (2,5 mm) dar. Werte oberhalb
dieser Linie werden als antimikrobielle Aktivitat gewertet. In (B) ist die Aktivitdt von
Ciprofloxacin, HBD2 und LL37 mit (schwarz) und ohne (grau) Beimengung von 2 ul
Hamolymphe in das Probenloch dargestellt. (C) zeigt die Kontrollen: Hamolymphe allein, sowie
die Losungsmittel PBS (HBD2), HAc (LL37) und H20 (Ciprofloxacin) (je 4 pl). Dargestellt sind
die Mittelwerte mit £ SEM aus mindestens drei unabhéngigen Versuchsdurchfiihrungen.

Die Ergebnisse dieses Versuches zeigen, dass die Vermengung von HBD2
mit Hamolymphe im RDA dessen Hemmhof weniger stark verkleinerte (27%) als
dies fur LL37 der Fall war (41%), obwohl die systemische Wirksamkeit von LL37
in Galleria mellonella besser zu sein scheint. Dies deutet auf andere Griinde fur
die Wirksamkeit von LL37 im Vergleich zu HBD2 in diesem Modell hin.

[52]



ERGEBNISSE

3.3.3 UBERLEBEN VON GALLERIA MELLONELLA NACH ORALER
GABE VON E. coLl EPEC uND HBD?2

Weil die systemische Applikation von HBD2 in einem Infektionsmodell mit
Galleria mellonella méglicherweise aufgrund der verringerten Aktivitat von HBD2
in der Hamolymphe nicht in einem verbesserten Uberleben der Tiere resultierte,
wurde derselbe Versuchsansatz fur die orale Applikation von HBD2
ubernommen. Dafur wurden 20 Wachsmottenlarven 10 ul Bakteriensuspension
(2,5 x 107 CFU/mI) oral verabreicht und 60 min spater 10 ul HBD2 (1 mg/ml)
gegeben. Als Kontrollgruppe wurden Tiere verwendet, die PBS anstelle von
HBD2 erhielten. Dabei Uberlebten nach 120 h in der EPEC + HBD2 Gruppe
17/20 (85%) und in der EPEC + PBS Gruppe 22/24 (91%) der Tiere (Abbildung
16).

EPEC + PBS EPEC + HBD2
__ 100+
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)
o
2 i
o 504
8
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o
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0 24 48 72 96 120
Zeit [h]

Abbildung 16: Uberleben von Galleria mellonella tiber 120 h nach oraler Infektion mit
E coli EPEC und oraler Applikation von HBD2 60 min spater

Dargestellt ist das Ergebnis einer Versuchsdurchfiihrung zum Uberleben von Galleria
mellonella Larven lber 120 h nach oraler Infektion mit 10 ul Bakteriensuspension (2,5 x 107
CFU/ml E. coli EPEC), sowie oraler Applikation von 10 pl HBD2 (1 mg/ml), beziehungsweise
10 pl des fur HBD2 verwendeten Ldsungsmittel PBS 60 min spéter. In die EPEC + PBS
Gruppe wurden 24, in die EPEC + HBD2 Gruppe 20 Tiere eingeschlossen.
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Wie auch bei der systemischen Applikation konnte HBD2 in dieser
Untersuchung das Uberleben von Galleria mellonella nach Infektion mit E. coli
EPEC nicht verbessern. Insgesamt zeigte die Gruppe an Tieren, die mit HBD2
zu verschiedenen Zeitpunkten und Uber unterschiedliche Applikationswege nach
Infektion mit E. coli behandelt wurde, kein verbessertes Uberleben im Vergleich

mit der jeweiligen Kontrollgruppe.
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4 DISKUSSION

Vor dem Hintergrund einer therapeutischen Entwicklung von HBD2 als
Antibiotikum wurde im Rahmen dieser Arbeit dessen antimikrobielle Aktivitat
untersucht. Dabei war das Ziel die antimikrobielle Aktivitat und Wirkweise in vitro
zu beurteilen und schlie3lich zu untersuchen, ob sich auch in vivo in einem zu
etablierenden Infektionsmodell mit Galleria mellonella antimikrobielle Aktivitat
von HBD2 zeigen lasst. Dazu wurde HBD2 erstmals gegeniber einer Vielzahl
unterschiedlicher Stdmme eines Bakteriums mit einem Tribungsassay
analysiert, um im Zusammenhang mit weiterfihrenden Untersuchungen zum
antimikrobiellen Wirkmechanismus besser verstehen zu koénnen, wie HBD2
gegenuber Bakterien wirkt. Auch zur Wirksamkeit von HBD2 in vivo in einem
Infektionsmodell mit Galleria mellonella sowie zur Resistenzinduktion bei
Bakterien lassen sich in der Literatur bisher kaum Angaben finden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sollen daher einen Beitrag leisten, um relevante
Aspekte der antimikrobiellen Eigenschaften von HBD2 im Hinblick auf eine

potenzielle therapeutische Verwendung besser zu verstehen.

4.1 ANTIMIKROBIELLE AKTIVITAT VON HBD2 GEGEN
E. coLl

Die antimikrobielle Aktivitat von Defensinen wie HBD2 ist ihre prominenteste
Eigenschaft, die im Falle von HBD2 uberhaupt erst zu dessen Entdeckung
gefuhrt hat (Harder et al.,, 1997). Seitdem ist diese mit unterschiedlichen
Methoden gegeniber vielen verschiedenen Mikroorganismen gezeigt worden. In
dieser Arbeit wurde die antimikrobielle Aktivitat von HBD2 gegeniber
unterschiedlichen Stammen von E. coli in vitro mit einem Tribungsassay sowie

in vivo mit einem Galleria mellonella Infektionsmodell getestet.
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4.1.1 HBD2 ZEIGT SCHWACHERE ANTIMIKROBIELLE AKTIVITAT
GEGEN PROBIOTISCHE ALS GEGEN PATHOGENE E. COLI

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine unterschiedliche antimikrobielle
Aktivitat von HBD2 gegentber probiotischen und pathogenen E. coli Stammen
im Trubungsassay. Abhangig vom Bakterienstamm lag die bestimmte MHK von
HBD2 gegen die gewahlte Stichprobe an E. coli zwischen 0,6-14 pM (2,5-
61 pg/ml). Die pathogenen Stamme, aul3er E. coli EAEC Typ 42 mit 14 uM
(61 pg/ml) und der Laborstamm BW25113 mit 2,6 uM (11,4 pg/ml), wiesen im
Mittel eine niedrigere MHK von 0,6-2,3 uM auf (3-10 pg/ml) als die vier
probiotischen Stamme mit 1,3-8,2 uM (6-36 pg/ml). Die in der Literatur
angegebene Werte zur antibakteriellen Aktivitat von HBD2 gegen E. coli sind
diesen Ergebnissen ahnlich. Harder et al., 1997 berichteten tber eine LD90 von
10 pg/ml fur HBD2 gegenuber E. coli, ohne jedoch Bakterienstamm und Methode
genauer zu spezifizieren. Corrales-Garcia et al., 2013 gaben eine mit einem
modifizierten RDA gemessene MHK von 22 pg/ml HBD2 gegen E. coli
ATCC25922 an. Dies ist ungefahr die doppelte der in dieser Arbeit mit einem
Tribungsassay bestimmten MHK von HBD2 (10 pg/ml) gegen diesen
Bakterienstamm. Diese Abweichung ist jedoch aufgrund der unterschiedlichen
Methodik zu erklaren. Aul3erdem scheint die Wirkung von HBD2 gegen E. coli
ATCC 25922 mit der von Antibiotika wie Temocillin vergleichbar, dessen mit
unterschiedlichen Methoden und durch eine Vielzahl von Experimenten
bestimmte MHK gegen dieses Bakterium mit 4-16 pg/ml angefihrt wird.
AuBerdem wird die MHK unterschiedlicher Antibiotika wie z.B. Tetracyclin
(0,54 pg/ml), Ciprofloxacin (0,004-0,064 pg/ml) und Ampicillin (1-8 pg/ml) gegen
E. coli angegeben, ohne den untersuchten Stamm jedoch genauer zu
spezifizieren (“EUCAST,” 2018). Welche physiologische Bedeutung die
gemessene MHK von HBD2 gegentiber den verschiedenen E. coli im humanen
Organismus hat, ist schwierig zu beurteilen. In der Literatur finden sich nur
wenige  Angaben zur HBD2-Konzentration fur den  vermutlichen
Hauptwirkungsort antimikrobieller Defensine, dem enteralen Mukus (Meyer-
Hoffert et al., 2008). In Mausen schatzten Ayabe et al, 2000 die
Defensinkonzentration innerhalb von Darmkrypten auf 10 mg/ml und Mondel et
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al., 2009 malfien die Konzentrationen von HBD2 pro ml humanen Féazes. Dies
spiegelt jedoch eher luminale HBD2-Konzentrationen im Darm wider. Die HBD2-
Konzentrationen in Speichel von gesunden Probanden (0,0095 pg/ml), oralen
Plattenepithelkarzinomproben (3,85 pg/mg) und bronchoalveolarer Flissigkeit
unter anderem von Patienten mit zystischer Fibrose (0,1-10 ng/ml) sind ebenfalls
nur bedingt vergleichbar (Singh et al., 1998; Sawaki et al., 2002; Ghosh et al.,
2007). Zudem hangt die Wirksamkeit von HBD2 in vivo auch von anderen
Faktoren als allein seiner Konzentration ab. So konnten Cobo et al., 2015 zeigen,
dass eine gesunde MUC2 Mucinbarriere im Colon nicht nur wichtig fur die
Induktion von HBD2 unter inflammatorischen Bedingungen ist, sondern MUC2
enterale Bakterien wie EPEC und nichtpathogene E. coli vor der antibakteriellen
Wirkung von HBD2 schiitzen kann. Dieser Befund stimmt mit Studien Uberein,
die stark reduzierte Enterobacteriaceae Populationen, kommensale E. coli
hauptsachlich, bei an Morbus Crohn Erkrankten mit ausgedinnter Mukusschicht
fanden (Ott et al., 2004). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich in dieser
Arbeit eine starke antimikrobielle Aktivitat von HBD2 gegen pathogene und
probiotische E. coli zeigte, die zumindest in vitro vergleichbar mit der
antimikrobiellen Aktivitat einiger kommerzieller Antibiotika ist. Da die genaue
Konzentration von HBD2 in vivo unbekannt ist und auch andere, externe
Faktoren wie die MUC2 Mucinbarriere im Colon die Aktivitatt von HBD2
beeinflussen, ist es schwierig zu beurteilen, ob antimikrobiell aktive

Konzentrationen von HBD?2 in der intestinalen Barriere erreicht werden.

Ein weiterer interessanter Aspekt der antimikrobiellen Aktivitat von HBD2 in
vitro ist dessen Wirkung auf probiotische E. coli Bakterien. Fir EcN (36 pg/ml)
und Symbioflor G2 (23 ug/ml) konnte, von einem pathogenen Stamm abgesehen,
die hochste MHK im Vergleich zur untersuchten Gesamtstichprobe gemessen
werden. Sie liegt um ein Vielfaches hoher als die von pathogenen Stammen wie
UPEC und EPEC (2,5 pg/ml) oder den probiotischen Symbioflor G1 (9,5 pg/ml)
und G3 (5,7 ug/ml). Ein wesentlicher Unterschied zwischen den probiotischen
Stammen ist, dass EcN und Symbioflor G2 die Expression von HBD2 in der
Zellkultur induzieren kénnen, im Gegensatz zu Symbioflor G1 und G3 (Mondel et
al., 2009). Der Befund unterschiedlicher antimikrobieller Aktivitdt von HBD2
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gegeniber diesen vier probiotischen Stammen steht in Kontrast zu der Arbeit von
Mondel et al., 2009, die in einem RDA eine tbereinstimmende Aktivitat von HBD2
gegenuber diesen Stammen fanden. Diese Ubereinstimmende Aktivitdt von
HBD2 konnte allerdings weniger durch die antimikrobiellen Eigenschaften des
Peptids bedingt sein, als durch die extrem hohen lokalen Peptidkonzentrationen
im RDA, welche nicht genau definierbar sind, die das Ergebnis von Méndel et al.,
2009 aber mdglicherweise beeinflusst haben. Eine weitere interessante
Beobachtung der Arbeit von Mondel et al.,, 2009 ist, dass nach beendeter
Einnahme probiotischer Bakterien teilweise eine erhthte Ausscheidung von
HBD2 weitere 9 Wochen in humanen Fazes gemessen werden konnte. Vor
diesem Hintergrund lasst die in dieser Arbeit beschriebene relativ erhéhte MHK
von EcN und Symbioflor G2 eine langerfristige Kolonisierung des Darms durch
dieses Bakterienstamme bei gleichzeitiger HBD2 Induktion vermuten. Dies lasst
sich in der Literatur durch verschiedene in vivo Studien nicht bestétigen. Vielmehr
konnte in gesunden Probanden nach einwéchiger Einnahme von EcN nur bei
57% (4/7) der Studienteilnehmer EcN in Fazes nachgewiesen werden (Prilassnig
et al.,, 2007). Bei alteren Menschen, die ,multidrug-resistent (MDR) E. coli
ausschieden, liel3en sich nach taglicher Einnahme von EcN Uuber finf Wochen
sogar nur noch bei 17% (2/12) das probiotische Bakterium im Stuhl nachweisen
(Tannock et al., 2011). Des Weiteren identifizierten Wassenaar et al., 2014 den
Stamm Symbioflor G1 (nicht G2) als Langzeitkolonisierer unter den in Symbioflor
2 enthaltenen Bakterienstammen. Mdglicherweise reicht fir ECN und Symbioflor
G2 die Konstellation aus HBD2 Induktion bei gleichzeitig erhdhter MHK nicht far
die langerfristige Besetzung einer ©kologischen Nische im humanen
Gastrointestinaltrakt aus. Die probiotische Wirkung dieser zwei Bakterienstdmme
kommt also vermutlich weniger durch langerfristige Besetzung einer
Okologischen Nische im Gastrointestinaltrakt denn durch andere Faktoren
zustande. Die fur EcN und Symbioflor G2 gezeigte Synthese antimikrobieller
Peptide, sogenannte Microcine, sowie die HBD2 Induktion im humanen
Gastrointestinaltrakt kénnten eine mogliche Erklarung darstellen (Patzer et al.,
2003; Mondel et al., 2009; Zschiittig et al., 2012).
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4.1.2 DIE GABE VON HBD2 BEWIRKT KEIN ERHOHTES
UBERLEBEN VON GALLERIA MELLONELLA NACH
INFEKTION MIT E. COLI

Nachdem HBD2 in vitro im Tribungsassay eine starke antimikrobielle Aktivitat
gegeniber unterschiedlichen E. coli Bakterien zeigte, sollte ein Infektionsmodell
mit Larven von Galleria mellonella zeigen, ob sich diese Ergebnisse auch in vivo
demonstrieren lassen. Vor dem Hintergrund einer potenziell therapeutischen
Verwendung von HBD2 als Antibiotikum bietet Galleria mellonella als wirbelloses
Tier mit kurzen Reproduktionszeiten fur ein Screening auf die Wirksamkeit
antimikrobieller Substanzen eine schnellere und einfachere Alternative als ein
Mausmodell (Tsai et al., 2016), wie es beispielsweise von Salzman et al., 2003
zum in vivo Nachweis der antimikrobiellen Wirksamkeit von HD5 bei Infektion mit
Salmonella tymphimurium verwendet wurde. Erst 2012 publizierten Leuko und
Raivio eine Arbeit, in der E. coli EPEC erstmals in einem Galleria mellonella
Infektionsmodell verwendet wurde. Als LD50 48 h nach systemischer Infektion
der Larven gaben die Autoren eine Bakterienkonzentration von 2.57 x 10 CFU
an. Die in dieser Arbeit verwendete Infektionsdosis war mit 2,25 x 10> CFU E. coli
EPEC hoher, weil sie als LD90 uber 120 h etabliert worden ist. Behandelt wurden
die Larven von Galleria mellonella mit 100 ug HBD2 (10 mg/ml). Dies ist ein
Vielfaches der fur dieses Bakterium im Tribungsassay festgestellten MHK von
2,5 pg/ml gegen 5 x 10% CFU in einem Volumen von 100 pl. Trotzdem starben
unabhéngig vom Zeitpunkt systemischer HBD2 Applikation mehr Tiere in der
Gruppe, die HBD2 und das Bakterium appliziert bekamen, als in der mit PBS und
HBD2 behandelten Kontrollgruppe (Abbildung 13 undAbbildung 14). Dass AMPs
in einem bakteriellen Infektionsmodell mit Galleria mellonella funktionieren
kdnnen, zeigten jedoch Blower et al., 2017. Sie untersuchten die systemische
Wirksamkeit unterschiedlicher AMPs nach Infektion der Wachsmottenlarven mit
B. anthracis und fanden ein signifikant besseres Uberleben der Tiere durch
Behandlung mit dem humanen Cathelicidin LL-37. Um zu untersuchen, ob die
unterschiedliche Wirksamkeit von HBD2 und LL-37 in Galleria mellonella
moglicherweise durch die Hamolymphe der Wachsmottenlarven verursacht wird,

wurde ein RDA durchgefihrt. Die Erwartung, dass HBD2 in Gegenwart von
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Hamolymphe keine antimikrobielle Aktivitdit mehr gegen E. coli zeigt, LL-37
hingegen schon, erfillte sich jedoch nicht (Abbildung 15). Die Hemmhofe waren
in Anwesenheit von Hamolymphe sowohl fuir LL-37, als auch HBD2 um ungefahr
2,8mm und fur Ciprofloxacin 5,4 mm Kkleiner als zuvor. Relativ zum
Hemmhofdurchmesser ohne Hamolymphe ist dies fur HBD2 (27%) und
Ciprofloxacin (28%) jedoch weniger, als fir LL37 (41%). Moglicherweise liegt
dies daran, dass die Diffusion der Proben durch die Hamolymphe blockiert wurde
oder HBD2 aufgrund seiner intramolekularen Disulphidbricken resistenter
gegeniber proteolytischer Verdauung ist als das lineare Peptid LL-37 (Peschel
und Sahl, 2006). Dieser Befund kann allerdings nicht die unterschiedliche
Wirksamkeit der beiden Molekile in Galleria mellonella gegen E. coli erklaren.
Diese ist mdoglicherweise eher durch die Applikationsart oder applizierte
Peptidkonzentration zu begrinden. Bekannt ist jedoch, dass verschiedenste
Umweltfaktoren wie zum Beispiel die Anwesenheit von Kationen die Wirksamkeit
von AMPs beeinflussen kénnen (Johansson et al., 1998; Pazgier et al., 2006).
Daher ist es denkbar, dass Bestandteile der Hamolypmhe einen hemmenden
Effekt auf die Aktivitdit von HBD2 besitzen. AulRerdem hat die Hamolymphe
maoglicherweise fur alle drei untersuchten antibiotischen Substanzen die
Diffusionsrate herabgesetzt, wodurch der Hemmhofdurchmesser verkleinert

wurde.

Im Versuchsansatz mit oraler Infektion (E. coli EPEC) von Galleria mellonella
lie? sich auch durch die veranderten Umgebungsbedingungen kein verbessertes
Uberleben der Tiere durch Behandlung mit HBD2 erreichen (Abbildung 16). Die
orale Infektion stellt fir den darmpathogenen E. coli Stamm einen natirlicheren
Infektionsweg dar als die direkte Applikation in Hamolymphe. Schon bei der
Etablierung dieses Versuchsansatzes war jedoch die Determinierung einer LD90
tber 120 h fur E. coli EPEC schwierig, weil die Resultate sehr variabel waren
(Daten nicht gezeigt). Obwohl in dieser Arbeit die antimikrobielle Aktivitat von
HBD2 gegen E. coli in Galleria mellonella nicht gezeigt werden konnte, scheint
dies fur andere AMPs und Bakterien moglich zu sein (Blower et al., 2017). Der

Schritt von in vitro Versuchen hin zur klinischen Anwendung ist jedoch besonders
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fur AMPs schwierig. Das zeigte sich nicht zuletzt in der vorliegenden Arbeit (Seo
et al., 2012).

4.2 HBD2 WIRKT LADUNGSABHANGIG AN DER

BAKTERIELLEN ZELLMEMBRAN

Neben den in vitro und in vivo Untersuchungen zur antibakteriellen Aktivitat
von HBD2, konnten in dieser Arbeit in vitro weitere Erkenntnisse zum
Wirkmechanismus von HBD2 gewonnen werden. Hinsichtlich des
Wirkmechanismus lassen sich fur HBD2, im Gegensatz zu anderen AMPs wie
Nisin, in der Literatur bisher wenige Hinweise finden. Yount et al., 2009 fuhrten
eine der wenigen beschrieben Untersuchungen zu diesem Thema durch und
fanden mit Hilfe von durchflusszytometrischen Untersuchungen mit dem
Farbstoff Pl Hinweise darauf, dass HBD2 Bakterienzellen permeabilisiert. Diese
Ergebnisse liel3en sich in dieser Arbeit flr probiotische und pathogene E. coli
Stamme reproduzieren. Sowohl fur HBD3, dessen Wirkmechanismus an der
Zellmembran bereits bekannt ist und durch elektronenmikroskopische Bilder
gezeigt werden konnte (Sass et al., 2010), als auch fir HBD2 konnten Pl+ Zellen
nach Inkubation mit dem jeweiligen Peptid nachgewiesen werden. Fur HBD2
wurde dabei die vierfache Menge der zuvor im Tribungsassay bestimmten MHK
verwendet, weil Bakterien und Peptid in einem Medium kultiviert wurden, in dem
HBD2 schwéachere antimikrobielle Aktivitat zeigt, und weil im Vergleich zum
Tribungsassay die dreifache Menge an Bakterien eingesetzt wurde. Durch
Inkubation mit einer bakterienspezifischen HBD2-Konzentration sollte aul3erdem
untersucht werden, ob das Peptid pathogene Bakterien mdglicherweise starker
permeabilisiert als probiotische Bakterien oder umgekehrt. Dies scheint jedoch
nicht der Fall zu sein. EcN (probiotisch) und Typ 172 (pathogen) wiesen, obwohl
sie mit einer unterschiedlichen Menge an HBD2 inkubiert wurden (162 pg/ml und
20 pg/ml), einen &hnlich hohen Anteil an PI+ Bakterien auf (89% und 90%). Auch
der Farbstoff DIBAC4(3) kann die antimikrobielle Aktivitdt von Defensinen
anzeigen, in dem er depolarisierte Zellen anfarbt. Dies gelang in dieser Arbeit
ebenfalls fir HBD3 und HBD2. Der Anteil depolarisierter und mit DIBACa4(3)

[61]



DISKUSSION

angefarbten Bakterienzellen ist fiur die untersuchten Bakterienstdmme nach
Inkubation mit HBD2 &hnlich wie fir die Farbung mit Pl. Einzig der Anteil
DIBAC4(3) positiver Zellen fur EPEC liegt 26 Prozentpunkte unter dessen Wert in
der Versuchsdurchfiihrung mit PI. Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit
der Arbeit von Nuding, 2013, die in der Durchflusszytometrie mit DIiBACa(3)
ebenfalls feststellen konnte, dass HBD2 die Zellmembran von E. coli Bakterien

depolarisiert.

In Ubereinstimmung mit den Veroffentlichungen von Nuding, 2013 und Yount
et al., 2009 zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine permeabilisierende und
depolarisierende Wirkung von HBD2 auf die bakterielle Zellmembran. Die
elektronenmikroskopischen Bilder von Cobo et al., 2015 unterstreichen diesen
Befund eindrticklich. Die Bilder letztgenannter Arbeit zeigen nach 2 h Inkubation
von E. coli EPEC mit HBD2 sowohl Verformungen der bakteriellen Membran als
auch Zelltrimmer. Damit scheint sich zu bestatigen, was Hoover et al. aufgrund
von rontgenographischen Strukturanalysen von HBD2 bereits im Jahr 2000
hinsichtlich dessen Wirkmechanismus vermutet hatten: eine Permeabilisierung
der Zellmembran, die zudem noch von elektrostatischen Wechselwirkungen
abhangig ist. Solche elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Defensinen
und bakterieller Zellmembran sind bekannt und gut untersucht (Peschel et al.,
1999). Peschel und Kollegen konnten zeigen, dass S. aureus Mutanten mit einer
starker negativ geladenen Zellmembran eine niedrigere MHK gegeniber
kationischen AMPs wie HNP1-3 aufweisen als ein Wildtyp. Der Einfluss von
Ladung auf die antimikrobielle Aktivitat lief3 sich auRerdem fur Magainin und
andere AMPs zeigen (Dathe et al., 2001; Hong et al., 2001; Jiang et al., 2008).
Eine Korrelation zwischen der MHK von HBD2 gegeniber verschiedenen
Stdmmen eines Bakteriums und deren Zellmembranladung ist bisher in der
Literatur jedoch nicht beschrieben. So konnte in dieser Arbeit erstmals eine
positive Korrelation zwischen diesen zwei Parametern fur HBD2 und E. coli
gezeigt werden. Dies ist jedoch eine statistische Korrelation und kann letztlich
nicht erklaren, warum gerade die MHK fiir die HBD2 induzierenden Stamme EcN
und G2 so hoch ist, die fur E. coli ATCC 25922 beispielsweise jedoch nicht.
Letztgenannter Stamm wies im Cytochrom-C-Assay die starkste kationische
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Zellmembranladung auf (Abbildung 4) und gleichzeitig eine niedrige MHK im
Tribungsassay. Dies deutet auf sehr starke kationische Zellmembranladung des
Bakteriums hin. Im Hinblick auf dessen niedrige MHK zeigt dies jedoch auch,
dass zusatzliche Faktoren wie beispielsweise die Dicke der bakteriellen
Zellmembran eine Rolle fur die antibakterielle Wirksamkeit kationischer AMPs
spielen konnten (Gagnon et al., 2017). Im umgekehrten Falle einer zu starken
elektrostatischen Interaktion zwischen Bakterium und AMP kann es aul3erdem
sein, dass dies nicht automatisch in verbesserter Wirksamkeit des AMPs
resultiert. Eine zu starke Interaktion verhindert mdglicherweise die Translokation
des Peptids in das Zellinnere (Cobo und Chadee, 2013). Die bakterielle
Zellmembranladung erklart ebenfalls nicht die héchste gemessene MHK von 61
png/ml bei E. coli EAEC Typ 42. Dies ist jedoch ein Pathotyp, der h&ufig Biofilme
ausbildet (Huang, 2006). Abhangig von der Biofilmstruktur, kénnen E. coli
Bakterien die  Wirksamkeit  beispielsweise  von amphipathischen
Polypeptidantibiotika wie Colistin beeinflussen (Folkesson et al., 2008).
Moglicherweise weist EAEC Typ 42 deshalb aufgrund von Biofilmbildung eine
solch hohe MHK auf wéahrend EAEC Typ 172 diese Eigenschatft nicht besitzt und
eine niedrige MHK zeigt (4,2 pg/ml). Ebenfalls interessant ist, dass E. coli H164
trotz einer stark kationischen Membranladung (92% Cytochrom C im Uberstand)
eine relativ niedrige MHK aufweist (1,8 uM). Eine Erklarung dafir bieten die
Ergebnisse der Durchflusszytometrie, in der sich der geringste Anteil PI+ und
DIBAC4(3)+ Zellen fur diesen Stamm zeigen liel3en, obwohl alle untersuchten
Bakterien mit ihrer jeweiligen vierfachen MHK inkubiert wurden. Dies koénnte
dafursprechen, dass HBD2 insbesondere bei diesem Bakterium seine
antibakterielle Aktivitdt nicht nur Gber die bakterielle Zellmembran vermittelt,

sondern sich moglicherweise auch gegen andere Zielstrukturen richtet.

Die Untersuchungen zum antibakteriellen Wirkmechanismus von HBD2 haben
gezeigt, dass die Aktivitat von HBD2 durch die bakterielle Zellmembranladung
beeinflusst wird. Dies passt zu den Befunden, dass bereits physiologische
Konzentrationen von Elektrolyten wie Natriumchlorid die Aktivitat von HBD2
vermindern (Pazgier et al., 2006). Aul3erdem bietet es eine Erklarung dafur,

warum HBD2 im Infektionsmodell Galleria mellonella nicht in einem verbesserten
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Uberleben der Tiere resultierte, denn moglicherweise hat die
Elektrolytkonzentration der Hamolymphe die Wirksamkeit von HBD2
eingeschrankt. Die durchflusszytometrischen Experimente deuten jedoch
ebenfalls daraufhin, dass die bakterielle Zellmembran nicht fur jedes Bakterium
im gleichen Mal3e die Zielstruktur fur HBD2 zu sein scheint, sondern es
maoglicherweise weitere Angriffspunkte gibt. AuRerdem koénnten neben der
bakteriellen Membranladung Faktoren wie Biofilmbildung und die bakterielle

Zellmembrandicke die antibakterielle Aktivitat von HBD2 beeinflussen.

4.3 HBD2 UND CIPROFLOXACIN INDUZIERTEN KEINE

RESISTENZEN IN E. coLl EPEC

Vor dem Hintergrund einer potenziellen therapeutischen Entwicklung von
HBD2 als Antibiotikum ist die Untersuchung bakterieller Resistenzen gegenuber
diesen AMPs ein wichtiger Aspekt. Die Mechanismen, mit denen Bakterien
Resistenzen gegeniber kommerziellen Antibiotika oder AMPs ausbilden, &hneln
sich. Proteasen, extrazellulare Deaktivierung antibiotischer Substanzen,
,multidrug resistance-related proteins®, Modifikation der bakteriellen
Zellmembran und die Bildung von Biofilmen kénnen die Wirkung sowohl von
AMPs als auch kommerzieller Antibiotika gegeniber Bakterien einschranken.
Nichtsdestotrotz sind AMPs noch immer integraler Bestandteil des
Immunsystems multizellularer Organismen, wahrend kommerzielle Antibiotika
aufgrund bakterieller Resistenzen héaufig und schnell an Wirksamkeit verlieren.
Vermutlich liegt dies daran, dass AMPs am Infektionsherd in hohen
Konzentrationen verfugbar sind und ein Molekil sich mit niedriger Affinitat und
mehreren Mechanismen gegen nicht-proteinogene bakterielle Strukturen richtet.
Kommerzielle Antibiotika hingegen richten sich haufig bei niedrigen
Konzentrationen mit hoher Affinitit gegen eine spezifische mikrobielle
Zielstruktur, wodurch die Entwicklung bakterieller Resistenzen erleichtert wird
(Peschel und Sahl, 2006). Ob in einem therapeutischen Ansatz ahnlich hohe
Konzentrationen von AMPs in unmittelbarer Nahe der Bakterien zu erreichen

sind, ist fraglich. Daher ist es sinnvoll zu untersuchen, ob Bakterien nach
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Exposition gegeniiber subletalen Dosierungen von AMPs innerhalb kurzer Zeit
auch gegen diese Resistenzen ausbilden so wie es fur kommerzielle Antibiotika
vielfach beschrieben wurde (Cantas et al., 2013). Fur HBD2 lassen sich dazu in
der Literatur bisher keine Angaben finden. De Breij et al., 2018 untersuchten
jedoch die Entwicklung von Resistenzen bei E. coli und anderen Bakterien nach
Inkubation mit subletalen Dosierungen eines synthetischen Peptids auf Basis von
humanem LL-37. Dabei fanden sie nach 20 Passagen keine bakteriellen
Resistenzen, wohingegen sich die MHK gegentiber den kommerziell erhaltlichen
Antibiotika Rifampicin und Ciprofloxacin um ein 4000faches erhoht hatte. Habets
und Brockhurst, 2012 fanden im Gegensatz dazu mit derselben Methodik bei
verschiedenen S. aureus Populationen nach 14 Passagen eine 1050fach erhéhte
MHK gegentber dem AMP Pexiganan sowie Hinweise auf Kreuzresistenzen
gegenuber HNP-1. Perron et al., 2006 konnten die Entwicklung von Resistenzen

gegeniber Pexiganan ebenfalls mit E. coli zeigen.

In dieser Arbeit wurde E.coli EPEC fir 30 Passagen mit subletalen
Dosierungen von Ciprofloxacin und HBD2 inkubiert. Dabei war nach 30
Passagen keine Resistenz gegeniber den getesteten antibiotischen Substanzen
festzustellen. Dies ist besonders fur Ciprofloxacin verwunderlich, denn de Breijj
et al., 2018 konnten eine erhéhte MHK von Ciprofloxacin nach 20 Passagen fur
zwei E. coli Stamme zeigen und gegenlber Fluorchinolonen resistente E. coli
sind schon lange Gegenstand intensiver Forschung (Everett et al., 1996).
Moglicherweise waren der Selektionsdruck durch das Antibiotikum im Laufe des
Experiments sowie die Bakterienpopulation nicht grof3 genug, um die Bildung von
Resistenzen zu induzieren. Oder der fur die Versuche genutzte E. coli EPEC ist
ein Stamm, der kaum Resistenzen gegen Fluorchinolone ausbildet. Ein weiterer
Grund koénnte das stark verdinnte Medium und dessen entsprechend geringer
Nahrstoffgehalt sein, wodurch der Stoffwechsel der Bakterien verlangsamt und

die Bildung bakterieller Resistenzen erschwert sein kdnnte.

Die fehlende Resistenzbildung gegen Ciprofloxacin in dieser Arbeit sowie die
widersprtchlichen Literaturangeben zur Induktion von Resistenzen in Bakterien
durch subletale Dosierungen von AMPs erschweren die Interpretation der

Versuchsergebnisse. So ist die fehlende Resistenzinduktion in E. coli EPEC
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durch HBD2 nach 30 Passagen Inkubation mit subletalen Dosierungen gut
maoglich, kénnte jedoch auch darauf zurlickzufiihren sein, dass die Methode
weiter modifiziert werden muss. Fir weitere Versuche zur bakteriellen
Resistenzinduktion durch HBD?2 ist es daher empfehlenswert, eine Methodik zu
waéhlen, bei der die Konzentration der antibiotischen Substanzen im Verlauf
kontinuierlich gesteigert wird, um den Selektionsdruck auf die Bakterien zu
erhohen. Weil die Populationsgrof3e von Bakterien, die an mikrobiellen Infekten
beteiligt sind, h&ufig mit der in einem Versuchsvolumen von 5 ml vergleichbar ist,
ist es aul3erdem ratsam, die Versuche in diesem Volumen durchzufiihren (Lorian,
2005; Perron et al., 2006). Darauf wurde in dieser Arbeit verzichtet, weil dies
bedeutend grél3ere Mengen an HBD2 erfordert hatte. Des Weiteren sollten als
Positivkontrolle mehrere kommerzielle Antibiotika gegen das entsprechende
Bakterium getestet werden, um eine aussagekraftige Positivkontrolle zu erhalten.
Die Ergebnisse dieses Versuchs kdnnen jedoch als Hinweis auf die starke
antimikrobielle Aktivitdat von HBD2 und Ciprofloxacin gegen den pathogenen
E. coli EPEC gedeutet werden. Die fehlende Resistenzentwicklung gegeniber
HBD2 passt sowohl zu den Ergebnissen von de Breij et al., 2018 als auch der
Annahme, dass Resistenzen gegenuber AMPs aufgrund ihres Wirkmechanismus
selten sind (Zasloff, 2002). Resistenzen gegentber dem Lantibiotikum Nisin,
welches seit Jahrzehnten zur Haltbarmachung von Lebensmitteln eingesetzt
wird, sind beispielsweise selten und scheinen kein generelles Problem zu sein.
Dies ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass dieses Peptid mindestens
funf unterschiedliche antimikrobielle Mechanismen besitzt (Peschel und Sahl,
2006). Andererseits sind auch gegen dieses Peptid bereits schon eine Vielzahl
von Resistenzmechanismen beschrieben (Zhou et al., 2014). Die Entwicklung
von Resistenzen gegentber AMPs muss daher kritisch hinterfragt werden. Auch
das Ergebnis dieser Arbeit sollte aufgrund des uneindeutigen Ergebnisses mit
Ciprofloxacin und der Arbeiten von Habets und Brockhurst, 2012 und Perron et
al., 2006 skeptisch betrachtet und in Zukunft genauer untersucht werden. Denn
die Entwicklung bakterieller Resistenzen gegeniber einem integralen Bestandteil
des humanen Immunsystems ist nicht zuletzt nach Hinweisen auf

Kreuzresistenzen zwischen AMPs verschiedener Strukturklassen (Habets und
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Brockhurst, 2012) von grofRer Bedeutung fiur die Weiterentwicklung dieser

vielversprechenden Substanzen hin zu einem therapeutischen Nutzen.

5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die in der Literatur und in dieser Arbeit beschriebenen in vitro Daten zur
antibakteriellen Aktivitat von HBD2 machen es zu einem vielversprechenden
AMP in der therapeutischen Entwicklung als Antibiotikum oder
Mikrobiommodulator. Vor dem Hintergrund einer potenziellen Entwicklung als
Antibiotikum lief3 sich in dieser Arbeit jedoch erstmals zeigen, dass sich die zuvor
in vitro nachgewiesene antimikrobielle Aktivititt von HBD2 gegen
unterschiedliche Pathotypen von E. coli in einem systemischen sowie oralen
Infektionsmodell mit Larven von Galleria mellonella in vivo nicht bestatigen lasst.
In vitro hingegen zeigte HBD?2 eine starke antimikrobielle Wirkung gegenuber fast
allen pathogenen E. coli Stammen, die vergleichbar ist mit der antimikrobilellen
Wirkung von Antibiotika wie Temocillin. Auffallig war dabei die relativ erhdohte
MHK von HBD2 gegenuber probiotischen E. coli Stammen, welche die
Expression dieses Peptids im humanen Organismus induzieren konnen. Dies
scheint mit der bakteriellen Zellmembranladung zusammen zu hangen. Denn im
Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals eine positive und signifikante Korrelation
zwischen der MHK von HBD2 und der Membranladung von E. coli gezeigt
werden. Die antimikrobielle Aktivitat von HBD2 scheint sich aufRerdem in
unterschiedlichem Ausmald gegen die bakterielle Zellmembran von E. coli zu
richten, wo es porenbildend und membran-depolarisierend wirken kann. Neben
der bakteriellen Membranladung gibt es vermutlich noch weitere Einflussgréf3en
auf die antibakterielle Aktivitat von HBD2, wie zum Beispiel die bakterielle
Zellmembrandicke oder Biofilmbildung. Dies zeigte sich auch bei der Etablierung
des Infektionsmodells mit Galleria mellonella, bei der die in vitro zuvor gezeigte
antimikrobielle Aktivitdt in vivo nicht demonstriert werden konnte. Dies
unterstreicht die Schwierigkeiten der Entwicklung von AMPs als Therapeutika,
die sich in den letzten Jahren immer wieder gezeigt haben. Vor dem Hintergrund
einer potenziellen therapeutischen Verwendung als Antibiotikum wurde

aulRerdem die Resistenzinduktion in E. coli durch HBD2 untersucht. Dabei liel3en
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sich sowohl fur HBD2 als auch Ciprofloxacin keine erhohte MHK finden. Dieses
Ergebnis erschwert die Interpretation des Versuchsergebnisses. Auf den
Ergebnissen dieser Arbeit kénnen weitergehende Untersuchungen zur
bakteriellen Zielstruktur von HBD2 aufbauen. Ein vielversprechendes
Untersuchungsobjekt ist beispielsweise Lipid I, welches auch die Zielstruktur von
HBD3 darstellt. Zusammen mit Erkenntnissen Uber den antibakteriellen
Wirkmechanismus konnten auf dieser Grundlage andere wirksame antibiotische
Substanzen entwickelt werden, um der weltweiten Zunahme bakterieller
Resistenzen gegeniber Antibiotika zu begegnen. Diese Arbeit belegt des
Weiteren auch, wie schwierig es sein kann die milieuabhangige antimikrobielle
Aktivitat mancher AMPs in vivo zu zeigen. Daher sollten neben der starken
antimikrobiellen Aktivitat von HBD2 in Zukunft auch andere Eigenschaften
untersucht werden, die einen vielversprechenden therapeutischen Nutzen haben

konnten, wie zum Beispiel die Modulation des Mikrobioms.
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7.1 TRUBUNGSASSAY

Tabelle 2: Im Tribungsassay festgestellte MHK fiir die untersuchte Stichprobe an

E. coli Bakterien

Bakterium HBD2 [uM] fur MHK Konzentration pug/ml
UPEC 0,59 (= 0,0 SEM) 2,54
EPEC 0,59 (= 0,0 SEM) 2,54

ATCC 25922 2,34 (£ 0,83 SEM) 10,14
BW25113 2,64 (£ 0,74 SEM) 11,41
EcN 8,2 (+ 1,17 SEM) 35,51
Type 42 14,06 (+ 2,97 SEM) 60,87
Type 172 0,98 (= 0,2 SEM) 4,23
E57 0,59 (= 0,0 SEM) 2,54
H484 0,88 (+ 0,17 SEM) 3,80
H164 1,76 (£ 0,37 SEM) 7,61
Gl 2,2 (+ 0,9 SEM) 9,51
G2 5,27 (+ 1,48 SEM) 22,82
G3 1,32 (£ 0,37 SEM) 5,71
CFT073 0,78 (+ 0,19 SEM) 3,38
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Abbildung 17: Wachstum der Positivkontrollen im Tribungsassay

Dargestellt ist das Wachstum der pathogenen E. coli Stdmme und eines Laborstamms (E .coli
BW25113) (A), sowie probiotischer Stamme (B) mittels der optischen Dichte (ODeoo) Uber 18h.
Die Bakterien wurden ohne HBD2 in 1x TSB inkubiert. Gegen das Wachstum dieser
Positivkontrollen wurde das in Abbildung 3 A gezeigte Wachstum normiert. Die Versuche
wurden mindestens dreimal wiederholt. Angegeben sind die Mittelwerte mit + SEM.
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7.2 RESISTENZINDUKTION
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Abbildung 18: Wachstum von E. coli EPEC in An-/Abwesenheit von Ciprofloxacin oder
HBD2 nach 30 Passagen in Medium ohne diese Antibiotika

Die untersuchten Passagen sind in einem ersten Schritt fir 1-30 Passagen ohne
Ciprofloxacin/HBD2 inkubiert worden. Diese Proben wurden konserviert und in einem zweiten
Schritt fur 12 h in Medium ohne (rot eingefarbt), sowie mit der vierfachen MHK von
Ciprofloxacin (0,0848 uM), bzw. HBD2 (14,44 uM) inkubiert (blau eingeféarbt), um zu
untersuchen, ob E.coli EPEC die Versuchsdurchfihrung, sowie die Konservierung
unbeschadet Uibersteht. Die Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt. Angegeben sind
die Mittelwerte mit + SEM.
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