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Summary

The human body is continuously exposed to an enormous amount of microorganisms, such as
bacteria, fungi and viruses. Besides an efficient layer of mucus, antimicrobial peptides (AMPs)
are an essential part of the epithelial barrier. Human B-defensin 1 (hBD1) is one important an-
timicrobial peptide, which is continuously produced by human epithelia. After reduction of its
three disulfide bridges, however, it becomes a potent antimicrobial agent against anaerobic and
aerobic bacteria, while oxidized hBD1 (hBD1ox) shows a specific activity against Gram-negative
bacteria. Due to increasing number of multi resistant microorganisms, here we studied the
mechanism of both redox forms of hBD1 to find new strategies for antimicrobial molecules. We
found that two redoxproteins, DsbA and DsbB, in the periplasmic space of Gram-negative bacte-
ria are involved in the antimicrobial activity of hBD1ox. In contrast, other bacterial proteins in
the outer membrane, cytosol or in the flagellum system did not impact the toxicity of hBD1ox. A
complementation of the redoxsystem by expressing DsbA and DsbB in trans fully restored the
sensitivity to oxidized hBD1. In contrast to the Wildtyp, bacteria without DsbA and DsbB show a
lower stress reaction after a treatment with hBD1ox, which displayed a decreased amount of
membrane vesicles at the bacterial surface. Using immunogold labeling and electron microscopy,
we visually showed the localization of hBD1ox in the perplasmic space and partly in the outer
membrane of E. coli. However, in mutants lacking DsbA and DsbB, hBD1ox was detected mainly
in the cytosol of bacteria. In summary hBD1ox can interact with DsbA and DsbB and are indis-
pensable for the antimicrobial activity of hBD1ox. This leads to hypothesis that hBD1ox can con-
centrate in the periplasmic space, which finally induce bacterial cell lysis. We identified the bac-
terial membrane as a target of hBD1red and that its act by disrupting the cell membrane. Sur-
prisingly, using electron microscopy we detected a so far unknown net-like structure surround-
ing bacteria, which were treated with the reduced but not oxidized form of hBD1. A newly estab-
lished transmigration assay demonstrated that hBD1-derived nets capture bacteria and inhibit
bacterial transmigration in addition of bacterial killing. In contrast to other defensins, e.g. HD6,
cysteins in the sequence of hBD1red are necessary for net formation, shown by a prevented net
formation after exchange of amino acids. Additional we also identified a bacterial defense strate-
gy. We showed that bacterial proteases are able to degrade hBD1red in an inactive fragment.
Nonetheless we detected a stable net-formation and inhibition of bacterial diffusion by the
fragmented hBD1red. While reduced and oxidized hBD1 have distinct antimicrobial profiles and
functions, the reduced form provides an additional host protection by entrapping bacteria in
extracellular net structures preventing bacterial invasion in reduced environments. A better
understanding of the modes of action of endogenous host peptides will help to find new antimi-

crobial strategies against multi resistant bacteria.
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Zusammentfassung

Mikroorganismen, wie Bakterien, Pilze und Viren, besiedeln kontinuierlich den menschlichen
Organismus. Neben einer effektiven Barriere durch die Epithelschichten und teilweise mit
Mukusschichten spielen in der Verteidigung antimikrobielle Peptide (AMPs) eine zentrale Rolle.
Ein wichtiges AMP ist das humane B-Defensin 1, welches im Gegensatz, zu einigen anderen De-
fensinen, ubiquitar von allen Epithelien produziert wird. Nach Reduktion der drei Disulfidbrii-
cken erzielt das Peptid gegen viele anaeroben, aber auch gegen aerobe Bakterien eine toxische
Wirkung. Die oxidierte Form (hBD1ox) zeigte eine spezifischere Aktivitit auf Gram-negative
Bakterien, darunter Escherichia coli (E. coli). Aufgrund der immer grofier werdenden Anzahl an
multiresistenten Keimen und dem daraus resultierendem Bedarf an neue Strategien fiir neue
antimikrobiell aktive Substanzen, wurde hier der Wirkmechanismus beider Redoxformen ge-
nauer untersucht. In dieser Arbeit konnten zwei Redoxproteine DsbA und DsbB im bakteriellen
Periplasma identifiziert werden, welche essentiell fiir die Aktivitdt von hBD1ox sind. Dagegen
wurde der Einfluss weiterer Proteine in der Aufienmembran, Cytosol, sowie im Flagellum fiir die
hBD1ox Aktivitiat ausgeschlossen. Ein weiterer Nachweis der Abhangigkeit des Redoxkomplex
zeigte die Verwendung einer ,Rescue“-Mutante, welche beide Redoxproteine auf einem externen
Plasmid enthalt, wodurch die Sensitivitat auf hBD1 hergestellt wurde. Dies bestatigt, dass das
DsbA/DsbB System eine notwendige Komponente fiir die antimikrobielle Aktivitdt von hBD1ox
darstellt. Zusatzlich zeigten Bakterien ohne DsbA/DsbB System, im Gegensatz zum Wildtyp, eine
geringere Anzahl an Membranvesikeln auf der bakteriellen Oberflache, was mit einer niedrige-
ren Stressreaktion assoziiert ist. Durch eine Immunogold Farbung wurde hBD1ox in E. coli WT
spezifisch im Periplasma lokalisiert. Dagegen konnte hBD1ox in der Mutante auch im Cytosol
diffundieren. Es konnte somit gezeigt werden, dass hBD1ox mit DsbA und DsbB interagieren
kann. Dies lasst die Hypothese zu, dass sich hBD1ox im Periplasma ansammelt und zusammen-
lagert, was schliefdlich die Zelllyse induziert.

Dartber hinaus konnte hier gezeigt werden, dass nur die reduzierte Form (hBD1red) Membran-
schiden an Bakterien verursacht. Uberraschenderweise zeigte die Rasterelektronen-
mikroskopie nach der Behandlung mit hBD1red eine bisher noch unbekannte Netzstruktur, wel-
che die Bakterien umgibt. Ein hier etablierter Transmigrationsassay zeigte, dass diese Netz-
struktur die Diffusion und Verbreitung der Bakterien zusatzlich zu der antimikrobiellen Aktivi-
tat verhindern kann. Im Gegenteil zu anderen Defensinen, wie z .B HD6, ist die Aminosaure Cys-
tein in der hBD1-Sequenz fiir die antimikrobielle Aktivitat notig und fiir die Netzbildung essenti-
ell. Dies konnte durch einen Austausch mit einem Cystein-Analogon, welcher die Netzbildung
verhindert, gezeigt werden. Zusatzlich wurde ein bakterieller Abwehrmechanismus von hBD1

identifiziert, bei diesem bakterielle Proteasen in der Lage sind das hBD1red zu fragmentieren.
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Dadurch zeigt sich eine schwichere antimikrobielle Aktivitit. Jedoch konnte die Netzbildung
trotz des Proteaseverdaus nachgewiesen werden. Hier wurde zum ersten Mal gezeigt, dass ein
Peptid mehrere Strategien besitzen kann, um antimikrobiell aktiv sein zu kénnen. Dies dient fiir
ein besseres Verstdndnis iiber die Wirkmechanismen von AMPs und konnte bei der Entwicklung

neuer Strategien im Kampf gegen multiresistente Keime helfen.






1 Einleitung

1.1. Mikrobiota im humanen Organismus

Der humane Organismus ist stindig grofsen Mengen an Mikroorganismen wie Bakterien, Pilzen
und Viren ausgesetzt. Schiatzungen zufolge findet man ca. 1013 Bakterien und eine gleiche Anzahl
an humanen Zellen im gesamten Gastrointestinaltrakt (Sender et al, 2016). Wahrend nur ein
kleiner Anteil der Mikrobiota auf Kérperoberflachen, wie etwa auf der Haut, beobachtet wurde,
zeigt sich der grofite Anteil der Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt (Savage, 1977; Garrett et al,
2010). Im Gegensatz zu den im Gastrointestinaltrakt angesiedelten Bakterien lasst sich die bak-
terielle Zusammensetzung der Haut nicht exakt bestimmen (Grice et al, 2008). Je nach Kérperre-
gion, pH-Wert und Temperatur weist die Haut eine spezielle, fiir jeden Menschen einzigartige
Zusammensetzung von Mikroorganismen auf. Zusatzlich beeinflussen Feuchtigkeit auf der Haut
und das Vorhandensein von Talgdriisen in der Haut diese Zusammensetzung (Shuster, 1965;
Kearney et al, 1984; Grice et al, 2008). Verschiedene humane Hautproben zeigten einen Haupt-
anteil von 49 % Proteobakterien, 28 % Actinobakterien, 9,7 % Bacteroidetes und 12 % Firmicu-
tes (Grice et al, 2008). Auf der Haut kann eine verdnderte Zusammensetzung der Mikroorganis-
men oder ein Uberfluss an Pathogenen ein Ausléser fiir verschiedene Krankheiten sein (Grice et
al, 2008). Einige Studien zeigten, dass die Zusammensetzung der Haut-Mikrobiota bei Psoriasis,
Akne, Rosazea, aber auch bei verschiedenen Ekzemerkrankungen eine Rolle spielt (Holland et al,
1977; Thomsen et al, 1980; Till et al, 2000; Paulino et al, 2006; Grice et al, 2008).

Der humane Organismus ist vor der Geburt noch weitestgehend steril (Ley et al, 2006a). Erst
wahrend der pranatalen Phase und vor allem wahrend der Geburt werden die Kérperoberfla-
chen und der Gastrointestinaltrakt durch maternale Mikroben besiedelt und die Zusammenset-
zung dadurch fiir jeden einzelnen Organismus spezifisch (Grice & Segre, 2011; Lozupone et al,
2012). Bei Neugeborenen sind hauptsachlich Actinobacteria ssp. und Firmicutes ssp. vorhanden,
ab ca. drei Jahren beginnt bei Kindern die Besiedlung mit Bacteroidetes ssp. und Firmicutes ssp.,

welche die Actinobacteria ssp. verdrangen (Voreades et al, 2014).

1.1.1. Mikrobiota im Gastrointestinaltrakt

Flir die Resorption von Nahrstoffen und Fliissigkeiten, aber auch fiir die Abgabe unverdaulicher
Bestandteile und von Stoffwechselprodukten ist der Gastrointestinaltrakt (GIT) zustdndig. Da
sich aus den verschiedenen Funktionen andere Anforderungen ergeben, unterscheidet sich jeder

Abschnitt im GIT in der Struktur und Anforderungen an die Mikroorganismen. Als erstes wird



tiber die Speiserohre die Nahrung aufgenommen, welche dann zum Magen transportiert wird
und durch Enzyme teilweise schon vorverdaut wird. Durch den grofien Anteil der Magensaure
(pH < 2), die Aufnahme von Nahrung und die zunehmenden anaeroben Bedingungen wird einer
Fehlbesiedelung oder einer bakteriellen Infektion im Gastrointestinaltrakt vorgebeugt. Dabei
werden nur bis zu 103 Bakterienzellen je ml Magensaft nachgewiesen (Autenrieth, 2003; Bi-
schoff, 2009). Nach dem Magen folgt der Diinndarm, dessen Hauptaufgabe die enzymatische
Aufbereitung und Resorption der Nahrstoffe ist. Die besondere Architektur des Diinndarms mit
Zotten und Krypten erlaubt eine optimale Aufnahme der Nahrstoffe. Der Diinndarm enthilt eine
grofde Anzahl an aeroben und anaeroben Bakterien wie z. B. Enterobakterien oder Lactobacillen.
Die Zusammensetzung der Mikrobiota kann aber im Laufe des Lebens stark durch die Erndh-
rung, Umweltfaktoren, aber auch durch Medikamenteneinnahme beeinflusst und verdndert
werden (Voreades et al,, 2014; David et al., 2014; Goodrich et al., 2014, Aidy et al., 2015). Je nach
Diinndarmabschnitt d&ndern sich der pH-Wert und die Sauerstoffverfiigbarkeit. Der pH-Wert
steigt von sehr sauren Bedingungen im Magen (pH < 2) zum Duodenum (pH 5,7-6,4) weiter auf
pH 7,3-7,7 im lleum (Wilson, 2005).
Zugleich reduziert sich der Sauerstoffgehalt {iber den gesamten Darmabschnitt. Dadurch kénnen
sich im Darm, vor allem im Kolon, nur anaerobe oder fakultativ anaerobe Mikroorganismen an-
siedeln. Je naher man dem Dickdarm kommt, desto hoher wird die Anzahl an Mikroorganismen.
Dabei findet man vor allem im Kolon Bifidobakterien, Fusobakterien, Clostridien und Pep-
tostreptokokken (Sekirov et al, 2010; Lozupone et al, 2012; Ostaff et al, 2013). Generell findet
sich im GIT eine grofde Vielzahl an Mikroorganismen, welche somit ein potentielles Risiko fiir
Infektionen darstellen. Nicht nur pathogene Mikroorganismen kdnnen bei einer Stérung im Im-
munsystem ein Problem fiir den Menschen darstellen, auch kommensale Bakterien konnen bei
Verletzungen, wie beispielsweise der Darmwand, zu einer Infektion und Entziindung fiihren.
Durch Verdnderungen an der Darmwand kann das Gleichgewicht zwischen kommensalen und
pathogenen Bakterien gestort werden und es konnte dadurch zu einer starken Fehlbesiedelung
von Mikroorganismen kommen. Deshalb muss die Homdostase zwischen dem Wirt und der Mik-
robiota aufrechterhalten werden, ansonsten kann es zu verschiedenen Krankheiten kommen.
Moglicherweise spielt die Zusammensetzung der Mikrobiota eine Rolle bei der Entste-
hung von einigen Erkrankungen wie Krebs, Fettleibigkeit, Autismus oder bei chronischen ent-
ziindlichen Darmerkrankungen (Ley et al, 2006b; Uronis et al, 2009; Sekirov et al, 2010).
Bei Patienten mit chronischen Darmentziindungen beobachtete man zusatzlich einen Anstieg
von Proteobakterien und einen gleichzeitigen Abfall von Firmicutes (Matsuoka & Kanai, 2015).
Wissenschaftliche Untersuchungen zeigen, dass Veranderungen im Zusammenspiel zwischen
Wirt und Mikrobiota ebenfalls eine grofie Rolle bei entziindlichen Darmerkrankungen spielen
konnen, indem die bestehende Mikrobiota aus dem Gleichgewicht gerat (Gophna et al, 2006;
Frank et al, 2007; Wehkamp & Stange, 2010; Walker et al, 2011). Ein Gleichgewicht der Mikrobi-



ota fiir einen funktionierenden GIT wird von der sogenannten intestinalen Barriere aufgebaut

und aufrechterhalten.

1.1.2. Intestinale Barriere

Die intestinale Barriere, welche als Abgrenzung vom Darmlumen zum inneren Kérpergewebe
dient, besteht aus mehreren Komponenten: die mechanische Barriere aus einer Epithelschicht
mit der darauffolgenden Mukusschicht und der biologischen Barriere aus Komponenten des
Immunsystems. Die Epithelschicht hat hierbei zwei Funktionen. Sie bildet zum einen die physi-
sche Barriere, welche durch ,thight junctions” zwischen den einzelnen Zellen verstarkt wird.
Zum anderen werden von den unterschiedlichen Epithelzellen sowohl die Mukusschicht (von
Becherzellen), als auch antimikrobielle Peptide (von Panethzellen) gebildet (Kim & Ho, 2010;
Gallo & Hooper, 2012). Hauptbestandteile der Mukusschicht sind Glykoproteine, wie Muzin 1],
welche durch ihre hohe Viskositit schon eine erste wichtige Barriere darstellen (Rousseau et al,
2004; Kim & Ho, 2010). Zudem werden auch antimikrobielle Substanzen im Mukus gespeichert
und abgesondert, was dazu flihrt, dass die zum Epithel gewandte Mukusschicht als nahezu steril
angesehen wird (van der Waaij et al, 2005). Neben den antimikrobiellen Molekiilen spielen auch
weitere Bestandteile des Immunsystems wie Lymphozyten oder Makrophagen eine wichtige
Rolle bei der Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere. Trotz der hohen Vielzahl an Mikroor-
ganismen kommt es durch das Zusammenspiel all dieser Komponenten nur in seltenen Fallen zu
entzlindlichen Reaktionen im Darm (Ostaff et al, 2013).

Bei chronischen Erkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa sind einzelne
Komponenten, welche an der Bildung der intestinalen Barriere beteiligt sind, gestoért oder nicht
voll funktionsfdhig (Wehkamp & Stange, 2010). Bei Colitis ulcerosa handelt es sich um eine
Darmentziindung, welche sich vom Rektum kontinuierlich ausbreitet und das gesamte Kolon
befallen kann. Dabei treten oft Verdnderungen der Mukosa, wie z. B. Abszesse auf (Khor et al,
2011). Dagegen kann bei Morbus Crohn der gesamte Gastrointestinaltrakt eine Entziindung mit
Stenosen, Abszessen und Fisteln aufweisen. Zusatzlich werden oft Verdickungen der Mukosa
und Organwand-durchdringende Entziindungen beobachtet (Khor et al, 2011). Nicht nur die
Balance zwischen Wirt und Mikrobiota scheinen hier wichtig zu sein, auch beteiligte Komponen-
ten, wie die Panethzelle, haben einen erheblichen Einfluss.

Die Panethzelle stellt durch die Bildung einiger antimikrobieller Peptide einen grofden Einfluss
auf die Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere dar. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass
eine Fehlregulation zu diesen genannten entziindlichen Darmerkrankungen fithren kann (Weh-
kamp & Stange, 2010). Es wurde gezeigt, dass der Wnt-Signalweg eine grofde Rolle bei der Rei-
fung der Panethzellen spielt und eine Korrelation zwischen fehlregulierten Bestandteilen des

Whnt-Signalwegs und Morbus Chron vorliegt (van Es et al, 2005; Koslowski et al, 2009, 2012).



Neuste Erkenntnisse zeigen allerdings, dass bei Morbus Chron Patienten der Defekt nicht
primar in der Epithelschicht sitzt und die Panethzelle eine normale Expression von Defensinen
aufweisen konnen, sondern die peripheren Immunzellen zeigen einen Defekt in ihrer Funktion.
Dadurch kann die antimikrobielle Barriere nicht richtig aufgebaut werden und eine bakterielle

Infektion nicht mehr ausreichend verhindert werden (Courth et al, 2015).

1.2. Humane Abwehrstrategien

Das Immunsystem schiitzt den Organismus vor einer Fehlbesiedelung von Pilzen, Parasiten aber
auch vor Bakterien. Als Schutz besitzt der Kérper, neben den Eigenschaften wie einen sauren
pH-Wert im Bereich des Magens oder die intestinale Barriere mit ihrer Epithel- und Mukus-
schicht im Darm, ein spezielles Inmunsystem. Das Immunsystem des Saugers unterteilt sich in
angeborenes (innate) und erworbenes (adaptives) Immunsystem (Medzhitov & Janeway, 1997),

welche im folgenden Abschnitt kurz erlautert werden.

1.2.1. Erworbenes Immunsystem

Die Abwehrreaktion des erworbenen Immunsystems ist sehr spezifisch und benétigt daher eine
gewisse Anlaufzeit. Hinzu kommt die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses, wel-
ches bei jeder Neuerkennung ausgebildet wird, sodass erneut auftretende Infektionen schneller
und effektiver bekdmpft werden kénnen und es dadurch seltener zum Ausbruch einer Krankheit
kommt (Bonilla & Oettgen, 2010).

Im erworbenen Immunsystem haben verschiedene Zelltypen unterschiedliche Aufgaben, um den
humanen Organismus einen Schutz vor Mikroorganismen zu geben. Diese Immunantwort wird
zum grofdten Teil von Lymphozyten (B- und T-Zellen) koordiniert. Die B-Zellen konnen Antikor-
per gegen spezifische Strukturen (Antigene) herstellen und sezernieren. Binden diese Antikor-
per ein Antigen, z. B. Oberflichenproteine von Bakterien oder weitere Membranbestandteile
eines Mikroorganismus, wird die Zerstorung eingeleitet und weitere Komponenten des Immun-
system werden aktiviert (Janeway, 1989; Hoffmann et al, 1999).

Ebenfalls sind auch T-Zellen in der Lage von korpereigenen Zellen prasentierte Antigene zu er-
kennen, z. B. virale Bestandteile, um diese dann in einem weiteren Schritt zu zerstéren (Oh &

Lee, 2012).



1.2.2. Angeborenes Immunsystem

Im Gegensatz zum erworbenen Immunsystem wirkt das angeborene Immunsystem unspezifisch
gegen Bakterien. Das angeborene Immunsystem besteht aus verschiedenen zelluldren Bestand-
teilen wie Granulozyten, Makrophagen oder natiirlichen Killerzellen. Ebenso besitzt es eine hu-
morale Komponente aus Proteinen oder Peptiden mit antimikrobieller Aktivitat.

Zusatzlich gehort die Mukusschicht, welche vor allem im Darm eine Barriere darstellt, zum an-
geborenen Immunsystem (Kim & Ho, 2010). Generell werden Mikroorganismen an der Mukus-
schicht, aber auch in anderen korperlichen Regionen sofort erkannt und bekdmpft. Spezielle
Rezeptoren, wie z. B. ,pattern recognition receptors (PRRs), konnen konservierte Strukturen
von verschiedenen Mikroorganismen, sogenannten ,pathogen associated molecular patterns“
(PAMPs) oder ,microbe associated molecular patterns (MAMPs), erkennen (Didierlaurent et al,
2002). Nach der Erkennung dieser hochkonservierten Strukturen der Mikroorganismen kommt
es zur Ausschiittung von antimikrobiellen Molekiilen durch Granulozyten oder zur Phagozytose
durch Makrophagen, bei der die Mikroorganismen aufgenommen und verdaut werden. Die PRRs
sind vor allem in Immunzellen, aber auch in Epithelzellen zu finden und kénnen intrazellular,
wie NOD-like Rezeptoren (,nucleotide binding oligomerization domain“) oder membranstindig,
wie TLRs (,toll like receptors"“) vorliegen (Kawai & Akira, 2010). NODs findet man in den Immun-
zellen, aber auch in anderen Zelltypen wie z. B. Epithelzellen. NODs konnen Oberflaichenmolekii-
le von Gram-positive und Gram-negative Bakterien erkennen, regulieren darauf die Synthese
bzw. die Sekretion von Effektormolekiilen, wie antimikrobielle Peptide HD5 und HD6 (Weh-
kamp, 2004; Lecat et al, 2010; Moreira & Zamboni, 2012). Neben der Erkennung von verschie-
denen Rezeptoren und Oberflachenstrukturen stellen Schleimschichten, wie bei 1.1.2 erwéhnt,
eine weitere Barriere fiir Mikroorganismen dar. Diese Schleimschicht enthélt sogenannte Muzi-
ne, welche zu der Familie der makromolekularen Glykoproteinen gehéren. Bakterien werden
meist nur in der duflersten Mukusschicht nachgewiesen, somit ist die angrenzende Schicht na-
hezu steril und bildet z. B. im Dickdarm eine intestinale Barriere (siehe 1.1.2.) (Kim & Ho, 2010).
Veranderungen der verankerten Mukusschicht oder Storungen in der Muzinsynthese kénnen
schwerwiegende Folgen haben und zur Entstehung von Darmerkrankungen wie z. B. Colitis
ulcerosa flihren (Shirazi et al, 2000; Strugala et al, 2008; Becker et al, 2013).

Zusatzlich neben den beschriebenen Mechanismen werden von vielen Zelltypen kleine antibioti-
sche Molekiile sekretiert, welche in der Lage sind Mikroorganismen im Wachstum einzuschran-
ken oder sogar abzutdten. Im ndchsten Kapitel werden diese kleinen Molekiile, welche eine

zentrale Rolle im angeborenen Immunsystem einnehmen, genauer beschrieben.



1.3. Antimikrobielle Peptide

Neben der Barriere durch das angeborene oder adaptive Immunsystem werden weitere Molekii-
le wie Peptide oder kleine Proteine (= 100 Aminosauren) sekretiert, um das Wachstum von Bak-
terien, Viren oder Pilzen einzuschranken (Kiibler et al, 2006).

Antimikrobielle Peptide (AMPs) sind kleine endogene Peptide, die auch oft als ,natiirlich
vorkommende Antibiotika“ bezeichnet werden und einen essentiellen Bestandteil der humanen
Verteidigung, im angeborenen Immunsystem, gegen Mikroorganismen sind. Diese kleinen Ef-
fektormolekiile sind im Tier- und Pflanzenreich weit verbreitet und wirksam gegen Gram-
positive und Gram-negative Bakterien, Pilze und lipidumhiillte Viren (Bals, 2000). AMPs besit-
zen meist zwei wesentliche Charaktereigenschaften: eine amphipatische Struktur und eine posi-
tive Ladung (Zasloff, 2002; Cederlund et al, 2011). Aus verschiedenen Organismen konnten bis
heute 800 unterschiedliche AMPs isoliert werden. Die antimikrobiellen Wirkmechanismen der
verschiedenen Peptide sind dabei teils noch nicht vollstandig aufgeklart (Zasloff, 2002; Zaiou et
al, 2003). Das bekannte ,Shai-Matsuzaki-Huang Modell“ beschreibt, dass die kationischen AMPs
an negativ geladene Phospholipid-Gruppen in der bakteriellen Membran binden kénnen,
wodurch es zu einer Depolarisierung der bakteriellen Membran oder zur Porenbildung kommen
kann. Dies wurde bereits fiir das humane 3-Defensin 3 (hBD3) gezeigt (Yount & Yeaman, 2013;
Lee et al, 2016). Jedoch wurden auch Peptide entdeckt, welche die bakterielle Zellwand zersto-
ren, was schliefdlich zu Lyse der Bakterien fithrte (Matsuzaki, 1999; Zasloff, 2002). Dies konnte
beispielsweise bereits schon flir verschiedene antimikrobielle Peptide wie HNP1, HNP3 oder
Typ-C-Lektin nachgewiesen werden (Kagan et al, 1990; Hill et al, 1991; Mukherjee et al, 2014).

Es gibt eine Vielzahl weiterer Strategien, die bereits genauer untersucht wurden. Das In-
sekten Defensin A verringert die Kaliumkonzentration in bakteriellem Cytoplasma des Gram-
positiven Bakteriums Micrococcus Iluteusim und depolarisiert dadurch teilweise die innere
Membran. Dadurch folgt eine Reduzierung der ATP-Konzentration im Cytoplasma, die schluss-
endlich zu einer Inhibierung der bakteriellen Atmung fiihrt (Cociancich et al, 1993). Ein anderes
Peptid, Buforin II, lagert sich im Cytosol an, ohne eine Lyse der Zellmembran auszuldsen. Dort
interagiert es mit Nukleinsduren, was zum Absterben der Bakterien fiihrt (Park et al, 2000;

Brogden, 2005; Xie et al, 2011).

1.3.1. Defensine

Eine der wichtigsten Gruppen der humanen antimikrobiellen Peptide sind die Defensine. An-
hand ihrer Anordnung der drei Disulfidbriicken erfolgt eine strukturelle Einteilung in zwei
Gruppen, a- und B-Defensine (White et al, 1995). Beide Formen weisen bakterizide Eigenschaf-

ten gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien auf.



Des Weiteren gehoren teilweise auch Viren und Pilze zum Wirkspektrum (Zasloff, 2002; Bevins
and Salzman, 2011). Viele humane Defensine sind bereits identifiziert und funktionell charakte-
risiert worden. Die ,humanen neutrophilen Peptide 1-4“ (HNP1-4) werden als Propeptid durch
neutrophile Granulozyten synthetisiert und dann intrazelluldr in einem Phagolysosom aufbe-
wahrt. Erst durch eine proteolytische Spaltung, meist durch neutrophile Elastasen, entstehen
aktive Formen, welche den Granulozyten bei der Zerstérung von phagozytierten Mikroorganis-
men dienen (Ganz et al, 1985; Ganz, 2003). Neben der Produktion von antimikrobiell aktiven
Peptiden sind neutrophile Granulozyten aufierdem in der Lage ein extrazellulares Netz als Im-
munabwehr zu bilden (Brinkmann et al, 2004).

Das humane alpha Defensin 5 (HD5) wird in grofen Mengen und ausschliefdlich im Diinndarm
von spezialisierten Zellen, den sogenannten Panethzellen, produziert. Diese speichern HD5 in
sekretorische Vesikel und sekretieren es nach einem bakteriellen Stimulus in das Darmlumen.
Dort wird es erst mittels proteolytischer Spaltung durch die humane Protease Trypsin in seine
aktive Form tiberfiihrt (Jones & Bevins, 1992). Durch eine transgene HD5 Maus, welche humanes
alpha Defensin 5 exprimiert, konnte die antimikrobielle Aktivitit dieses Peptids in vivo bestitigt
werden. Die transgenen Mause zeigten eine Resistenz gegeniiber oral verabreichte S. typhimuri-
um (Salzman et al, 2003). Neben HD5 wird auch das humane alpha Defensin 6 (HD6) von Pa-
nethzellen sekretiert (Jones & Bevins, 1992, 1993; Harder et al, 2007). Die antimikrobielle Akti-
vitat dieses Defensins war jedoch lange Zeit nicht nachweisbar und es blieb die Frage offen, wel-
che Funktion dieses Defensin im Organismus hat. Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass
dieses Peptid die Ausbreitung von S. typhimurium einschrankt, indem es eine netzartige Struktur
ausbildet in der sich die Bakterien verfangen. Somit wird ein Anheften der Bakterien an Epithel-
zellen und eine Ausbreitung verhindert (Chu et al, 2012; Schroeder et al, 2014).

Deutlich mehr Informationen gibt es iiber humane (-Defensine. Das am meisten unter-
suchte Defensin ist das humane 3-Defensin 3 (hBD3), welches - wie hBD2 - erst nach Stimulation
durch Entziindungsfaktoren exprimiert wird. HBD2 zeigt eine starke bakterizide Aktivitit ge-
geniiber Gram-negativen Bakterien wie E. coli und P. aeruginosa, aber auch Gram-positive Bakte-
rien wie S. aureus gehoren zu dem breiten Wirkspektrum von HBD2 (Harder et al, 1997). Wie
hBD2 weist auch hBD3 ein breites, Salz-unempfindliches Wirkspektrum auf. Es wirkt ebenfalls
gegen potentiell pathogene Mikroorganismen wie S. aureus und den Vancomycin-resistenten E.
faecium stark bakterizid.

Aber auch gegen anaerobe Bakterien der humanen Darmmikrobiota wie B. vulgatus oder L. john-
sonii wurde bereits eine antimikrobielle Aktivitit beschrieben (Bals et al, 1998; Harder et al,
2001; Wehkamp et al, 2008; Nuding et al, 2009; Ostaff et al, 2013; Lee et al, 2016). Wahrend
hBD2 und hBD3 nur nach entziindlichen oder bakteriellem Stimulus exprimiert werden und die
Expression von HD5 und HD6 auf die Panethzellen im Diinndarm beschrankt ist, wird das hu-

mane [3-Defensin 1 (hBD1) kontinuierlich von allen Epithelschichten produziert, was auf eine



wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr hinweist (Zhao et al, 1996; McCray & Bentley,

1997; Tollin et al, 2003).

1.3.1.1. HBD1 und dessen Wirkspektrum

Das humane (-Defensin 1 (hBD1) wurde erstmals 1995 aus humanem Blutplasma isoliert und
als eines der ersten humanen 8 - Defensine identifiziert (Bensch et al, 1995). HBD1 ist ein Klei-
nes kationisches Peptid aus 36 Aminosduren mit einer Grofée von ca. 3,5 kDA und besitzt sechs
Cysteine, welche durch drei intramolekulare Disufidbriicken verkniipft sein konnen (Abbildung
1a) (Bensch et al, 1995). Schon Valore et al, 1998 zeigte, dass hBD1 aus dem Urin mit mehreren
Varianten des N-Terminus in nanomolaren Konzentrationen isoliert werden kann. Mittlerweile
wurde hBD1 in vielen weiteren epithelialen Oberflachen, wie z. B. in der Niere, Pankreas, Haut,
Gastrointestinaltrakt, aber auch in den Atemwegen nachgewiesen (Zhao et al, 1996; Valore et al,
1998; Tollin et al, 2003). Polymorphismen im DEFB1-Gen zeigten allerdings Korrelationen zu
einem erhohten Risiko fiir eine Infektion bei Cystischer Fibrose, Periodontitis, Hautekzemen,

sowie bei entziindlichen Dar-

a Oxidized hBD-1 b Reduced hBD-1

merkrankungen und Darm-
krebs (Kocsis et al, 2008; Pra-
do-Montes de Oca, 2010). Lan-
ge Zeit war die antimikrobielle
Aktivitit von hBD1 nicht
nachweisbar. Funktionelle
Studien zeigten nur eine ge-

ringe Wirkung, wie z. B. gegen

den Laborstamm von E. coli.
Abbildung 1: Computergenerierte Struktur von humanem Zusitzlich wurde beobachtet,
B-Defensin 1. Lehrer, 2011, mit Genehmigung von Nature. dass die Wirkung von hBD1
durch einen niedrigen pH-Wert nicht verdndert werden kann, aber bei hohen Salz-
konzentrationen die bakterizide Eigenschaft abnimmt (McCray & Bentley, 1997). Unklar war
auch warum ein Organismus in vielen epithelialen Oberflachen ein solches, auf den ersten Mo-
ment, ,unniitzes“ Defensin mit geringem Wirkspektrum in hohen Mengen kontinuierlich und
ohne eine Stimulation durch Entziindungsfaktoren produziert.
Durch die Arbeit von Bjorn Schroeder wurde bekannt, dass eine reduzierende Bedingung das
Wirkspektrum von hBD1 gegen einige anaerobe Bakterien der Gattung Bifidobakterien oder
Lactobacillen deutlich erh6ht (Schroeder et al, 2011b).
Nach der Inkubation mit reduziertem hBD1 zeigt B. adolescentis deutliche Schaden im Cytosol.

Im Gegensatz dazu zeigt die oxidierte Form (hBD1ox) gegen die meisten Mikroorganismen kei-

nerlei antibiotische Wirkung. Auch keine Depolarisierung der Membran konnte in Schroeder,



Wu, et al, 2011 festgestellt werden. Zusatzlich zeigte eine weitere Studie, dass das reduzierte
hBD1 mit seinem Reduktionsmittel, der Thioredoxinreduktase, in der extrazelluliren Mukus-
schicht im Gastrointestinaltrakt kolokalisiert vorliegt. Da der Mukus, der basalen epithelialen
Seite, als steril beschrieben wird, konnte das reduzierte hBD1 den Mukus in seiner Funktion als
intestinale Barriere unterstiitzen und vor einer bakteriellen Infektion in vivo schiitzen (Jaeger et
al, 2013). Der exakte antimikrobielle Wirkungsmechanismus von beiden Redoxformen ist jedoch

noch vollig ungeklart und soll in dieser Arbeit genauer charakterisiert werden.

1.4. Spezielle Eigenschaften von Bakterien

Es ist bekannt, dass viele antimikrobielle Peptide, unter anderem hBD3, die bakterielle Zellwand
als Zieltarget verwenden. Dieses AMP kann sich in die Zellwand von S. aureus einlagern, was die
Elektronentransportkette und die Lipidbiosynthese stort und schlussendlich zur Lyse der Bakte-

rien fiihrt (Sass et al, 2010).

Die bakterielle Aufienhiille dient dem
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Zellwand

von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien. Sil-
havy et a/, 2010, mit Genehmigung von Perspectives in  (Abbildung 2). Bei Gram-positiven fehlt
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wand insgesamt dicker. Auch ein hoherer Mureinanteil und das Vorhandensein der Teichonséau-
re in der Zellwand unterscheiden die Gram-positiven Bakterien von den Gram-negativen Bakte-
rien. Allgemein enthilt die Zellwand der Gram-negativen zusitzliche Transmembranproteine
(Porine) und viele weitere verschiedene Molekiile mit den unterschiedlichsten Funktionen, wel-
che im nachsten Kapitel genauer erldutert werden (Navarre & Schneewind, 1999; Silhavy et al,

2010).
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1.4.1. Gram-positive Bakterien

Gram-positive Bakterien zdhlen zu den Zellen, welche einen einfachen Aufbau der Zellwand oh-
ne Transmembranproteine besitzen. Meist sind es sporenbildende Zellen, wie B. subtilis, die ihre
Tochterzellen durch eine asymmetrische Zellteilung produzieren (Losick & Stragier, 1992). Die-
se Bakterien bestehen meist aus Cytosol, welches durch die Cytoplasmamembran geschiitzt wird
und aus einer darauffolgenden Schicht mit Peptidoglycanmolekiilen, Teichonsdure und Phospha-
ten, welche die Zellwand bildet (Hancock, 1997). Im Vergleich zu Gram-negativen Bakterien
fehlt Gram-positiven Bakterien eine zweite Membranschicht, die Aufienmembran. Die Aufden-
membran sorgt indirekt fiir die Stabilitit der Innenmembran von Gram-negativen Bakterien,
weswegen die Peptidoglycanschicht relativ diinn gebaut wird. Gram-positive Bakterien leben oft
in Bereichen mit extremen und wechselnden Umgebungsbedingungen, wie z. B. die anaeroben
Sauerstoffbedingungen im Darm. Deshalb ist die Peptidoglycanschicht Gram-positiver Bakterien
im Aufbau um ein Vielfaches dicker, sodass ein ausreichender Schutz vor Toxinen aus der Um-
gebung besteht oder Umweltfaktoren wie Anderungen im osmotischen Druck tiberlebt werden
konnen. Dadurch kommt es nicht zur Zelllyse (Silhavy et al, 2010). Durch diese Peptidoglycan-
wand ziehen sich langere anionische Polymere, sogenannte Teichonsiuren, welche aus Glycerol-
Phosphat-Polymeren und Ribitol-Phosphat-Polymeren zusammengesetzt sind und ca. 60 % der
Zellwand ausmachen (Neuhaus & Baddiley, 2003). Die Zusammensetzung dieser Proteine kann
von einigen Bakterien, je nach Umgebungsbedingung, angepasst werden, was wiederum dafiir
spricht, dass die Zellhiille flir die Adaption an die Umgebung essentiell ist (Pollack & Neuhaus,
1994; Silhavy et al, 2010). Auf der Oberfliche der Auflenmembran sitzen viele verschiedene
Proteine, welche analog zu Proteinen aus dem Periplasma in Gram-negativen Bakterien sind
(Dramsi et al, 2008). Es handelt sich dabei um modifizierte Lipidproteine. Diese dienen fiir ande-
re Molekiile, wie z. B. fiir Kohlenhydrate, als Transportmolekiile und transportieren diese zu
weiteren Proteinen innerhalb des Cytosols (Gilson et al, 1988; Navarre & Schneewind, 1999). Es
konnten verschiedene Proteine in Gram-positiven Bakterien, analog zu den periplasmatische
Proteinen aus Gram-negativen Bakterien, identifiziert werden. Wahrend die (-Lactamase, ein
l6sliches Enzym bei Gram-negativen, im Periplasma zu finden ist und die Resistenz gegeniiber 3-
Lactamase-Antibiotika auf Gram-negative Bakterien iibertrigt, findet man das analoge Enzym
ebenfalls bei S. aureus als ein Lipoprotein (Navarre & Schneewind, 1999; Tommasi et al, 2015).

Nicht nur die Abwesenheit des Periplasmas unterscheidet die Gram-positiven Bakterien von den
Gram-negativen, auch der komplette Aufbau der Aufdenmembran der Gram-negativen Bakterien

ist anders zusammengesetzt, welcher im ndchsten Abschnitt genauer beschrieben wird.
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1.4.2. Gram-negative Bakterien

Gram-negative Bakterien haben im Gegensatz zu Gram-positiven Bakterien eine zusatzliche Au-
enzellwand. Wie auch Gram-positive Bakterien besitzen sie ein Cytosol, welches von einer Cy-
toplasmamembran umgeben ist (Liu et al, 2004). Diese ist von einer Peptidoglycanzellwand um-
schlossen, welche wiederum von einer Aufenmembran umgeben ist. Letztere kommt bei Gram-
positiven Bakterien nicht vor (siehe Abbildung 2 und 1.4.1). Die Aufenmembran besteht aus
einer Lipiddoppelschicht mit verschiedenen Lipidpolysacchariden (LPS). Fiir Bakterien ist die-
ses LPS ein wichtiges Molekiil auf der Oberflache, welches im humanen Organismus oft fiir einen
endotoxischen Schock verantwortlich ist und zudem mit einer Blutsepsis durch Gram-negative
Bakterien assoziiert ist (Van Amersfoort et al, 2003). Das humane angeborene Immunsystem ist
jedoch gerade auf die LPS Molekiile sensibilisiert, sodass diese ein wichtiges Signal fiir das Ab-
wehrsystem darstellen (Raetz & Whitfield, 2002). Diese Aufdenmembranproteine konnen in zwei
Klassen unterteilt werden: Zum einen findet man (-Barrel-Proteine, welche vor allem fiir die
Diffusion von kleinen Molekiilen wie Mono- Disacchariden und Aminosduren durch die Aufden-
membran zustindig sind und Lipoproteine. Von diesen Lipoproteinen sind in E. coli ca. 100 ver-
schiedene Proteine entdeckt worden, jedoch ist die Funktion der einzelnen Lipoproteine noch
unbekannt (Miyadai et al, 2004; Silhavy et al, 2010). Im Gegensatz zu Gram-positiven Zellwand-
bestandteilen kommen jedoch in Gram-negativen Bakterien nur vereinzelt Phospholipide vor
(Kamio & Nikaido, 1976; Silhavy et al, 2010). Die AufRenmembran in Gram-negativen Bakterien
wird durch den sogenannten periplasmatischen Raum komplett von der Innenmembran und
dem Cytosplasma abgetrennt. Das Periplasma ist mit mehr Proteinen durchzogen, dadurch ist
der periplasmatische Raum deutlich viskoser als das Cytoplasma, was auch ein typisches Merk-
mal fiir Gram-negative Bakterien wie z. B. E. coli ist (Mullineaux et al, 2006).

Einige Transportproteine Gram-negativer Bakterien, aber auch cytosolische Proteine
sind in dem schematischen Modell (Abbildung 3) dargestellt. Diese wurden auf ihre Notwendig-
keit hin bei der antimikrobiellen Aktivitit von hBD1 ndher untersucht. Im folgenden Abschnitt
wird naher auf spezielle Redoxproteine aus dieser Grafik eingegangen und deren Funktion ge-

nauer erlautert.
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Abbildung 3: Essentielle Proteine in verschiedenen Membranschichten von Gram-negativen Bakterien

1.4.2.1. Proteinfaltung in Gram-negativen Bakterien

Die richtige Ausbildung von Disulfidbriicken durch die Aminosaure Cystein ist wichtig, um eine
korrekte Proteinfaltung zu ermdoglichen. Dies garantiert eine fehlerfreie Funktion und Stabilitat
der Proteine. Das Protein bildet dadurch eine Tertidrstruktur aus, welche vor Denaturierung
oder Abbau durch Proteasen schiitzt. Da gerade im Periplasma von Gram-negativen Bakterien
eine Protease-reiche-Umgebung vorliegt, miissen Proteine schnellstmdglich durch den Einbau
von Disulfidbriicken richtig gefaltet werden, um einen Abbau durch Proteasen zu verhindern
(Bardwell et al, 1991). Dennoch kénnen sich Disulfidbriicken auch spontan durch Sauerstoffan-
wesenheit innerhalb bakterieller Kompartimente falten. Jedoch ist diese Oxidation alleine durch
Sauerstoff extrem langsam und kann eine Dauer von mehreren Stunden bis Tagen aufweisen.
Dagegen ist der Einbau von Disulfidbriicken tliber spezielle Oxidoreduktasen innerhalb eines
Bakteriums ein schnellerer Prozess. Innerhalb weniger Sekunden bis Minuten kénnen diese in

native Proteine eingebaut werden. Die Disulfidbriicken entstehen mittels einer chemischen Oxi-
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dation, bei dieser zwischen zwei Thiolgruppen eine kovalente Bindung (Schwefelbriicken/
Disulfidbriicken) ausgebildet wird und dabei Wasserstoffmolekiile und Elektronen frei werden

(Abbildung 4).

R--SH Oxidation '?\J;
,CDI
R--SH o4

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Ausbildung einer Disulfidbricken durch Oxidation

+ 2H" + 2e*

In eukaryotischen Zellen iibernimmt diese Aufgabe die Protein-Disulfidisomerase im endoplas-
matischen Retikulum. In Prokaryoten findet man als Analogon zu den eukaryotischen Protein-
disulfidisomerasen das Dsb-System (Disulfide bond formation system) mit seinen Oxidoredukta-
sen, welches bei Gram-negativen Bakterien in der Innenmembran und frei im Periplasma vor-
kommt (Messens & Collet, 2006).

Das Dsb-System kontrolliert die Disulfid-Ausbildung und Isomerisierung einzelner Pro-
teine. Dennoch findet man haufig Proteine im bakteriellen Cytosol, welche reduziert und somit
ohne Disulfidbriicken vorliegen. E. coli besitzt zusatzlich Thioredoxin/ Thioredoxin-Reduktasen
und Glutaredoxin/ Glutarredoxin-Reduktasen, welche eine Reduktion von Proteinen im Cytosol
ermoglicht (Carmel-Harel & Storz, 2000). Proteine im Periplasma sind aufgrund der hohen Men-
ge an Proteasen meist im oxidierten Zustand vorzufinden (Messens & Collet, 2006; Heras et al,
2009). Die Oxidation wird von speziellen Proteinen in Gram-negativen Bakterien durch das Re-
doxsystem ausgefiihrt. Das Redoxsystem ist im bakteriellen Periplasma lokalisiert, welches in
falsch- oder un-/gefalteten Proteinen Disulfidbriicken einbauen kann. Die Oxidation erfolgt in
Gram-negativen Bakterien, wie z. B. in E. coli mittels den Oxidoreduktasen DsbA und DsbB (Mes-
sens & Collet, 2006).

Gram-positive Bakterien besitzen in deren Zellhiille oder im Cytosol alternative Systeme
fiir den Einbau von Disulfidbriicken (Heras et al, 2009; Reardon-Robinson & Ton-That, 2016).
Die Oxidation von Disulfidbriicken in Gram-positiven Bakterien ist, im Gegensatz zu der Oxidati-
on in Gram-negativen Bakterien, noch nicht vollstindig aufgeklart und noch vieles nicht ver-
standen (Reardon-Robinson & Ton-That, 2016). Trotzdem wurde in verschiedenen Gram-
positiven Bakterien Proteine mit mehreren Cysteinresten entdeckt, bei diesen aber die Disulfid-
briicken nicht ausgebildet waren. Zusatzlich wurden in einigen Firmicutes, wie z. B. in Bacillus
subtilis, Dsb-ahnliche Proteine identifiziert. Unter anderem besitzt Bacillus subtilis zwei Oxidore-
duktasen, BdbA und BdbB, welche als Analoga zu der Oxidoreduktase DsbA aus E. coli identifi-
ziert wurden und ebenfalls Disulfidbriicken in ungefalteten Proteinen einbauen kénnen (Ishiha-
ra et al, 1995; Meima et al, 2002; Dorenbos et al, 2002). Auch in S. aureus konnten analoge Prote-

ine zu DsbA gefunden werden. Hier wurde ein membrangebundenes Lipoprotein (SaDsbA) iden-
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tifiziert, welches eine dhnliche Aktivitat zu der Gram-negativen Oxidoreduktase DsbA aufweist
(Dumoulin et al, 2005; Davey et al, 2013; Heras et al, 2008). Im Gegensatz zu Gram-positiven
Bakterien konnte die Oxidation der Thiolgruppen in Gram-negativen Bakterien schon beschrie-
ben werden (Reardon-Robinson & Ton-That, 2016). Die Oxidoreduktasen DsbA und DsbB wur-
den vor allem in E. coli sehr detailliert beschrieben und deren Funktion genauer charakterisiert.
Dabei existieren zwei unterschiedliche Reaktionswege in Gram-negativen Bakterien: der oxida-

tive Reaktionsweg mit DsbA und DsbB und der Isomerisierungs-Weg (DsbC, DsbG, DsbD).

1.4.2.2. Oxidativer Reaktionsweg mit Oxidoreduktasen DsbA und DsbB

Wie oben erwihnt beinhaltet das Redoxsystem in E. coli sehr spezielle Oxidoreduktasen, welche
in Gram-positiven Zellen nur im Cytosol als analoge Proteine gefunden wurden (Gilson et al,
1988; Reardon-Robinson & Ton-That, 2016). Das Redoxsystem enthalt zwei zentrale Oxidore-
duktasen, DsbA und DsbB. Diese bakteriellen Redoxproteine sind verantwortlich, dass in unge-
falteten Proteinen Disulfidbriicken korrekt eingebaut werden damit diese an ihren Bestim-
mungsort weiter transportiert werden konnen. Die Hauptaufgabe hat hier das Periplasmapro-
tein DsbA mit ca. 21 kDa (Messens & Collet, 2006). Die meisten nativen Proteine aus E. coli die-
nen DsbA als Target und werden durch DsbA als Oxidoreduktase richtig gefaltet. Dabei sind ca.
40 % der Zieltargets Aufenmembranproteine. Es gibt jedoch noch keinen Nachweis, dass auch
kleine Peptide durch DsbA oxidiert werden (Vertommen et al, 2008; Dutton et al, 2008). DsbA ist
nur in oxidierter Form aktiv. In diesem Redoxzustand ist DsbA jedoch sehr instabil, was dazu
fithrt, dass es schnell mit ungefalteten Proteinen im Periplasma reagiert. Durch die Oxidation der
Cysteine im Zieltarget wird DsbA reduziert (Collet & Bardwell, 2002; Messens & Collet, 2006).
Flr einen weiteren katalytischen Zyklus muss DsbA erst wieder re-oxidiert werden. Fiir diese
Re-Oxidation ist ein weiteres Redoxprotein, DsbB, verantwortlich. Dieses ist ein Innenmemb-
ranprotein mit 21 kDA und fungiert als Elektronenakzeptor fiir DsbA (Jander et al, 1994; Mes-
sens & Collet, 2006). Im letzten Schritt der Re-Oxidation werden die Elektronen von DsbB zu
einem Ubiquinon als Elektronenakzeptor transportiert und schlieRlich auf eine terminale Oxi-
dase, wie z. B. Cytochrom-Oxidase, libertragen. Final werden dann die Elektronen auf Sauer-
stoffmolekiile tibertragen. Der exakte Mechanismus sowie die Struktur von DsbB sind aber bis-
her noch nicht vollstandig erforscht (Sevier et al, 2005). Bekannt ist hingegen, dass unter anae-
roben Bedingungen die Elektronen von DsbA durch DsbB auf ein Menaquinon (Vitamin K3) tiber-
tragen werden, welches unter Sauerstoffabwesenheit weniger effizient arbeitet (Collet & Bard-

well, 2002).
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1.4.2.3. Isomerisierungs- Weg mit DsbC und DsbD

Wie zuvor beschrieben ist DsbA ein sehr reaktives Protein, welches sehr schnell mit ungefalteten
Proteinen reagiert. Jedoch ist DsbA sehr spezifisch und kann nur Disulfidbriicken in nicht-
gefalteten Proteinen einbauen (Collet & Bardwell, 2002). Um Proteine mit inkorrekten Disulfid-
briicken vor einem Abbau zu schiitzen, besitzt E. coli das Isomerisierungssystem mit der Disulfi-
disomerase DsbC und einem weiteren Membranprotein DsbD. DsbC besteht aus zwei Unterein-
heiten mit jeweils 23,3 kDA und vier Cysteinresten. Im Gegenteil zu DsbA, welches iiberwiegend
oxidiert im Periplasma vorzufinden ist, liegt DsbC in einer reduzierten Form vor (Arredondo et
al, 2009). Trotz der Isomeraseaktivitit von DsbC zeigt es vergleichbare Aktivitdten eines Chape-
rons.

Es ist bekannt, dass Proteine wie Lysozym oder Glyzeraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase im
denaturierten Zustand iiber DsbC wieder zuriick gefaltet werden kénnen (Chen et al, 1999). Um
DsbC in oxidierenden Umgebungsbedingungen, wie im Periplasma, reduziert zu halten wird ein
weiteres Innenmembranprotein DsbD benétigt. DsbD iibertragt dabei die Elektronen aus dem
Cytosol von der Thioredoxinreduktase Thioredoxin 1 und von NADPH auf die Disulfidisomerase
DsbC (Arredondo et al, 2009). Jedoch ist es ebenfalls noch vo6llig unklar, wie DsbD die Elektronen
liber die Membran auf DsbC transferieren kann (Messens & Collet, 2006).

In Gram-negativen Bakterien ist das Redoxsystem, bestehend aus dem oxidativen Reaktionsweg
und dem Isomerisierungs Weg, einer der wichtigsten Bestandteile, um durch den Einbau von
Disulfidbriicken die Stabilitat, Aktivitdt und die Protease-Resistenz der Proteinen zu gewdahrleis-

ten (Heras et al, 2009).

1.5. Antibiotika Resistenzen

Der Kampf gegen multiresistente Mikroben ist heutzutage eine der grofiten Herausforderungen
der Medizin. Aufgrund des Missbrauchs von Antibiotika im Menschen und der Verwendung die-
ser antimikrobiellen Substanzen in der immer grofer werdenden industriellen Viehzucht und
Landwirtschaft, wird die Bildung von Resistenzen begiinstigt und antimikrobielle Medikamente
werden zunehmend ineffektiv (Kunin, 1993; Blair et al, 2015; WHO | Antimicrobial resistance).
Studien zufolge erleiden zwei Millionen Menschen jedes Jahr in den USA eine Infektion mit resis-
tenten Bakterien und ca. 23 000 Menschen sterben als direkte Folge von bakteriellen Infektio-
nen mit Antibiotika-resistenten Keimen (Davies & Davies, 2010; Blair et al, 2015).

Viele der sogenannten pathogenen Bakterien werden mit Krankheiten in Verbindung ge-
bracht und haben sich im Laufe der Jahre zu multiresistenten Keimen entwickelt. Eines der al-
testen pathogenen Keime ist das Mycobacterium tuberculosis, welches flir die gleichnamige

Krankheit Tuberkulose verantwortlich ist (Davies & Davies, 2010). Nach einer Studie, welche



EINLETUNG

von der Weltgesundheitsorganisation (WHO), Global tuberculosis Report, veroffentlicht wurde,
starben im Jahr 2014 ca. 1,5 Millionen Menschen auf der Welt an Tuberkulose durch das multi-
resistente Bakterium Mycobacterium tuberculosis (Zumla et al, 2015). Weitere multirestente
Keime wie u. a. Acinetobacter baumanii, Clostridium difficile oder auch Staphylococcus aureus,
kommen ebenfalls haufig vor. Die meist verbreiteten Gram-negativen Keime sind jedoch E-
scherichia coli, Salmonella typhimurium, und Klebsiella pneumoniae, welche heutzutage oft mit
diesen Antibiotika-behandelten Krankheiten assoziiert werden (Davies & Davies, 2010).

Diese Bakterien haben sich eine Abwehrstrategie gegen die oft eingesetzten Penicillin-
Abkommlinge, 3-Lactam-Antibiotika, angeeignet. Sie sind in der Lage diese $-Lactam-Antibiotika
durch das Enzym f3-Lactamase zu hydrolisieren und zu inaktivieren (Davies & Davies, 2010). Es
zeigt sich oft ein starker Zusammenhang zwischen dem Gebrauch von Antibiotika bei Behand-
lungen und der Entstehung von Antibiotikaresistenzen. Gerade auch bei Patienten mit Cystischer
Fibrose ist oftmals eine Infektion mit Pseudomonas aeruginosa ein zusatzliches Problem. Cysti-
sche Fibrose ist eine autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselkrankheit mit einer Fehlfunktion
von Chloridkandlen, wodurch die Zusammensetzung aller Sekrete verdndert ist. Die Sekrete
werden durch diese falsche Zusammensetzung zahfliissiger, sodass diese ein ideales Milieu fiir
Bakterien darstellen und es leicht zu bakteriellen Infektionen kommt (de Koff et al, 2016). Der
stark pathogene Keim, Pseudomonas aeruginosa, kann sich zusatzlich zu seiner hohen Antibio-
tikaresistenz stark persistierend in diesem Sekret verhalten und die humane Abwehrreaktion
somit umgehen (Horrevorts et al, 1990). Einen Zusammenhang zu der Resistenzbildung von
Seiten der Bakterien sieht man hier in der Anwendung von Langzeitantibiotika in der Behand-
lung bei diesen Patienten mit Cystischer Fibrose und der Pseudomonas aeruginosa Infektion (de
Koff et al, 2016).

Der Gebrauch von Antibiotika fiihrt immer zu einer leichten Resistenzentwicklung in
Bakterien. Erythromycin wurde in den 50iger Jahren gegen S. aureus als Alternative zu Penicillin
verwendet. Jedoch waren innerhalb eines Jahres mehr als 70 % der S. aureus Isolate gegen
Erythromycin resistent. Das selbe Phianomen sah man mit Chlortetrazyklin, Chloramphenicol
und vielen anderen Antibiotika (Finland, 1979). Internationale Gesundheitsgruppen wie die
WHO, zeigen mogliche Ansitze auf, um das Resistenzproblem mit Bakterien zu verbessern oder
zu verringern. Zum einen muss der Gebrauch von Antibiotika genauer und vor allem einen spezi-
fischeren Einsatz durch Arzte verordnet werden. Es sollte keine Verschreibung von Antibiotika
bei viralen Infektionen oder viraler Grippe erfolgen. Dies setzt jedoch eine genauere Abklarung
des Krankheitsbildes voraus, sowie der Kauf von Antibiotika nur durch ein arztlich-ausgestelltes
Rezept (Davies & Davies, 2010).

Die letzte Entdeckung einer neuen Antibiotikaklasse war im Jahre 1980 (Silver, 2011). Es ist
dringend nétig neue Strategien fiir die Bekdmpfung von Bakterien zu finden. Fiir mégliche neue

Ansitze im Kampf gegen bakterielle Infektionen kénnten die natiirlichen Abwehrstrategien im
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humanen Organismus dienen. Erst kiirzlich entdeckte eine Arbeitsgruppe einen erstmaligen
Vertreter der neuen Klasse von Peptid-Antibiotika. Das Peptid Lugdunin wurde erstmals in der
menschlichen Nase gefunden. Produziert wird es von Staphylococcus lugdunensis, der bei weni-
gen Menschen auf natiirliche Weise vorkommt. Bisherige Daten zeigen eine starke antimikrobi-
elle Aktivitat gegen den doch sehr aggressiven multiresistenten Staphylococcus aureus USA300
(Zipperer et al, 2016). Trotz des hohen Evolutionsdruckes der antimikrobiellen Peptide, sind
kaum Resistenzen gegen diese bisher bekannten Molekiile bekannt (Peschel & Sahl, 2006). Al-
lerdings ist es hierfiir wichtig den Wirkmechanismus verschiedener antimikrobieller Molekiile

aus dem angeborenen Immunsystem zu verstehen.

1.6. Ziel der Arbeit

Die Aufkldrung der antimikrobiellen Mechanismen korpereigener bakterizider Molekiile ist es-
sentiell, um neue Antibiotikastrategien zu entwickeln. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf De-
fensinen, welche eine prominente Gruppe humaner antimikrobieller Peptide darstellen.

Ahnlich zum reduziertem hBD1, zeigt auch das HD6 aus der Panethzelle eine starke antimik-
robielle Aktivitit nach der Reduktion der Disulfidbriicken (Schroeder et al, 2014). Auch Pso-
riasin, ein S100 Protein welches sehr haufig in der Haut auftritt, wird erst durch seine Reduktion
starker antimikrobiell aktiv und weist danach ein breiteres Wirkspektrum auf (Hein et al,
2015). Die meisten verdffentlichten Studien haben jedoch den Mechanismus eines antimikro-
biellen Peptids untersucht, ohne die in vivo Umgebungsbedingungen zu beriicksichtigen. Die
antimikrobielle Aktivitit kann je nach Umgebungsfaktoren oder Veranderungen, wie z. B.
pH Wert und Sauerstoffanwesenheit beeinflusst werden. HBD1 zeigt unterschiedliche Wirkspek-
tren, abhangig von dessen Redoxstatus. Aufgrund der unterschiedlichen Bedingungen im huma-
nen Organismus fokussiert sich diese Arbeit auf den Mechanismus der verschiedenen Re-
doxformen von hBD1. Vorangegangene Daten aus der Arbeitsgruppe zeigen, dass es keinen Un-
terschied in der Aktivitit von hBD1red und hBD1ox auf Gram-negative E. coli gibt (Schroeder,
Wu, et al., 2011). Wahrend das reduzierte hBD1 gegen Gram-negative und Gram-positive Bakte-
rien antimikrobiell aktiv ist, zeigt das oxidierte hBD1 nur ein geringeres Wirkspektrum. Deshalb
soll im Rahmen dieser Dissertation der Mechanismus beider Redoxformen sowie das exakte
molekulare Zieltarget aufgeklart und die Unterschiede herausgearbeitet werden, um mehr In-
formationen iiber die Wirt-Mikroorganismus Interaktion zu erhalten. Des Weiteren sollen mog-
liche Abwehrmechanismen von Seiten der Bakterien gegeniiber hBD1 untersucht und beteiligte

Proteine identifiziert werden.
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2 Material und Methoden

2.1. Material

Alle Gerate, Verbrauchsmaterialien oder Chemikalien, welche nicht in den Tabellen aufgefiihrt
wurden, gehoren zur Standardausstattung von Laboren.

2.1.1. Geréate
Gerate Hersteller
Rollenmischer RS-TR05 Phoenix Instruments, Deutschland
Anaerojar Oxoid Limited, UK
BioTek® Plate reader Synergy HT Biotek, USA
Jenway 7300 Spectrophotometer Jenway, USA
Imaging System Chemi-Doc MP BioRad, USA
Intas Science Imaging Intas Science Imaging, Deutschland
FACSCalibur™ BD Biosciences, Deutschland
Luciferase Gerat Tecan Group, USA
6540 UHD Accurate-Mass QTOF LC/MS Agilent Technologies, USA
System
HPLC-System: 1200 Series Agilent Technologies, USA

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Materialien Hersteller

Columbia Agar Platten mit 5 % Schafblut Becton Dickinson, USA
Klvetten Sarstedt, Deutschland
96 well Plate, pp, F-Boden Greiner, Osterreich

96 well Plate, pp, F-Boden, weil3 Greiner, Osterreich
Anaero Gen, Oxoid Beutel Thermo Scientific, USA

Membranfilter, PET Membran, 3 ym Porengrofle Corning, USA
Filterpapier Whatman, UK
Transfermembran VWR, USA
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2.1.3. Chemikalien, Antikdrper und Kits

2.1.3.1. Chemikalien

Chemikalien / Reagenzien

Hersteller

Agarose low EEO

Bacto Agar

Bacto™ Tryptic Soy Broth

BBL Schaedler Broth
DiBAC,4(3)

Difco™ Lactobacilli MRS Broth
Difco™ Luria Bertani Broth
Difco~ Reinforced Clostridial Medium
D-Luciferin

L- Arabinose

IPTG

BSA

Bacterial Protease Arrest ™
0,5M EDTA

NADPH

Thioredoxin Reduktase
humanes Thioredoxin
Decylubiquinone (Q8)

AppliChem, Deutschland
Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA
Invitrogen, USA

Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA
Becton Dickinson, USA
Iris Biotech, Deutschland
Carl Roth, Osterreich
Carl Roth, Osterreich
Sigma-Aldrich, UK
Bioscience, USA
Bioscience, USA

Bimol, Deutschland
IMCO, Schweden

Sigma Aldrich, UK
Sigma Aldrich, UK

2.1.3.2. Antikdrper

Antikdrper Hersteller

Anti-hnBD1ox
Anti-hnBD1red

cell concepts, Deutschland
Uniklinikum Schleswig Holstein, Deutschland, bereitgestellt von Jens

Schroder (Schroeder et a/, 2011b)

Anti-dsbA
Ziege anti Kaninchen

De Duve Institute, Université catholique de Louvain, Brussel, Belgien
Jackson ImmunoResearch Labaratories, Deutschland
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2.1.4. Medien und Puffer

2.1.4.1. Zellanzucht

TSB Medium (1x)

Bacto~ Tryptic Soy

TSB Medium (2x)

Bacto™ Tryptic

LB Medium

Difco™ Luria Bertani

30 60 25
Broth 9 Soy Broth g Broth 9
H,O ad1lL H,0 ad1lL H,0 250 ml
2.1.4.2. Sonstiges
Tris/Tricine Laufpuffer (10x) pH 8,3 Elektrophoresepuffer (5x)
Tris M Tris 159
Tricin M Glycin 729
SDS 1% 10 % SDS 50 ml
H,O adll H,O ad1llL
PBS (10x) Tricin-Probenpuffer
NaCl 80 g Tris-HCI 200 mM
KCI 29 SDS 2%
Na,HPO, 1779 Glycerol 40 %
KH,PO, 249 Coomassie Brilliant Blue G-250 0,04%
H,O adll H,O ad 10 ml
SDS-Puffer (2x) 100 mM Na-Phosphatbuffer (pH 7,4)
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 2,5 ml NaH,PO, 47,5 ml
Glycerol 2ml Na,HPO, 2025 ml
10 % (w/v) SDS 4 ml H,O 250 ml
0,1 % Bromphenol Blau 0,5 ml
H,O ad 10 ml
200 mM NaH,PO, 200 mM Na,HPO,
NaH,PO, 276 g Na,HPO, 3569
H,O ad1lL H,O ad1lL
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Karnovskyldésung

AMA-Puffer

10 mM Na-Phosphatbuffer (pH 7,4)

1% TSB

L6sung B

12 % Glutaraldehyd in H,0

Losung A

Losung B

Losung A

0,2 M Na-Cacodylat 30 ml
7,5 % Paraformaldehyd 40 ml
CaCl, 50 mg
Transferpuffer

Tris 299
Glycine 146 g
20 % SDS 9,25 ml
Methanol 1L
H,O ad5L
TBS (10x) (pH 7,4)

NaCl 400 g
KCI 10g
Tris 150 g
H,O ad5L
1,5 M Tris- HCI (pH 8,8)

Tris 90,859
H,O ad 500 ml

TSE - Puffer

0,1 M Tris (pH 8,0) 60,5 mg
Saccharose 20 %
1 mM EDTA 14,61 mg
H,0 ad 50 ml
TBST

10 x TBST 500 ml
50 % Tween 10ml
H,0 ad5L
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

Tris 309
H,0 ad 500 ml
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2.1.5. Peptide

Alle hier aufgefiihrten Peptide wurden von der Firma EMC microcollections (Tiibingen, Deutsch-
land) mit einer Reinheit =2 90 % synthetisch hergestellt. Peptide in oxidierter Form (ox) wurden

tiber die Firma PeptaNova (Sandhausen, Deutschland) bezogen.

Tabelle 1: Aminoséuresequenz der verwendeten Peptide

Peptid Sequenz AbkUrzung
Humanes p-Defensin (hBD)

hBD1 welisngenpeptiay | PHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK hBD1ox
hBD1 (vollisngenpeptia) | PHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK hBD1red

hBD1 (as1.29) DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYR hBD1red_AS1-29

hBD1 (AS 29-36) GKAKCCK Heptapeptld

hBD1 (as1.36) DHYN-abu-VSSGGQ-abu-LYSA-abu-PIFTKIQGT-abu-YRGKAK- | hBD1red_Abu
abu-abu-K

hBD3 (oliangenpeptiay | CINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK | hBD3ox

Humanes a-Defensin (HD)

HD6 ollisngenpeptisy | AFTCHCRRSCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL HD6ox

2.1.6. Verwendete Bakterien

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Serotyp Charakteristik Quelle

Acinetobacter baumanii (DSM 30007) Referenzstamm DSMz

Bacillus subtilis 168 trpC2 IMIT

Bacillus subtilis 1S34 pS0o7 IMIT

Escherichia coli (EPEC) (DSM 8695) DSMZ

Escherichia coli IME3 Referenzstamm MMH

Escherichia coli MC1000 Referenzstamm JFC

Escherichia coli Nissle 1917 06:K5:H1 Referenzstamm IMIB

Escherichia coli O1:K1:H7 (UPEC) (DSM 10729) Klinisches Isolat DSMZzZ

Klebsiella pneumoniae 3-MRGN Klinisches Isolat RBK

Salmonella enteritidis Klinisches Isolat RBK

Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Klinisches Isolat RBK

Staphylococcus epidermidis (DSM 30883) DSMZ




ACS:
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Ardeypharm Collection of strains, Pharma-Zentrale GmbH, Deutschland

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultur GmbH, Deutschland
ATCC: American Type Culture Collection, USA
MRGN: Multiresistente Gram-negative

RBK:
UCL:

IMIT:
IMIB:

Robert-Bosch-Krankenhaus, Stuttgart, Deutschland
De Duve Institute, Université catholique de Louvain (UCL), Briissel, Belgien
Institut fiir Mikrobiologie und Infektionsmedizin, Tiibingen, Deutschland
Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie, Wiirzburg, Deutschland

MMH: Institut fiir medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Tiibingen, Deutschland

Tabelle 3: Verwendete Bakterien-Knockout Stamme

Stamm Deletion Erlauterung der Proteine Antibiotikaresistenz
Escherichia coli
MC1000 AdsbAAdsbB --- Kanamycin
AdsbA Thioldisulfidoxidoreduktase Kanamycin
AdsbB Disulfidebondformationprotein | Kanamycin
AompA AuRenmembranprotein Kanamycin
AlamB Maltoporin Kanamycin
AompW AuRenmembranprotein Kanamycin
AompF Auflenmembranprotein Kanamycin
AcirA Auflenmembranrezeptor Kanamycin
AdsbC Proteindisulfidisomerase Chloramphenicol
AdsbD Disulfidoxidoreduktase Kanamycin
AdsbCAdsbG -
AtrxC Thioredoxin C Kanamycin
AgshA Glutamatcysteinligase Kanamycin
Agor Glutathionreduktase Kanamycin
AtrxA Thioredoxin A Kanamycin
AdsbAAdsbB --- Chloramphenicol
+ pBAD33::dsbA Ampicillin
+ pQE60:dsbB Kanamycin
Nissle 1917 AflgE Flagellar Hook Protein Chloramphenicol
AfliA RNA Polymerase Sigma Factor | Chloramphenicol
AfliC Flagellin Chloramphenicol
JM83 AhtrB htrB Acyltransferase Ampicillin
AhtrB + htrB(Pg) | htrB Acyltransferase Ampicillin
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2.1.7. Software

Programm Hersteller

Genb 2.00 Biotek, USA

Image Lab 5.1 BioRad, USA

GraphPad Prism Version 6.04 GraphPad Software, Inc., USA

Intas GDS Intas Science Imaging, Deutschland
Bioconfirm Software Aggilent Technologies, USA
i-control™ — Microplate Reader Software Tecan Group, Schweiz

BD Cell Quest Software BD, Deutschland

2.2. Mikrobiologische Methoden

2.2.1. Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitat

2.2.1.1. Radial Diffusions Assay

Die antimikrobielle Aktivitdt von verschiedenen Peptiden wurde mittels einer etablierten Me-
thode (Lehrer et al, 1991), dem Radial Diffusions Assay (RDA) getestet. Fiir die Messung wurden
Bakterien fiir 16 h in fliissigem TSB-Medium bei 37 °C unter Schiitteln angezogen. Fiir die An-
zucht von anaeroben Bakterien wurde eine anaeroben Kammer mit AnaerobGen-Beutel verwen-
det. An Tag 2 wurden die Log-Phase Bakterien zweimal in 10 mM Natriumphosphat Puffer (pH =
7,4) gewaschen und anschliefend 4 x 106 CFU/ ml Bakterien fiir den Assay verwendet. Die Inku-
bation der Bakterien mit verschiedenen Peptiden erfolgte in einem Gel aus 10 ml Natriumphos-
phatpuffer (pH = 7,4), welcher 0,3 mg/ ml TSB-Pulver, sowie 1 % w/v von EEO-Agarose (Under-
laygel) enthdlt. In die zuvor ausgestanzten Locher wurden dann die synthetisierten Peptide (1-4
ug) gegeben und alles fiir 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 10 ml
eines nahrstoffreichen Gels (Overlaygel) aufgetragen, welches als Zusatze 6 % TSB-Pulver, 1 %
EEO-Agarose und 10 mM Natriumphosphatpuffer enthalt. Nach weiteren 16 h bei 37 °C konnten
dann die Hemmhofe um die Ausstanzlocher ausgemessen werden. Anhand der Grofde kann die
Starke der antimikrobiellen Aktivitit bestimmt werden. Die Experimente wurden mindestens

dreimal wiederholt. Angegeben sind die Werte mit +/- SEM.

Tabelle 4: Verwendete Antibiotika im RDA bei der Verwendung von Knockoutstammen

Antibiotika Stammkonzentration Arbeitskonzentration

Chloramphenicol 25 mg/ ml 25 pg/ ml

Kanamycin 50 mg/ ml 50 pg/ml
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Plasmid-Induktions Experiment mittels RDA

Der Bakterienstamm E. coli MC1000 AdsbAAdsbB pQE60::dsbB + pBAD33::dsbA, bei welchem
die Proteine DsbA und DsbB im Genom deletiert, aber auf einem sekundaren Plasmid mit einem
Promotor enthalten sind, wurde im RDA mit speziellen Zusatzen (Arabinose, IPTG) getestet. Die
Bakterien wurden wie gewohnt auf ODeoo = 0,01 liberimpft und 2,5 h bei 37 °C, schiittelnd inku-
biert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde alle 30 min 0,4 % L-Arabinose fir das Plasmid
pBAD33 und 2 mM IPTG fiir das Plasmid pQE60 zur Promotoraktivierung hinzugefiigt. Anschlie-
3end wurde der RDA wie im Standardprotokoll weiter ausgefiihrt und die Zusatze L-Arabinose

und IPTG, sowie Antibiotika (Tabelle 5) zur Selektion in das Overlaygel pipettiert.

Tabelle 5: Verwendete Antibiotika bei den Rescue-Mutanten

Antibiotika Plasmid Stammkonzentration Arbeitskonzentration
Chloramphenicol (pBAD33) 25 mg/ ml 25 pg/ ml
Ampicillin (PQE60) 50 mg/ ml 200 pg/ ml

2.2.1.2. Luciferase Reporter Gen Assay

Fiir diesen Luciferase Assay (Urban et al, 2007) wurde ein Reporter Stamm mit einem Hinter-
grund von Bacillus subtilis 1S34, welcher einen Promotor mit ypuA-Gen enthalt (Bacillus subtilis
1S34 pS107), verwendet. Der Promotor wird bei aufkommenden Schiaden oder Einschriankun-
gen der Zellwandsynthese und der Zellhiille induziert. Zusatzlich wurde das ypuA-Gen an ein
Firefly Luciferase Reportergen gekoppelt und ist durch die genannten bakteriellen Zellwand-
schiden induzierbar. Die Anzucht erfolgte in LB-Vollmedium, unter Antibiotikaselektion (Eryth-
romycin) bis zu einer ODeoo von 0,9 bei 37 °C. AnschliefRend erfolgte eine Verdiinnung der Kultur
mit LB-Medium auf eine ODggo = 0,02. In eine 96-Well Platte wurde jeweils eine Verdiinnungs-
reihe der Peptide in einem finalen Volumen von 60 ul LB-Medium pipettiert und 60 pl Bakteri-
ensuspension hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 37 °C wurden 60 pl Luciferin-
Puffer (2 mM Luciferin in 0,1 M Citratpuffer, pH = 5,0) per TECAN-Reader pro Well hinzugefiigt
und die Lumineszenz 5 min nach Injektion gemessen. Die Daten wurden im Anschluss analysiert.

Als interne Kontrolle diente Vancomycin mit einer maximalen Konzentration von 25 pug/ ml.

Tabelle 6: Verwendete Antibiotika im Luciferase Reporter Gene Assay

Antibiotika Stammkonzentration Arbeitskonzentration

Vancomycin 10 mg/ ml 25 ug/ ml

Erythromycin 10 mg/ ml 5 ug/ mi
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2.2.1.3. Tribungsassay

Zusatzlich wurde fiir den Nachweis der antimikrobiellen Aktivitit ein weiterer Assay durchge-
fithrt, welcher auf Wachstumshemmung basiert und mittels optischer Dichte die Fliissigkultur
bestimmt wird (Wiegand et al, 2008). Die zu verwendeten Bakterien wurden liber Nacht in 1 x
TSB angezogen und am nichsten Tag auf ODggo = 0,01 liberimpft. Die Log-Phase Bakterien wur-
den dann zweimal mit 10 mM Natriumphosphat Puffer (pH = 7,4) mit 1 % TSB (AMA-Puffer)
gewaschen und die OD bestimmt. Fiir den Triibungsassay wurden 5 x 10> CFU/ ml Bakterien
eingesetzt und mit einer Peptidmenge von 0,97 - 125 pmol in einem finalen Volumen von 100 pl
AMA-Puffer vermischt. Nach einer Inkubation von 2 h, schiittelnd bei 37 °C wurden 6 % TSB
dazugegeben und die ODgoo gemessen. Das bakterielle Wachstum wurde 18 h, schiittelnd bei
37 °C beobachtet und grafisch dargestellt. Die Experimente wurden mindestens dreimal wieder-

holt. Angegeben sind die Werte +/- SEM.

2.2.1.4. Inaktivierung von hBD1 durch bakterielle Proteasen

Fir die Fragestellung, ob eine Inaktivierung von bakteriellen Proteasen das Vollldngenpeptid
hBD1 stabilisiert und somit die Aktivitit verstarkt, wurde das Triibungsassay-Protokoll neu
etabliert. Hierzu wurde eine Ubernachtkultur E. coli MC1000 frisch in TSB iiberimpft und bis zur
Log-Phase bei 37 °C geschiittelt. Im Anschluss wurden die Bakterien zweimal mit AMA-Puffer
gewaschen und eine Bakterienmenge von 6 x 10® CFU berechnet. Das Bakterienpellet wurde
anschiefdend in 156,8 ul AMA-Puffer resuspendiert. Es wurden 2 pl der jeweils vorverdiinnten
Proteinaseinhibitormenge (Tabelle 7) und 2 ul EDTA zugegeben und 10 min bei 37 °C schiittelnd
inkubiert. Auf den Bakterien - Proteaseinhibitor-Mix wurden nun 50,9 pM hBD1red oder 0,01 %
Essigsdure, welche als Positivkontrolle dient, pipettiert. Es folgte wieder ein Inkubationsschritt
fiir 30 min bei 37 °C. Danach wurde in eine 96-Well-Platte jeweils 10 pl Bakterien - Proteasein-

hibitor-Mix zu 190 pl 1 x TSB gegeben und iiber Nacht das Wachstum bei OD¢go verfolgt.

Tabelle 7: Zusammensetzung der bakteriellen Proteinase-Inhibitormenge

Bakterien Protease Arrest™

0,01 x
0,005 x Die einzelnen Proteinaseinhibitorrmengen wurden mit H,O
0,0025 x verddnnt und in einem finalen Volumen von 10 ul eingesetzt.
0,00125 x Als Positivkontrolle diente H,O.
0,0006125 x
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2.2.1.5. Durchflusszytometrie (FACS)

Um Hinweise auf Zellwandschdaden an Bakterien zu untersuchen, wurde ein Assay, welcher auf
Durchflusszytometrie basiert, verwendet (Nuding et al, 2006). Der zu verwendende Farbstoff
DiBAC4(3) ist ein membranpotentialsensitiver Farbstoff, welcher sich bei einer defekten Bakte-
rienmembran einlagern kann. Somit konnen Bakterien mit Membranschidden oder mit depolari-
sierter Membran von lebenden Bakterien unterschieden werden. Hierzu wurden ca. 1,5 x 108
Bakterien mit AMA-Puffer verdiinnt (1:10) und davon 95 pl Bakterienldsung flir den Assay ver-
wendet. Die Bakterienlosung wurde mit 10 pl Peptidlosung 1 h bei 37 °C, schiittelnd inkubiert,
im Anschluss 2 pl DiBAC4(3) (Gebrauchslosung: 1:20 mit H,0) zugegeben und weitere 10 min
bei RT inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 7000 rpm, 5 min bei 4 °C. Das Pellet
wurde in 300 pl 1 x PBS aufgenommen und per Durchflusszytometer (FACSCalibur™) pro Probe

10 000 Events gemessen. Die Daten wurden mit Hilfe der Cell Quest Software analysiert.

2.2.1.6. Membran Permeabilitats Assay

Um die Durchlassigkeit von Peptiden in den Membranen zu testen, wurde ein Membran Perme-
abilitats Assay in Kooperation mit Adam Stromstedt (Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Der

Versuch wurde, wie in Stromstedt et al, 2016 beschrieben, durchgefiihrt.

2.2.1.7. Transmigrationsassay

Flir den Nachweis von Netzen und deren Funktion wurde ein Transwell Membran Assay etab-
liert. Hierfiir wurden Bakterien in 1 x TSB bei 37 °C, iiber Nacht angeimpft. Am Tag 2 wurden die
Log-Phase Bakterien zweimal in AMA-Puffer gewaschen und eine Bakterienmenge von
1 x 107 CFU berechnet. Die berechnete Bakteriensuspension wurde bei 7000 rpm, 5 min zentri-
fugiert und in 50 pul AMA-Puffer aufgenommen. Zuvor wurden die Filter mit PET Membran und
einer Porengrofle von 3 pm mit 62,5 umol Peptid in einem finalen Volumen von 50 pul AMA-
Puffer fiir 1 h bei 37 °C vorinkubiert, um die Netzbildung zu ermoglichen.

Im Anschluss wurden jeweils 50 pl Bakteriensuspension vorsichtig auf die Peptidlosung in den
Filter gegeben und in eine 24-Well Platte mit vorgelegtem 400 pl 1 x TSB Medium fiir 1 h bei
37 °C, leicht schiittelnd gestellt. Nach der Inkubationszeit wurde aus dem Filter und 1 x TSB Me-
dium eine definierte Menge entnommen und ausplattiert. Zusatzlich wurde das Bakterienwachs-
tum in dem restlichen 1 x TSB Medium iiber 12 h bei 37 °C und leichtem Schiitteln beobachtet
und grafisch dargestellt. Die Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt. Angegeben

sind die Werte +/- SEM.
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2.3. Protein Methoden

2.3.1. Massenspektrometrische Analysen

2.3.1.1. /n vitro Oxidation von hBD1

HBD1red oder hBD1ox wurden zu 30 pM DsbA, 150 nM DsbB und 30 mM Coenzym Q8 in 0,1 M
Kaliumphosphat (2 mM EDTA, pH 7,0) gegeben und der Ansatz fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Proben mit 0,5 % (v/v) Ameisensdure und 10 % Acetonitril versetzt
und mittels 6540 UHD Accureate-Mass Q-TOF LC/MS analysiert. Zusatzlich wurde zur Chroma-
tographie ein ,1200 series HPLC System“ und ,,AdvanceBio Peptide Map Sédule“ (2,1 x 150 mm, 2,7
um) verwendet. Der Gradient startete mit 2 % Losung B (Acetonitril + 0,1 % Ameisensaure) fiir
4 min, anschlief3end folgte eine Erh6hung auf 45 % Loésung A (Hz0 + 0,1 % Ameisensdure) in-

nerhalb 35 min bei 55 °C und einer Flief3geschwindigkeit von 0,4 ml/ min.

2.3.1.2. /n vitro Reduktion von hBD1

Fiir die in vitro Reduktion wurden alle Substanzen, welche in Tabelle 8 aufgefiihrt sind, zusam-
mengegeben und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Thioredoxin-Mix

(Tabelle 8) fiir weitere Versuche auf Bakterien in der Log-Phase gegeben.

Tabelle 8: Zusammensetzung fur die /n vitro Reduktion von hBD1

Zusammensetzung Menge Volumen
hBD1ox 50 uM 39,28 ul
NADPH 08 mM 16 pl
TRX Reduktase 200 nM 4 ul
Kaliumphosphatpuffer mit 2 mM EDTA, pH 7.0 | 100 mM 72,72 pl

5 min bei RT stehen lassen
Humanes Thioredoxin 3 uM 60 ul
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2.3.2. Proteinnachweis mittels Westernblot

E. coli MC1000 WT und MC1000 AdsbAAdsbB pQE60::dsbB + pBAD33::dsbA wurden in 10 ml
TSB mit entsprechendem Antibiotika angezogen (Tabelle 3). Eine frische Log-phasen Kultur
wurde jeweils mit 0,4 % Arabinose und 2 mM IPTG tiber 2 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert. An-
schlieRend folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 7000 rpm. Der Uberstand wurde ver-
worfen und das Pellet in 200 ml TE-Puffer mit 15 mg/ ml Lysozym resuspendiert und bei RT 10
min inkubiert, bevor wieder bei 7000 rpm, 5min zentrifugiert wurde. Das Pellet wurde in 1 ml
0,01 % Essigsiure resupendiert und mit dem Uberstand im Westernblot verwendet. Alle Wes-
ternblots wurden mit 14 %igen Acrylamidgelen (Tabelle 10) durchgefiihrt. Nach dem Gief3en
und Aushérten der Gele wurde diese in die Apparatur eingebaut und die Proben mit Probenpuf-
fer versetzt und geladen. Nach dem Befiillen der Taschen wurde mit (1x) Elektrophoresepuffer
aufgefiillt und eine Spannung von 150 V fiir 4 h angelegt. Nach dem Auftrennen der Proteine
erfolgte das Semi-dry-Blotten, indem ein Stapel aus 3 Filterpapieren, Nitrocellulosemembran,
Gel und 3 weiteren Filterpapieren erstellt wurde. Alle Bestandteile des Sandwiches wurden zu-
vor in Transferpuffer eingelegt. Der Blottvorgang wurde mit einem Fastblot System und einer
Stromstadrke von 350 mA fiir 17 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Anschlieflend wurde die
Membran mit 5 % (w/v) Milchpulver in TBST fiir 1 h geblockt. Nach mehrmaligen waschen mit
TBST wurde der Antikorper (Tabelle 9) in 1 % (w/v) BSA in TBST zugegeben und die Membran
tiber Nacht bei 4 °C schiittelnd inkubiert. Es folgte das Abnehmen der Antikorperlésung und
mehrmaliges Waschen der Membran in frischem TBST. Anschlief3end wurde der Sekundaranti-
korper zugegeben und eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir 1 h folgte. Nach der Antikor-
perinkubation wurde die Membran nochmals in TBST gewaschen und ,Super Signal®R West Dura
Extend Duration Substrate“ von Thermo Scientific fiir die Detektion verwendet. Die beiden Lo-
sungen wurden nach Angaben des Herstellers gemischt und fiir 5 min auf die Membran gegeben.
Fiir die Aufnahmen der Bilder wurde das ,Imaging System Chemi-Doc MP“ von BioRad verwen-

det.

Tabelle 9: Verwendete Antikérper im Westernblot

Antikdrper Stammkonzentration Verdinnung

anti - DsbA unbekannt 1:50

Goat-anti-rabbit Meerrettich IgG Peroxi- 0.8 mg/ ml 1:5000

dase-konjugiert
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Acrylamidgele fur Westernblot

Acrylamidgele

14 % Trenngel [3-100 kDa] Sammelgel
Acrylamid 17,55 ml 2,7 ml
H,O 99 ml 12,2 mil
15M Tris (pH 8,8) 9,33 ml
0,5M Tris (pH 6,8) 5ml
10 % SDS 375 ul 200 pl
TEMED 37,5 ul 20 pl
10 % APS 375 ul 200 pl

2.3.3. Elektronenmikroskopische Bildgebung

2.3.3.1. Rasterelektronenmikroskopie

Fiir die Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde das Protokoll von Bjorn Schroder (Schro-
eder et al, 2014) verwendet. Hier wurden ca. 6 x 108 CFU E. coli oder 2 x 108 CFU K. pneumoniae
mit 200 pg/ ml Peptid bei 37 °C fiir 2 h schiittelnd inkubiert. Im Anschluss wurden die Bakterien
bei 7000 rpm fiir 5 min abzentrifugiert und das Bakterienpellet in Karnovsky’s Reagenz fixiert.
Anschliefsend wurden die Bakterien in 1 x PBS gewaschen und ein weiteres Mal mit 1 % 0sO4in
Wasser fixiert. Es folgte die Zugabe von 100 % Ethanol und die Trocknung. Die Auswertung er-
folgte in Kooperation mit Jiirgen Berger (Max-Planck Institut fiir Entwicklungsbiologie, Tiibin-
gen) und die finale Analyse der Bakterienoberflichen (n=10 Bakterien) von vier unabhiangigen

Experten.

2.3.3.2. Transmissionselektronenmikroskopie

Fir eine weitere Methode zur Strukturanalysen in Bakterien wurde die Transmissions-
elektronenmikroskopie (TEM) verwendet. Hierzu wurden 6 x 108 CFU E. coli mit 200 pg/ ml
Peptid 2 h bei 37 °C, schiittelnd inkubiert. Behandelte Bakterien wurden anschlief3end mit Kar-
novsky Losung fixiert und in 3,5 % Agarose bei 37 °C eingebettet, bei Raumtemperatur ausge-
hartet und danach wiederholt in Karnovsky Losung fixiert. Eine Nachfixierung der Proben er-
folgte in 1 % OsO4 fiir 1 h. Zuséatzliche Waschschritte wurden mit destilliertem Wasser durchge-

fithrt, sowie eine weitere Probenbehandlung mit 1 % Uranylacetat (2 % in dH20). Vor der Anfer-
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tigung von Semi-Diinnschnitten wurden die Proben noch einer Alkoholreihe (schrittweise von
30-96 %) und Polypropylenoxid, sowie der Einbettung in Glycidether unterzogen. Die Analyse
erfolgte an der Hautklinik Tiibingen am Zeiss LIBRA 120 Transmissionselektronenmikroskop

(Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei 120 kV.

2.3.3.3. Immunogold-Farbung

Um hBD1 in Bakterien zu lokalisieren wurde eine Immuno-Gold-Farbung etabliert. 6 x 108 CFU
E. coli wurden mit 200 pg/ ml Peptid 2 h bei 37 °C, schiittelnd inkubiert und anschlief3end in 3 %
Paraformaldehyd und 0,01 % Glutaraldehyd fixiert. Es folgte eine Einbettung in 4 % Agarose bei
37 °C und eine weitere Einbettung in Lowicryl K4M (Polysciences, Deutschland). Die Blocke
wurden dann am Ultracromotom (Ultracut, Reichert, Wien, Osterreich) in 30 nm Schnitte verar-
beitet. Die Schnitte wurden anschliefiend mit rabbit-anti-hBD1ox (cell concepts, Deutschland)
oder rabbit-anti-hBD1red (Schroeder et al, 2011b), behandelt.

Zuletzt wurden die Proben mit einem Sekundarantikérper goat-anti-rabbit IgG (Jackson Immun-
oResearch Labaratories, Deutschland), welcher mit einem 6 nm grofden Goldkorn gekoppelt ist,
inkubiert. Es erfolgte wieder eine Analyse der Bilder mit Zeiss LIBRA 120 Transmissions Elekt-
ronenmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei 120 kV.

Fiir die Lokalisierung und Bestimmung der Menge an hBD1 (n= 14 Bakterien) wurden drei un-
abhangige Experten zur Bestimmung herangezogen. 0 = keine Detektion, 1 = wenig Detektion, 3

starke Detektion.

2.4. Statistische Auswertung

Flir die statistischen Analysen zwischen verschiedenen Gruppen wurden entsprechende Tests
mittels der GraphPad Prism Software durchgefiihrt. Fiir die Evaluierung von Unterschieden zwi-
schen zwei Gruppen wurde ein nicht parametrischer Test verwendet, dagegen fiir Daten, welche
nicht normal verteilt waren, der ,Mann-Whitney-Test". In den einzelnen Graphen werden die
Signifikanzwerte durch Sterne gekennzeichnet: p>0.05 = nicht signifikant (ns); p<0.05 =%

p<0.01 =**; p<0.001 =***; p<0.0001 =****,
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3 Ergebnisse

3.1. Analyse der antimikrobiellen Aktivitat von hBD1

Erst kiirzlich wurde durch Bjoern O Schroeder, Wu, et al, 2011 bekannt, dass hBD1 erst eine
starke antimikrobielle Aktivitat entwickelt, nachdem die Disulfidbriicken des Peptids reduziert
werden. Die resultierende reduzierte Form von hBD1 (hBD1red) zeigt starke antimikrobielle
Aktivitat gegen eine grofie Anzahl an Bakterienspezies. In den bisher publizierten Versuchen
wurde hBD1 mittels Reduktionsmittels wie z. B. 1,4-Dithiothreitol (DTT) reduziert (Schroeder et
al, 2011Db). In dieser Arbeit wurde ein synthetisch produziertes hBD1red verwendet, weshalb
zunachst die antimikrobielle Aktivitiat, mittels einem Radial Diffusion Assay (RDA), gegen ver-
schiedene Bakterienstimme noch einmal getestet wurde. Dabei werden die Bakterien in einem
nahrstoffarmen Gel mit hBD1ox oder hBD1red 3 h inkubiert und dessen antimikrobielle Aktivi-
tdt nach Zugabe eines ndhrstoffreichen Gels anhand der Grofie der entstandenen Hemmbhofe
gemessen und als Balkendiagramm dargestellt (Abbildung 5).

In Ubereinstimmung mit publizierten Daten, zeigte auch hier das synthetisch hergestellte
hBD1red gegen alle getesteten Bakterienstimme eine antimikrobielle Aktivitit (Abbildung 5)
(Schroeder et al, 2011b). Auffallig war, dass die oxidierte Redoxform von hBD1 (hBD1ox) nur
gegen E. coli und S. enteritidis, welche Gram-negativ sind, antimikrobiell aktiv war. Dahingegen
wurde keine antimikrobielle Aktivitiat gegen Gram-positive Stamme, wie B. subtilis, S. epidermis
und S. aureus detektiert. Der RDA enthéalt immobilisierte Bakterien, daher ist es nicht mdéglich
zwischen bakterizider und bakteriostatischer Wirkung zu unterscheiden. In dem nebenstehen-
den RDA-Ausschnitt (Abbildung 5) sind die Hemmbhofe, entstanden durch hBD1ox und hBD1red,
abgebildet. Ein Probenloch von 2,5 mm fiir jedes verwendete Peptid entsteht immer durch die
Verwendung der Stanze. Es ist deutlich zu erkennen, dass der Hemmhof durch hBD1red sehr
abgegrenzt und klar wirkt. Der durch hBD1ox induzierte Hemmbhof erscheint dagegen sehr un-
regelmafdig und mit vielen einzelnen Kolonien bewachsen. Auch eine doppelte Konzentration
von 4 pg liefs den Hemmbhof nicht deutlich klarer werden. Stattdessen wirkte der Hemmhof noch

diffuser und teils war er mit mehr Kolonien iiberwachsen.
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Abbildung 5: HBD1 Redoxformen zeigen unterschiedlich starke Aktivitat gegen Bakterien

Bakterien wurden mit 2 ug hBD1lox oder hBD1red inkubiert und die antimikrobielle Aktivitat mittels RDA
durch Ausmessen der Hemmhofe bestimmt. Das Probenloch besitzt einen Durchmesser von 2,5 mm (ge-
strichelte Linie) und wird nicht als antimikrobielle Aktivitat gewertet. Dargestellt sind die Ergebnisse mit +/-
SEM aus drei unabhangigen Experimenten. Nebenstehend ein reprasentativer Ausschnitt mit £ colf
MC1000.

Da sich die Aktivitat der zwei unterschiedlichen Redoxformen sehr stark unterscheidet wurde
vermutet, dass es sich hier um zwei unterschiedliche Wirkmechanismen handelt. Fiir weitere
Abklarung der antimikrobiellen Aktivitit von hBD1ox und hBD1red wurde eine sensitivere Me-
thode, ein Triibungsassay, gewahlt.

Im Triibungsassay wurde E. coli MC1000 entweder mit 62,5 pmol (A) oder mit 125 pmol
(B) Peptid inkubiert und das Wachstum nach Zugabe von 6 % TSB tiber 18 h bei einer optischen
Dichte (OD) von 600 nm beobachtet und in Prozent zum Wachstum der Positivkontrolle (unbe-
handelte Bakterien) dargestellt (Abbildung 6). Uber diesen Zeitraum ist es moglich eine antibak-
terielle Wirkung eines Peptids zu detektieren. Nach Inkubation mit hBD1red war kein bakteriel-
les Wachstum mehr zu erkennen, was auf eine sehr starke bakterizide Wirkung hinweist
(Abbildung 6A+B). In Abbildung 6A ist zudem das Wachstum von E. coli MC1000 mit einer Inku-
bation von 62,5 pmol hBD1ox gezeigt, was zu einem Wachstumsversatz von ca. 4 h im Vergleich
zur Kontrolle fiihrte. Nach 4,5 h wurde schon 10 % Wachstum detektiert. Ein 80 %iges Wachs-
tum wurde nach mehr als 7 h erreicht. Auch eine Verdopplung der Konzentration auf 125 umol
fiihrt zu keiner stiarkeren bakteriziden Wirkung. Die hohere Konzentration zeigte lediglich eine
Wachstumsverzogerung von 5,5 h, sowie ein 10 % iges Wachstum nach 6 h und 80 % Wachstum
nach ca. 8 h in Relation zur Kontrolle. Zusammenfassend kann eine Verdopplung der Konzentra-
tion keinen grofien Unterschied in der Wirkungsstirke von hBD1ox bewirken. Méglicherweise

ist die antimikrobielle Aktivitat schwacher bakterizid oder andere Mechanismen wie eine bakte-
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riostatische Eigenschaft von hBD1ox konnen hier durch diesen Assay nicht ausgeschlossen wer-

den.
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Abbildung 6: Redoxformen zeigen eine unterschiedlich starke Aktivitét im sensitiveren Tribungsassay

Das Wachstum von £. co/i MC1000 mit (A) 62,5 pmol und (B) 125 pmol Peptid wurde in einem Trubungs-
assay mittels optischer Dichte verfolgt und in % zur Positivkontrolle, nach Zugabe von 6 % TSB dargestellt.
Dargestellt sind die Werte in % mit +/- SEM aus drei unabhangigen Experimenten.

3.1.1. Charakterisierung der bakteriellen Targets der hBD1 Redoxformen

Es ist bekannt, dass einige antimikrobielle Peptide die bakterielle Zellhiille als Target verwenden
(Zasloff, 2002; Brogden, 2005). Haufig werden Membranen durchlochert oder das
Membranpotential verandert was zu einem Zusammenbruch des Potentials und schliefdlich zum
Zelltod fihrt (Brogden, 2005). Um zu iiberpriifen, ob hBD1ox und hBD1red ebenfalls auf die
Zellmembran einwirken konnen, wurde ein Luciferase Reportergen Assay verwendet (Abbildung
7). Hierzu wurde ein B. subtilis Reporterstamm verwendet, welcher einen ypuA-Promotor mit
fusionierterm Luciferasegen enthalt. Es ist bekannt, dass dieser ypuA-Promotor sensitiv auf
Membran-assoziierten und Zellhiillen-assoziierten Stress reagiert (Urban et al, 2007). In diesem
Assay wurde nach Inkubation mit Peptiden die Luciferaseaktivitit gemessen. Fir die
Anwendung mit Peptiden wurde das Protokoll von Wenzel et al, 2014 verwendet und fiir die
Testung humaner Defensine modifiziert (siehe 2.2.1.2). Eine hohe Luciferaseaktivitit entspricht
somit einer starken ypuA-Promotor Aktivitit und ist mit hoher Zellhiillenschiadigung
gleichzusetzen. B.subtilis ypuA wurde zunachst in LB-Vollmedium angezogen und mit
verschiedenen Konzentrationen von hBD1red (Abbildung 7A) oder hBDlox (Abbildung 7B)
inkubiert. HBD3ox (Abbildung 7C) wurde in diesem Fall als Positivkontrolle in einer niedrigeren
Konzentration verwendet, da die antimikrobielle Aktivitat deutlich starker ist als die von hBD1.

In Abbildung 7 ist die Hohe der Aktivitit von ypuA Promotor, normalisiert auf die
Eigenlumineszenz der Bakterien, aufgetragen. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass hBD1red, im

Gegensatz zu hBD1ox, eine starke Erhohung der Promotoraktivitit auslost (zweifach erhoht bei
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80 umol). Nach der Inkubation mit hBD1ox konnte nur eine sehr minimale bis keine Aktivitat
festgestellt werden. Als Kontrolle diente unter anderem Vancomycin (Abbildung 7D), welches
standardgemaf? fiir den ypuA-Promotor als Kontrolle verwendet wird (Urban et al, 2007). Fiir
eine Kontrolle auf Defensinebene wurde die Verwendung von hBD3ox etabliert. Die interne
Kontrolle Vancomycin zeigte einen fiinffachen Anstieg der Promotoraktivitit bei einer
Konzentration von 16,8 pmol. Bei hBD3ox wurde eine ca. 1,5 - 2,5 fache Erh6éhung der
Promotoraktivitit festgestellt. Vancomycin gehort zu den Antibiotika welche mit einer geringen
Konzentration eine starke Aktivitit aufweisen. Dennoch darf die Konzentation nicht zu hoch
sein, denn bei einem toten Bakterium kann keine Promotoraktivitit mehr gemessen werden
(siehe hBD3; 1,25 pumol). Die darauffolgenden Konzentration von hBD3 mit 0,6250 umol und
0,3125 pmol zeigten deutlich erhdhte Standardabweichungen. Je nachdem wieviel Bakterien
sofort getdtet werden, desto niedriger ist die Promotoraktivitat, welche bei Null liegt, sobald die
Bakterien getotet werden. Wird die Membran nur leicht zerstért und es kommt nicht zum
Abtoten der Bakterien, ist eine Promotoraktivitit messbar und es kommt zu diesen doch so
unterschiedlichen Messwerten mit hohen Standardabweichungen.
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Abbildung 7: ypuA Promotoraktivitat nach hBD1 Behandlung als Marker fir Zellhtllenstress

B. subtilis ypuA wurde mit einer Konzentrationsreihe von 0,04 — 80 pmol hBD1red (A) oder hBD1lox (B) 1 h
inkubiert und im Anschluss die Promotoraktivitat von ypuA, gekoppelt an ein Luciferase Reportergen, ge-
messen. Als Positivkontrolle diente hier hBD3ox (C) in einer Konzentrationsreihe von 0,0006 - 1,25 pmol und
Vancomycin (D) in einer Konzentration von 0,008 — 16,8 pmol. Die Darstellungen enthalten die Mittelwerte mit
+/- SEM von zwei unabhangigen durchgefuhrten Experimenten.
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Da hBD1ox im RDA keine Aktivitidt gegen B. subtilis 168 (trpC2) gezeigt hat (Abbildung 5) und
somit der verwendete Luciferase Reportergen Assay mit dem Bacillus-Promotorstamm fiir
hBD1lox nur eine limitierte Aussagekraft hat, wurden weitere Methoden mit Gram-negativen
Bakterien etabliert und verwendet. Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, sind beide Redoxformen im
RDA gegen E. coli MC1000 antimikrobiell aktiv. Um das Zieltarget von hBD1ox genauer zu lokali-
sieren, wurde ein Membran Permeabilitiits Assay mit kiinstlich hergestellten Liposomen und
einem humanen Liposomenmodell (Popc) mit Cholesterol (Popc:cho) verwendet. Fiir den Ver-
such wurden Liposomen hergestellt, welche aus E. coli Lipidextrakten gewonnen wurden oder
ein Membranmodell, was die humane Cytoplasmamembran imitiert. Die Permeabilisation der
hergestellten Membranmodelle wurde durch den Austritt von Carboxyfluorescein nach hBD1red
oder hBD1ox Inkubation gemessen.

In Abbildung 8 sind die Ergebnisse des humanen Liposomenmembranmodells (gestri-
chelte Linie) und der E. coli Membran (durchgezogene Linie) dargestellt. Durch hBD1ox konnte
nach 45 min bei der hochsten Konzentration von 10 pM nur ein Ausfluss von ca. 8 % aus den
bakteriellen Liposomen festgestellt werden. Dagegen konnte kein Austritt aus den humanen
Liposomen detektiert werden. Nach hBD1red Zugabe konnte ein Austritt von 8 % Carboxyflu-
orescein schon bei einer Konzentration von 0,6 uM und ein ECso bei 10 uM in den Liposomen mit
bakteriellem Ursprung nach bereits 10 min detektiert werden. ECso steht fiir die mittlere effekti-
ve Konzentration, bei der ein halbmaximaler Effekt beobachtet wird. Auf das humane Memb-
ranmodell Popc/cho verursachte hBD1red eine Durchladssigkeit von nur 6 % bei einer Konzent-
ration von 10 uM nach 45 min Inkubation, was somit eine toxische Reaktion von hBD1red auf
humane Membranschichten ausschliefRen ldsst. Gegen das E. coli Lipidmembranmodell zeigte
sich jedoch nach 45 min Inkubation, bei der hochsten eingesetzten Menge an hBD1red, eine
Durchlassigkeit von 50 %. Dieses Ergebnis bestatigt nochmals die Daten des Reporter Gen As-
says mit B. subtilis. Es wird deutlich, dass hBD1 abhédngig vom Redoxstatus unterschiedliche
Wirkmechanismen aufweist und die reduzierte Form von hBD1red stark auf die bakterielle
Zellmembran wirken kann. Im Gegensatz dazu, zeigt hBD1ox nur sehr geringen Einfluss auf Lip-

osomen und auf die bakterielle Zellmembran.
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Um den Wirkmechanismus noch detaillierter zu verstehen, wurde ein dritter Assay etabliert.
Dieser Assay detektiert eine Depolarisierung des bakteriellen Membranpotentials durch Durch-
flusszytometrie (FACs) und es ist somit moglich Effekte von hBD1red und hBD1ox auf die cyto-
plasmatische Membran zu untersuchen. Im Gegensatz zu dem Membran Permeabilitdits Assay
wird hier, sowie in den nachfolgenden Experimenten, kein bakterielles Membranmodell ver-
wendet, sondern E. coli MC1000. Als Vorlage diente hier das Protokoll aus Nuding et al, 2006,
welches an die hBD1 Anwendung hier angepasst wurde (siehe Kapitel 2.2.1.5). Dabei wird der
Fluoreszenzfarbstoff DiBAC4(3) zu den mit hBD1 inkubierten Bakterien gegeben. Dieser Farb-
stoff kann dann in depolarisierte Zellen eindringen und an intrazelluldre Proteine oder an die
cytosolische Membran binden. Das Fluoreszenzsignal im FACS entspricht somit dem Anteil an
depolarisierten Bakterien.

E. coli MC1000 wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen an hBD1ox und hBD1red
fiir 1 h inkubiert. Als Positivkontrolle diente in diesem Assay 50 pg/ ml hBD3ox, da dieses Peptid
nachweislich Membranschaden verursacht (Bohling et al, 2006; Sass et al, 2010). Bei einer Inku-
bation mit hBD1red wurde festgestellt, dass 80 % der behandelten Bakterien eine Depolarisie-
rung aufweisen. Nach Zugabe von hBD1ox waren jedoch nur ca. 25 % der Bakterien depolari-
siert. Zugabe von 0,01 % Essigsdure diente als Negativkontrolle, wobei hier 7 % der Bakterien

eine depolarisierte Membran zeigten (Abbildung 9).
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Abbildung 9: HBD1red beeinflusst bakterielles Membranpotential

E. coli MC1000 wurde mit hBD1ox oder hBD1red in unterschiedlichen Konzentrationen 1 h inkubiert und
ein membranpotential-sensitiver Farbstoff (DIBAC,(3)) hinzugegeben und anschlieRend die Fluoreszenz
mittels Durchflusszytometrie (FACs) gemessen. Als Kontrollen wurden Bakterien mit 50 ug/ ml hBD3ox (+)
oder mit 0,01 % Essigsaure (-) inkubiert. Die Anzahl an depolarisierten Bakterien wurde in Prozent mit +/-
SEM aus drei unabhangigen Messungen angegeben.

Zusammenfassend zeigten drei unabhiangige Methoden mit zum Teil unterschiedlichen Bakte-
rien, dass hBD1red die bakterielle Membran als Target nutzt. Dagegen konnte bei hBD1ox nur
eine Aktivitat gegeniiber Gram-negativen Bakterien nachgewiesen werden. Diese antimikrobiel-
le Aktivitat ist jedoch nicht mit Schaden an der Zellhiille oder der Membran assoziierbar. Somit
lasst sich schlussfolgern, dass hBD1 je nach Umgebungsbedingungen verschiedene Strategien

fiir die antimikrobielle Wirkung gegen Bakterien besitzt.

3.2. Wirkmechanismus von hBD1ox auf Bakterien

In diesem Abschnitt wurde der Wirkmechanismus der oxidierten Form von hBD1 genauer un-
tersucht. Anhand der antimikrobiellen Aktivitatstests, wie in 3.1 (Abbildung 5) beschrieben,
wurden schon erste Anhaltspunkte fiir die Aktivitit von hBD1ox beobachtet. Es stellte sich her-
aus, dass gerade Gram-negative Bakterien sehr sensitiv auf hBD1ox reagieren. Hierzu wurde
dieser Effekt nun systematisch untersucht. Die Bakterien wurden entweder aerob oder anaerob
(E. coli und S. enteritidis, Abbildung 10C) angezogen und der RDA unter den jeweiligen Wachs-
tumsbedingungen durchgefiihrt. E. coli MC1000 und S. enteritidis waren als einzige Bakterien
auch in der Lage unter anaeroben Bedingungen zu wachsen, sodass die Aktivitait von hBD1ox

unter diesen Bedingungen getestet werden konnte.
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Es zeigte sich nochmals sehr deutlich, dass das reduzierte Peptid gegen alle getesteten
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien antimikrobiell wirksam war (siehe Abbildung 10,
vgl. Abbildung 5). Interessanterweise zeigten die getesteten Umgebungsbedingungen keinen
Einfluss auf hBD1red.

Dahingegen ist die antimikrobielle Aktivitit von hBD1ox sehr spezifisch. Wie oben erwahnt, ist
hBD1ox nur gegen Gram-negative Bakterien antimikrobiell aktiv. Zudem zeigt sich, dass E. coli
MC1000 und S. enteritidis unter anaerobe Bedingungen gegen hBD1lox voéllig resistent sind
(Abbildung 10C). HBD1ox ist somit spezifisch gegen Gram-negative Bakterien und nur unter

aeroben Bedingungen aktiv.
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Abbildung 10: Antimikrobielle Aktivitat gegen Gram-positive vs. Gram-negative Bakterien

HBD1ox und hBD1red wurden gegen Gram-positive(A) und Gram-negative Bakterien(B) mittels RDA getes-
tet. In (A) und (B) wurden Bakterien unter aeroben Bedingungen getestet und in (C) wurde der RDA mit £
coliMC1000 und S. enteritidis unter anaeroben Bedingungen durchgefthrt. Die antimikrobielle Aktivitat von
4 pg hBDlox und hBD1red wurde durch Ausmessen der Hemmhofe bestimmt. Das Probenloch besitzt
einen Durchmesser von 2,5 mm (gestrichelte Linie) und wird nicht als antimikrobielle Aktivitat gewertet.
Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten mit +/- SEM.

Gram-positive und Gram-negative Bakterien unterscheiden sich vor allem in der Zusammenset-
zung der Zellwand und der Membran. Das Redoxsystem ist eine weitere spezielle Komponente,
welche vor allem in Gram-negativen Bakterien vorkommt. E. coli besitzt ein spezielles Redoxsys-
tem mit vielen beteiligten Proteinen in der cytosolischen Membran und dem angrenzenden pe-
riplasmatischen Raum. Aufgrund der Tatsache das hBD1ox gerade in Gram-negativen Bakterien,
im Speziellen in E. coli, aktiv ist wurden in folgenden Experimenten E. coli Stimme mit Protein-

knockouts in verschiedenen bakteriellen Kompartimenten verwendet.
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3.2.1. Der Einfluss von bakteriellen Membran-assoziierten Proteinen auf

die antimikrobielle Aktivitat

Um den Einfluss bestimmter Gram-negativ-spezifischer Proteine auf die antimikrobielle Aktivi-
tat von hBD1 zu untersuchen, wurden in Kooperation mit Prof. Jean-Francois Collet (Briissel)
verschiedene bakterielle Knockoutstimme hergestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten Knock-
out-Stimme weisen Deletionen in Porinen oder Kanalproteinen in der Auféenmembran auf, wel-
che eine mogliche Relevanz fiir den Eintritt von hBD1ox darstellen konnten. In weiteren Stam-
men wurden noch Redoxproteine im Periplasma oder im Cytosol ausgeschalten, da diese eine
mogliche Verdnderung des Redoxstatus von hBD1 bewirken kénnten. Genauere Angaben zu die-
sen einzelnen Proteinen befinden sich im Material und Methodenteil (2.1.6).

Fiir die Untersuchung der Relevanz dieser Proteine (siehe Abbildung 3, schematisches
Modell) wurden alle Proteinknockoutstdimme mit hBD1ox oder mit hBD1red inkubiert und mit-
tels RDA die antimikrobielle Aktivitat der zwei hBD1 Redoxformen bestimmt. In Abbildung 11
sind die Ergebnisse aufgetrennt nach Lokalisation der Knockouts im Bakterium (A= Aufien-
membran, B = Cytosol, C= Periplasma) dargestellt. Auffallig war, dass die Aktivitat von hBD1red
in allen Knockoutstammen keinen grofden Unterschied zum Wildtyp zeigte. Auch durch hBD1ox
waren keine starken Verdnderungen der Aktivitdt bei Proteinknockouts in der Aufenmembran
und im Cytosol zu erkennen. Dennoch zeigte sich eine geringere Aktivitit gegen E. coli mit Pro-
teinknockouts im Periplasma. Auffillig war das Ergebnis bei E. coli ohne DsbA, welches ein
Hauptbestandteil des bakteriellen Redoxsystems ist. Bakterien ohne DsbA scheinen fast kom-
plett resistent gegen hBD1ox zu sein. Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass Bakterien ohne
DsbB deutlich weniger sensitiv auf hBD1ox reagierten, als der E. coli Wildtyp. Jedoch war es kei-
ne vergleichbare Resistenz wie bei Bakterien ohne DsbA. Um diesen Mechanismus im Detail zu
untersuchen, wurde im nachsten Schritt zusatzlich mit Doppelknockout Stamme gearbeitet

(Abbildung 12).
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Abbildung 11: Einfluss von Membran-assoziierten Proteinen auf die antimikrobielle Aktivitdt von hBD1ox

E. coli MC1000 mit Proteinknockouts in der AuRenmembran (A), Cytoplasma (B) oder Periplasma (C) wur-
den mit 2 ug hBDlox oder hBDlred inkubiert und die antimikrobielle Aktivitdt durch Ausmessen der
Hemmhofe mittels RDA bestimmt. Das Probenloch besitzt einen Durchmesser von 2,5 mm (gestrichelte
Linie) und wird nicht als antimikrobielle Aktivitat gewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unab-
hangige Experimenten mit +/- SEM.

3.2.2. Das Redoxsystem DsbA/DsbB beeinflusst die hBD1ox Aktivitat

Um den Mechanismus von oxidiertem hBD1 noch genauer zu untersuchen wurde E. coli MC1000
mit Doppelknockout verwendet. Die ausgeschalteten Proteine sind Bestandteile im Redoxsystem
und bauen Disulfidbriicken in ungefaltete (durch DsbA, DsbB) oder in falsch gefaltete (durch
Dsb(, DsbG) Proteine ein.

Im nachfolgenden RDA wurden die neuen Doppelknockoutstimme auf Sensitivitat gegen
hBD1ox getestet. Die deletierten Proteine haben keinen Einfluss auf die hBD1red Wirkweise, da
die antimikrobielle Aktivitit zwischen Mutante und Wildtyp keinen Unterschied aufwies. Bei
Fehlen von DsbC und DsbG zeigt hBD1ox jedoch immer noch antimikrobielle Aktivitdt und es
gab keinen Unterschied zu der Kontrolle (WT) (Abbildung 11). Es zeigte sich, dass DsbA und
DsbB einen deutlichen Einfluss auf die antimikrobielle Aktivitit von hBD1ox haben. Interessan-
terweise zeigte sich, dass Bakterien ohne DsbA und DsbB eine komplette Resistenz gegen
hBD1ox aufweisen (roter Balken) und nicht mehr sensitiv auf hBD1ox reagieren. Im RDA konnte
kein Hemmbhof bei einer Inkubation mit hBD1ox mehr festgestellt werden, sodass nur noch das

Stanzloch von 2,5 mm ausgemessen werden konnte.
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Dazu ist ein reprasentativer Ausschnitt aus dem durchgefiihrten Experiment abgebildet. Dieser
Ausschnitt zeigt deutlich den Unterschied zwischen Wildtyp und AdsbAAdsbB. Zusatzlich sind
die Hemmbhofe nach der hBD1red Inkubation zu sehen, dessen Wirkung unabhangig von DsbA/B
ist.

12 Doppelknockout im Periplasma
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Abbildung 12: Redoxproteine beeinflussen antimikrobielle Aktivitat von hBD1ox

Es wurden 2 ug hBD1lox oder hBD1red gegen E. co/i MC1000 WT, AdsbCAdsbD und AdsbAAdsbB einge-
setzt und die Aktivitdt im RDA ermittelt. Dargestellt sind die Durchmesser der Hemmhofe mit +/- SEM aus
drei unabhangigen Experimenten. Das Probenloch besitzt einen Durchmesser von 2,5 mm (gestrichelte
Linie) und wird nicht als antimikrobielle Aktivitdt gewertet. Ein représentativer RDA-Ausschnitt ist abgebil-
det.

Um sicher zu stellen, dass die Resistenz durch die Abwesenheit von DsbA/DsbB ausgelost wird,
wurden zwei Plasmide (pQE60::dsbB, pBAD22::dsbA), welche die Gene fiir DsbA und DsbB ent-
halten, in den Doppelknockoutstamm AdsbAAdsbB transformiert. Beide Plasmide kénnen ge-
trennt voneinander angeschaltet werden, da dsbhA oder dsbB entweder unter der Kontrolle eines
IPTG- oder Arabinose-abhangigen Promotors stehen. Die Doppelmutante wurde in TSB-Medium
angezogen. Am nachsten Tag wurde ein neues TSB-Medium beimpft und die Plasmide
pQE60::dsbB und pBAD22::dsbA durch mehrmalige Zugabe von 0,4 % Arabinose und 2 mM IPTG
induziert. Nach Etablierung der Induktionsparameter fiir die Plasmide wurden im nachsten
Schritt der Wildtyp und die Doppelmutante, welche die Plasmiden enthalt, lysiert und die Anwe-
senheit von DsbA mittels Antikérper im Westernblot detektiert. Es wurde der Uberstand vom
Zellextrakt (Pellet) getrennt, wobei DsbA nur im Uberstand erwartet wurde (Abbildung 13).

In Spalte 1 ist sichtbar, dass aus dem Uberstand von E. coli MC1000 AdsbAAdsbB ein
grofer Anteil eines Proteins mit ca. 23 kDa isoliert wurde. Aus dem Pellet von E. coli MC1000
AdsbAAdsbB pQE60::dsbB und pBAD33::dsbA wurde nach der Plasmidinduktion kein DsbA de-
tektiert, was auf eine saubere Trennung von Uberstand und Pellet schlief3en ldsst (Spalte 2). In

Spalte 3 ist eine leichte Detektion von DsbA zu erkennen. Diese Probe beinhaltet den Uberstand
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aus dem Wildtyp, welcher natiirlicherweise eine geringere Expression von DsbA aufweist. Die
Kontrolle in Spalte 4, reines DsbA-Protein zeigte ebenfalls eine Gréfie von 23 kDa.
Ein Nachweis von DsbB konnte aufgrund nicht vorhandener Antikérper und der niedrigen nati-

ven Expression nicht erbracht werden.

[kDa] 1 2 3 4
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Abbildung 13: Nachweis von DsbA in bakteriellen Zelluberstanden nach Plasmidinduktion
Westernblotanalyse mit 14 %igen Acrylamidgel von dem gesamten Zellextrakt aus £ co/i MC1000 Ads-
bAAdsbB pQE60:dsbB und pBAD33:dsbA (Spalte 1 = Uberstand, Spalte 2 = Pellet) nach Plasmidinduktion
mit 0,4 % Arabinose und 2 mM IPTG und dem Uberstand aus £. co/fMC1000 WT (Spalte 3). Als Positivkon-
trolle wurde das aufgereinigte Protein DsbA in Spalte 4 aufgetragen.

Es wurde gezeigt, dass es durch die Zugabe von IPTG und Arabinose unter den zuvor genannten
Bedingungen zur Plasmidinduktion von DsbA in der Doppelmutante kommt und DsbA in grofien
Mengen exprimiert wird. Um den funktionellen Unterschied zwischen Knockoutmutante und
Mutante plus Plasmid festzustellen, wurde ein weiterer RDA durchgefiihrt. Die Induktionsbedin-
gungen wurden dafiir nochmals angepasst und die Aktivitidt zwischen Mutante und Mutante plus
Plasmid verglichen. Wenn die beobachtete Resistenz der DsbA/DsbB Mutante durch diese Prote-
ine bedingt ist, so sollte nach Induktion des Plasmids die Resistenz wieder aufgehoben sein und
einen mit dem WT vergleichbaren Phanotyp zeigen. Dies ware ein weiterer Nachweis, dass DsbA
und DsbB essentiell fiir die Aktivitdt von hBD1ox in E. coli ist.

Wie in Abbildung 14 dargestellt, wurde die Aktivitit von hBD1ox gegen die Doppelmu-
tante AdsbAAdsbB (-) und gegen die Doppelmutante mit den Plasmiden pQE60::dsbB und
pBAD33::dsbA (+) nach Induktion durch 0,4 % Arabinose und 2 mM IPTG getestet. Ohne Plasmid
(-) wurde keine Aktivitit mit hBD1ox festgestellt. Der reprasentative Ausschnitt zeigt deutlich,
dass kein Hemmbhof zu sehen ist, was die Ergebnisse aus Abbildung 12 bestatigt. Nach Induktion
der Plasmide wurde wieder ein Hemmhof beobachtet und somit die bakterielle Sensitivitat ge-
gen hBD1lox durch die DsbA/DsbB Proteine wiederhergestellt (Hemmhof im nebenstehenden
RDA-Ausschnitt). Hier wurde somit nochmals gezeigt, dass der DsbA/DsbB Komplex fiir die Ak-

tivitdt von hBD1ox essentiell ist.
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B hED1ox ‘ 7 Abbildung 14: Antimikrobielle Aktivitat gegen E. coli

5 MC1000 AdsbAadsbB nach Plasmidinduktion

E. coliMC1000 AdsbAAdsbB (-) und £. co/i MC1000 Ads-
bAAdsbB (+) mit den Plasmiden pQEG60:dsbB und
pBAD33::dsbA wurden nach Behandlung far 25 h mit
0,4 % L-Arabinose und 2 mM IPTG mit jeweils 4 ug
hBD1lox inkubiert. Im Anschluss wurde der RDA gestar-

tet. Die Darstellung enthalt die Hemmhofdurchmesser,

Hemmhofdurchmesser (mm)

abzlglich des 2,5 mm groflen Ausstanzloches (gestri-
chelte Linie) mit +/- SEM aus drei unabhé&ngigen Expe-

rimenten. Ein reprasentativer RDA-Ausschnitt ist abge-
PQE60yspg

pBAD33,.p.0 bildet.

__E. coli MC1000 AdsbAAdsbB |

Um zu iberpriifen, ob der DsbA/DsbB Komplex hBD1 in vitro als Substrat erkennt, wurde
hBD1red mit den beiden Oxidoreduktasen DsbA und DsbB in Anwesenheit von Coenzym Q8
inkubiert und mittels Massenspektrometrie die oxidierte Redoxform von hBD1 versucht zu de-
tektiert.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, wurde nach ca. 22 min das reduzierte hBD1 (10 uM) im
verwendeten Kaliumphosphatpuffer detektiert. Die Zugabe von DsbA und Coenzym Q8
(Abbildung 15B) bewirkte eine Konversion zu der oxidierten Redoxform von hBD1, womit ge-
zeigt wird, dass hBD1red ein Substrat von DsbA ist. DsbA fiihrt zum Einbau von Disulfidbriicken
in die reduzierte Redoxform von hBD1 und die resultierende oxidierte Version wurde iiber das
QTOF detektiert. HBD1red konnte aber nicht vollstindig umgesetzt werden, wodurch ebenfalls
noch die oxidierte Form mit hoher Intensitat detektiert wurde. Eine nahezu 100 %ige Umset-
zung von reduziertem zu oxidiertem hBD1 erfolgte durch Zugabe von 150 nM DsbB. DsbB fiihrt
zu einer Re-Oxidation von DsbA und weitere Zyklen von Disulfidbriickeneinbau kénnen durch-
gefithrt werden. Die Intensitdt von reduziertem hBD1 war nur noch sehr gering (a.u. = 1,25 x
107). Dieser Versuch zeigt, dass hBD1 iiber den DsbA und DsbB oxidiert werden kann und somit

kann dieser Komplex das humane Defensin als Substrat verwendet.
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Abbildung 15: /n vitro Oxidation von hBD1red durch bakterielle Periplasmaproteine

Reduziertes hBD1 (A) wurde mit Oxidoreduktasen DsbA (B) und zusatzlich mit DsbB (C) unter Anwesenheit
von Coenzymen (Q8) inkubiert und die entstehenden Peptide mittels Massenspektrometer “Quadrupole
time-of-flight mass spectrometer’ (QTOF) analysiert. Ein reprasentativer Ausschnitt ist abgebildet.

3.2.2.1. Einschrankungen in der Motilitat und LPS-Struktur sind nicht fur die Re-
sistenz verantwortlich

Die DsbA/DsbB Mutante weist zusatzlich eine deutlich reduzierte Beweglichkeit auf (Bardwell et
al, 1991; Vertommen et al, 2008). Um mogliche Nebeneffekte auszuschliefden, welche durch eine
verringerte Motilitit, aufgrund des Proteinknockouts von DsbA und DsbB, in den Bakterien ent-
stehen konnten, wurden Bakterien mit defekten Flagellen Komponenten (Seo et al, 2012; Troge
et al, 2012), sowie Bakterien mit einer veranderten LPS Struktur (Bainbridge et al, 2006; Gron-
bach et al.,, 2014) im RDA getestet.

Hierzu wurden E. coli Nissle Bakterien, welche durch Proteinknockouts in verschiedenen
Abschnitten oder im Promotor des Flagellums (siehe Abbildung 16A) ein vermindertes
Schwarmverhalten aufweisen, verwendet. Jedoch zeigte hBD1ox und hBD1red gegen diese Mu-
tanten eine dhnliche starke antimikrobielle Aktivitit und es ergaben sich keine Unterschiede
zum Wildtyp (Abbildung 16B). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die eingeschrankte
Motilitat der Mutante und die Aktivitat des Flagellums nicht ausschlaggebend fiir die Aktivitat
von hBD1 sind. Bakterien mit DsbA-Knockout weisen zudem eine Hypersensitivitidt gegeniiber
einigen Antibiotika und einigen Farbstoffen auf, welche womaoglich mit einer veranderten Zell-

hiille zusammenhangen konnte (Bardwell et al, 1991).
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Um einen moglichen Zusammenhang von DsbA mit dem Aufbau von Lipidmembranen und somit
eine verdnderten Zellhiille auszuschlief3en, wurden Bakterien verwendet, die eine Verdnderung
in der Lipid A Struktur aufweisen. In Abbildung 16C sind die Unterschiede der Fettsdauren und
der daraus resultierenden Struktur des LPS dargestellt. E. colis mit einer Verdnderung der htrB
Expression besitzen ein chimares LPS mit einer modifizierten Lipid A Struktur. Im Vergleich zur
Lipid A Struktur aus dem E. coli Wildtyp enthalt die Mutante JM83 (htrB- htrBpg+) ein Palmitat
aus 16 Kohlenstoffen, dagegen fehlt dieses Palmitat vollstandig bei JM83 htrB-. In Abbildung 16B
und D sind die Ergebnisse aus dem RDA aufgezeigt. Jedoch wurde kein Unterschied in der anti-
mikrobiellen Aktivitit von hBD1ox und hBD1red zwischen Wildtyp und den einzelnen Mutanten
entdeckt, wodurch auf einen LPS- unabhdngigen Wirkmechanismus geschlossen werden kann.
Eine eingeschrankte Beweglichkeit oder eine Veranderung der Aufenmembran durch LPS Vari-
anten beeinflussen die antibiotische Wirksamkeit von hBD1ox und hBD1red nicht, sodass hier
detailliert gezeigt werden konnte, dass der DsbA/DsbB Komplex eine essentielle Notwendigkeit
fiir die Wirksamkeit von hBD1ox darstellt.
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Abbildung 16: Kein Einfluss der Aktivitét von hBD1 auf weitere Bakterien mit Proteinknockouts

Verschiedene Flagellum- oder Lipid A Proteinknockout Stamme von E£. coli Nissle (B) und E. co/i IM83 (D)
wurde mit 2 ug hBD1lox und 2 ug hBD1red inkubiert und die antimikrobielle Aktivitéat mittels RDA bestimmt.
Das Stanzloch besitzt einen Durchmesser von 2,5 mm (gestrichtelte Linie). Abgebildet sind drei unabhan-
gige Experimente mit +/- SEM. Schematische Darstellung der deletierten Proteine im Flagellum (A) und der
verwendeten Lipid A Strukturen (B), aus Bainbridge et a/ 2006, mit Genehmigung von Cellular Microbiolo-

gy
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3.2.2.2. Vergleich der Membranzusammensetzung von WT vs AdsbAadsbB

Im vorherigen Abschnitt wurde mit E. coli Nissle oder E. coli JM83 gearbeitet, um Nebeneffekte
durch Motilitat oder LPS-Komposition bei der Aktivitat von hBD1ox auszuschliefden.

Die Doppelknockoutmutante besitzt jedoch den gleichen Hintergrund MC1000 wie der WT. In
einem weiteren Versuch wurde der Einfluss von hBD1 auf die Membran untersucht, um sicher-
zugehen, dass durch die Deletion auch bei gleichem genetischem Hintergrund keine Anderung in
der Membranzusammensetzung entstanden ist. Um einen Unterschied in der Membranzusam-
mensetzung auszuschlief?en, wurde mit der Doppelknockoutmutante E. coli MC1000 Ads-
bAAdsbB gearbeitet und als Vergleich der E. coli MC1000 Wildtypstamm (WT) aus Abbildung 9
nochmals aufgezeigt. Dafiir wurde das Membranpotential nach Zugabe von Peptid analysiert und
mit den Ergebnissen von E. coli MC1000 WT verglichen (Abbildung 9, Abbildung 17B). Erwartet
wurde, dass das Membranpotential nach Zugabe von hBD1ox im Wildtyp dhnlich oder gleich ist
wie in der Doppelknockoutmutante.

Die Doppelknockoutmutante wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen an hBD1ox
und hBD1red inkubiert und nach der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes DiBAC4(3) die Depolari-
sierung der Membran bestimmt. Als Positivkontrolle dienten 50 pg/ml hBD3ox. Die Ergebnisse
zeigen hier deutlich, dass hBD1ox nur eine leichte Depolarisierung der cytosolischen Membran
auslosen kann und etwa ca. 25 % der Bakterien dadurch depolarisiert sind (Abbildung 17A). Es
wurde auch kein Unterschied der Depolarisation bei ansteigender hBD1ox Konzentration beo-
bachtet. Die Negativkontrolle (behandelt mit 0,01% Essigsaure) zeigte eine ca. 20 %ige Depola-
risierung. Jedoch zeigte hBD1red, wie auch im Wildtyp, eine stirkere Depolarisation von ca.
80 % abgetdteten Bakterien, somit konnte eine Anderung der Membranzusammensetzung bei

genetischen Veranderungen ausgeschlossen werden.
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Abbildung 17: Detektion von Zellmembranschéden durch Einlagerung eines Fluoreszenzfarbstoffes

E. co/i MC1000 AdsbAAdsbB wurde mit hBD1ox oder hBD1red in unterschiedlichen Konzentrationen inku-
biert und ein membranpotential-sensitiver Farbstoff (DIBAC,4(3)) hinzugegeben und die Fluoreszenz mittels
Durchflusszytometrie gemessen. Als Positivkontrolle diente 50 ug/ ml hBD3ox. Die Hohe an depolarisierten
Bakterien wurde in Prozent mit +/- SEM aus drei unabhangigen Experimenten angegeben.
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HBD1ox hat somit keinen Einfluss auf das Membranpotential in der Doppelknockoutmutante
und im Wildtyp. Es konnten durch diesen Assay keine Anderungen und keine Unterschiede in
der Aufdenmembran von WT und Mutante detektiert werden. Deshalb wurde im nachsten Ab-
schnitt mittels Elektronenmikroskop die Auffenmembran der beiden E. coli Stimme analysiert,

um mogliche Unterschiede nach der Inkubation mit hBD1ox festzustellen.

3.2.3. Analyse der Morphologie mittels Elektronenmikroskopie

Nach einer hBD1ox Inkubation zeigten sich keine Unterschiede im Membranpotential der In-
nenmembran zwischen Wildtyp und der resistenten Doppelmutante. Aus den hier generierten
Daten wurde dennoch das DsbA/DsbB System als essentiell fiir die antimikrobielle Aktivitat von
hBD1ox erkannt (Abbildung 12). Deshalb wurde die Morphologie im Wildtyp und in der Dop-
pelmutante mittels Elektronenmikroskop untersucht. Es ist bekannt, dass einige antimikrobiel-
len Peptide eine Bildung von Membranvesikeln in Bakterien auslésen kénnen, welche ein Zei-
chen fiir Zellstress und Zelllyse darstellen (Brogden, 2005; Chileveru et al, 2015).

Fiir die Elektronenmikroskopie wurden die Bakterien fiir 2 h mit hBD1ox inkubiert, an-
schlieffend in Karnovsky-Losung fixiert und die Strukturen an der Bakterienoberfliche mittels
REM analysiert. Nach der Behandlung mit hBD1ox konnten Membranvesikel auf der Oberflache
der Bakterien detektiert werden. Im Vergleich zum Wildtyp zeigte die Mutante optisch weniger

Vesikel als der Wildtyp (Abbildung 18).

Abbildung 18: Analyse mittels REM nach hBDZ1ox
Inkubation

E. coliMC1000 WT und E. colf MC1000 dsbAdsbB
wurde mit hBDlox oder 0,01 % Essigséure als

E. coli MC1000 WT

Kontrolle fur 2 h inkubiert. Im Anschluss folgte die
Fixierung der Proben mit Karnovsky Reagenz und
die Analyse der Oberflachenstruktur durch REM.
Représentative Ausschnitte sind abgebildet.

E. coli MC1000 AdsbAAdsbB

Kontrolle mit 0,01 % Essigséure 200 pg/ ml hBD1ox

Um eine genauere Auswertung der Anzahl der Membranvesikel auf der bakteriellen Oberflache
zu bekommen, wurde die Anzahl der Vesikel durch vier unabhangige Experten visuell ausgezahlt

und statistisch bestimmt (Abbildung 19). Nach der Auszahlung zeigte sich, dass die Mutante im
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Vergleich zum Wildtyp eine signifikant niedrigere Anzahl an Membranvesikeln hat, was auch mit
einer niedrigeren Stressreaktion durch hBD1ox iibereinstimmt. Durch die verringerte Anzahl an
Membranvesikel bei der Mutante kann eine niedrigere Stressreaktion durch hBD1ox angenom-
men werden, welche auch durch die Resistenz gegeniiber hBD1ox deutlich wird.

Durch die Resistenz gegen hBD1ox kénnte in der Mutante die Stressreaktion erniedrigt sein, was
sich in einer verringerten Anzahl an Membranvesikel wiederschlagt. Als Kontrolle wurden die
Bakterienstamme mit 0,01 % Essigsdure behandelt, wodurch die Vesikelbildung minimal war

(Abbildung 18).

3

3 10 **p =0.0031
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o e Abbildung 19: Visuelle Auswertung der Membranvesikel

;; 6 i Die Anzahl an Membranvesikel durch hBDlox wurde bei
ﬁ g zehn Bakterien durch vier verschiedene Experten visuell
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3.2.4. Lokalisierung von hBD1ox in bakteriellen Kompartimenten

Aufgrund der verdanderten Membranvesikelanzahl wurde die Lokalisation von hBD1ox im Wild-
typ und der Doppelmutante untersucht, um moégliche Unterschiede zwischen den Bakterien zu
identifizieren.

Dafiir wurden der Wildtyp und die Doppelmutante mit hBD1ox fiir 2 h bei 37 °C inku-
biert und die Proben anschliefend fixiert. Diese Proben wurden zunachst mit einem spezifi-
schen Antikorper gegen hBD1ox inkubiert und danach mit einem sekundaren Antikorper, wel-
cher an einen 6 nm grofden Goldpartikel gekoppelt ist, inkubiert. HBD1ox konnte somit in den
bakteriellen Kompartimenten mittels Elektronenmikroskop nachgewiesen werden. Das oxidier-
te hBD1 wurde in allen Proben nachgewiesen und durch schwarze Punkte und Pfeile in Abbil-
dung 20 markiert. Beim Wildtyp ist hBD1ox nur an der Aufienmembran und im Periplasma in
geringen Mengen detektiert worden. Im Cytosol konnte hingegen kein hBD1ox durch Antikérper
detektiert werden. Im Vergleich dazu zeigt die Doppelmutante einen intakteren Phanotyp und
die Lokalisation von hBD1ox unterscheidet sich deutlich zum Wildtyp. In der Mutante wurde
ebenfalls hBD1ox an der Auflenmembran und im Periplasma detektiert, aber zusatzlich wurde

eine grofde Menge des antimikrobiellen Peptids auch im Cytosol lokalisiert.

E. coliMC1000 WT

E. coliMC1000 AdsbAAdsbB

200 pg/ ml hBD1ox

Abbildung 20: Immunogoldlabeling von hBD1ox zur Lokalisation in bakteriellen Kompartimenten

Bakterien wurden mit hBD1ox fur 2 h inkubiert und anschlieBend fixiert (3 % Paraformaldehyd und 0,01 %
Glutaraldehyd) und mit spezifischen Antikdrpern gegen hBD1ox inkubiert. Die sekundaren Antikdrper wur-
den mit Goldpartikeln (6 nm) gekoppelt (schwarze Punkte) und die Bilder tber Elektronenmikroskopie aus-
gewertet. Reprasentative Ausschnitte sind abgebildet. Vergroferungsmalistab = 2 pm.
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Zusatzlich zu den objektiven Bildern aus der Immunogoldfarbung wurde insgesamt in 14 Bakte-
rien visuell die Lokalisation von hBD1ox durch unabhéngige Experten und nach Kriterien, wel-
che im Material & Methodenteil beschrieben wurde, bestimmt (Abbildung 21). In der Mutante

konnte eine hohe Anzahl an hBD1ox im Cytosol bestimmt werden. Zwischen Mutante und Wild-

typ wurde im Periplasma kein grofder Unterschied beobachtet.
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Abbildung 21: Visuelle Auswertung der hBD1ox Lokalisation in Cytosol und Periplasma
Die Lokalisation und Menge des detektierten hBD1ox, durch spezifische Antikdrper, welche mit Goldparti-
kel gekoppelt sind, wurde visuell von 14 Bakterien und durch drei unterschiedliche Experten bestimmit.

Gezeigt wird hier eine statistische Auswertung mit Verwendung des ,Student’s t-test". *p < 0,05.

Aufgrund der Daten wird vermutet, dass hBD1ox sich ldnger im Periplasmaraum aufhalten kann
wenn ein funktionsfahiges DsbA/DsbB System vorhanden ist und der Eintritt dadurch in das
Cytosol blockiert wird. Da hBD1ox nur bei vorhandenem DsbA/DsbB System antimikrobiell ak-

tiv ist, ist die Aktivitat womoglich an eine hohe lokale Konzentration des Peptids im Periplasma

gekoppelt.
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3.3. Wirkmechanismus von hBD1red auf Bakterien

Detailliert wurde in Abschnitt 3.2 beschrieben, dass die Redoxformen von hBD1 nicht den glei-
chen Wirkmechanismus aufweisen und hBD1lox bestimmte periplasmatische Redoxproteine
benoétigt, um in Gram-negativen Bakterien antimikrobiell aktiv sein zu konnen. Um die unter-
schiedlichen Wirkmechanismen von hBD1ox und hBD1red noch genauer zu untersuchen, wurde
in diesem Abschnitt der Fokus auf die reduzierte Form von hBD1 gelegt.

Die dargestellten Ergebnisse aus Abschnitt 3.1 zeigen, dass hBD1 die Zellmembran zerstort und
die Bakterien ein stark depolarisiertes Membranpotential aufweisen. Daher wurde hier zunachst

durch Elektronenmikroskopie die Morphologie der Bakterien nach hBD1 Inkubation untersucht.

3.3.1. TEM- Analyse von hBD1 behandelten Bakterien

Fiir die Analyse der Morphologie wurde E. coli MC1000 WT mit hBD1ox (Abbildung 22) oder
hBD1red (Abbildung 23) fiir 2 h bei 37 °C inkubiert, anschliefdend fixiert und mittels Elektro-
nenmikroskop die Morphologie der einzelnen Bakterien analysiert. Ubereinstimmend mit den
vorherigen Versuchen (Kapitel 3.2) zeigte hBD1ox weder sichtbare Schiaden auf die Zellwand
oder Zellmembran, noch auf das Cytosol im Wildtyp (Abbildung 22). Auch mittels der Transmis-
sionselektronenmikroskopie sind im Wildtyp Membranvesikel unterschiedlicher Gréfie zu er-
kennen (schwarze Pfeile), welche auch in Abbildung 18 schon visuell bestimmt und analysiert

wurden.

E. coli MC1000 WT

200 ug/ ml hBD1ox

Abbildung 22: Analyse der Morphologie hach hBD1ox Inkubation

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurde die Morphologie von £. co/iMC1000 WT analysiert. Die
Bakterien wurden fur 2 h mit hBD1ox inkubiert und anschliefend mit Karnovsky — Losung fixiert. Ein repra-
sentativer Ausschnitt ist mit einem Vergrof3erungsmalistab von 2 pm abgebildet. Detektierte Membran-
vesikel wurden mit Pfeilen und in der Vergrof3erung (rechts stehend) mit einem Kreis markiert.
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Deutlichere Schaden wurden nach einer Behandlung mit hBD1red an der AufRenmembran sicht-
bar (Abbildung 23). Es scheint, als wiirde sich zuerst die Aufenmembran von der restlichen
Zellwand abldsen, bevor es dann zu weiteren Ablosungen der Innenmembran kommt (siehe
VergrofRerung und Pfeile, Abbildung 23A). Die Wirkung von hBD1red scheint viel starker mit
einer deutlicheren Membranschadigung, was sich im RDA durch den klar abgegrenzten Hemm-
hof bei hBD1red zeigte. Im Vergleich zu hBD1ox, welches hauptsachlich im Periplasma lokali-
siert ist, induziert hBD1red keine Bildung von Membranvesikel. Dies ist ein weiterer Hinweis auf
unterschiedliche Mechanismen eines Peptids. Interessanterweise wurde um die Bakterien her-
um eine kompakte Struktur entdeckt (Abbildung 23, markiert durch Pfeile). Diese netzartige
Struktur wurde jeweils in der Nahe der Aufienmembran detektiert, wobei Teile der Aufden-

membran auch in die Struktur verwickelt sind (Abbildung 23C+D, markiert durch Pfeile).

E. coli MC1000 WT

200 g/ ml hBD1red

Abbildung 23: Analyse der Morphologie nach hBD1red Inkubation
Nach einer Inkubation mit hBD1red fur 2 h wurden die Bakterien mit Karnovsky-Reagenz fixiert und die
Zellhullenschaden mittels TEM analysiert. Vergrof3erungsmalistab = 2 pm.
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3.3.2. Analyse der netzartigen Struktur von hBD1red

Um weitere Hinweise tiber die unbekannte Struktur durch hBD1red zu erhalten, welche die Bak-
terien umgibt, wurde eine mogliche Ko-Lokalisation mit hBD1red durch spezifische Antikérper
mittels Immunogoldfiarbung nachgewiesen. Nach Inkubation mit hBD1red und spezifischen Pri-
marantikdrpern konnte durch zusatzliche Sekundarantikorper, gekoppelt mit 6 nm Goldparti-
keln, die genaue Lokalisation von hBD1red bestimmt werden (Abbildung 24).

Es wurde eine hohe Menge an hBD1red auferhalb der Bakterien, sowie einen geringeren
Anteil im Cytosol detektiert (rote Punkte). Die externe Struktur, welche die Bakterien umgibt,
scheint mit der Lokalisation von hBD1red zu korrelieren, was vermuten lasst, dass hBD1red

selbst diese Struktur bilden kann.

Abbildung 24: Lokalisation von hBDlred
mittels Immunogoldlabeling

Bakterien wurden mit hBD1red fur 2 h inku-
biert und anschlief3end fixiert (3 % Parafor-
maldehyd und 0,01 % Glutaraldehyd) und
mit spezifischen Antikorpern gegen hBD1red
inkubiert. Die sekund&aren Antikorper wurden
mit Goldpartikeln (6 nm) gekoppelt (rote
Punkte) und die Bilder Uber ein Elektronen-

E. coli MC1000 WT

mikroskop ausgewertet. Ein représentativer
Ausschnitt mit VergroBerungsmalistab von

2 um ist abgebildet.

o

200 g/ ml hBD1red

Um die Struktur aufierhalb der Bakterien genauer zu analysieren, wurde durch ein REM die
Oberflache der Bakterien untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass es sich bei dieser Struktur
um ein extrazelluldres Netzwerk handelt, welches die Bakterien einschliefst (Abbildung 25A).
Die Proben in Abbildung 254, C, D wurden jeweils in Karnovsky Losung fixiert. Um ein Artefakt
durch diesen Fixierschritt auszuschliefien, wurden die Proben ohne Fixierlosung einer Trocken-
fixierung unterzogen (Abbildung 25B). Jedoch konnte auch durch die Trockenfixierung das
Netzwerk gut dargestellt und ein Nebeneffekt der Fixierung somit ausgeschlossen werden. Es ist
bekannt, dass auch andere antimikrobielle Peptide netzartige Strukturen ausbilden. Von HD6
weifd man jedoch, dass bakterielle Flagellen benétigt werden, um ein Netzwerk ausbilden zu
konnen (Chu et al, 2012). Um abzuklaren, ob die Netzstruktur von hBD1red alleine produziert
wird oder ebenfalls bakterielle Komponenten benoétigt werden, wurden Experimente ohne Bak-

terien durchgefiihrt (Abbildung 25C + D).
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Hierfiir wurden Proteine A gekoppelte Beads mit hBD1red (Abbildung 25C) oder hBD1red allei-
ne in TSB Medium (Abbildung 25D) inkubiert und auf Netzbildung untersucht. Es ist deutlich
sichtbar, dass hBD1red sowohl mit Protein A gekoppelte Beads, aber auch ohne jegliche bakteri-
ellen Komponenten ein Netzwerk bilden kann. Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, ist die oxidierte

Form von hBD1 nicht in der Lage Netze zu bilden.

E. coliMC1000 WT

E. coliMC1000 WT ,1rockenfixierung*

TSB Medium

+ 200 pg/ ml hBD1red

Abbildung 25. Aufklarung der unbekannten Struktur durch REM

E. coliMC1000 WT (A, B) oder Protein A — gebundene Beads (C) wurden mit hBD1red fur 2 h inkubiert. Als
Kontrolle diente hBD1red in TSB-Medium (D). Im Anschluss folgte die Fixierung der Proben mit dem Kar-
novsky Reagenz. Probe (B) wurde ohne Karnovsky Fixierlésung ,trockenfixiert". Es ist jeweils ein reprasen-
tativer Ausschnitt abgebildet.

Der zuséatzliche Mechanismus der Netzbildung durch die reduzierte Form von hBD1 zeigt ein
duflerst vielfaltiges Strategiespektrum. HBD1 besitzt hierdurch unterschiedliche und voneinan-
der unabhdngige Mechanismen gegen Bakterien. Im nachsten Schritt wurde die Netzstruktur

noch detaillierter charakterisiert.
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3.3.3. Strukturanalyse der netzartigen Struktur durch hBD1red

Es ist von einigen antimikrobiellen Peptiden bekannt, dass die Aktivitdt unabhingig von einzel-
nen Aminosauren ist (Schroeder et al, 2014). Bei HD6red wurde Histidin durch Tryptophan und
Cystein durch a-Aminobuttersidure (Abu) ersetzt und somit gezeigt, dass Histidine und Cysteine
keinen Einfluss auf die Aktivitit haben. Auch die Netzbildung von reduziertem HD6 wird nach
diesem Aminosdureaustausch nicht beeinflusst (Schroeder et al, 2014).

Um zu lberpriifen, ob in hBD1red ebenfalls ein Austausch an Aminosduren die Netzbildung oder
die antimikrobielle Aktivitit verdndert oder beeinflusst werden kann, wurde in folgenden Expe-

rimenten ebenfalls ein Aminosadureaustausch vorgenommen.

3.3.3.1. Eigenschaften von hBD1red_Abu

Um den Einfluss von Cysteinen in der Funktion von hBD1red zu tiberpriifen wurden alle Cystei-
ne durch das sterische Analogon a-Aminobuttersdure ausgetauscht und das neu modifizierte
hBD1red (hBD1red_Abu) auf Aktivitit und Netzbildung liberpriift. In Abbildung 26 ist die ur-
spriingliche Sequenz, sowie die modifizierte Version gezeigt. In dieser Arbeit wird die modifi-
zierte Version als hBD1red_Abu deklariert. Durch das Analogon a-Aminobuttersdure ist hBD1

nicht mehr in der Lage Disulfidbriicken auszubilden.

hBD1:
DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK

Modifikation:

Einzelne Cysteinresten wurde durch das sterische
Analogon a-Aminobutterséure (Abu) ersetzt

hBD1red_Abu:
DHYNAbuVSSGGQAbuLYSAAbuPIFTKIQGTAbuYRGKAKAbuAbuK

Abbildung 26: Schematische Darstellung der modifizierten Sequenz von hBD1red_Abu
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Mit Hilfe der modifizierten Version, hBD1red_Abu, wurde zuerst lberpriift, ob Cysteine in
hBD1red eine Rolle bei der antimikrobiellen Aktivitat gegen E. coli MC1000 spielen. Dazu wurde
E. coli MC1000 mit hBD1red oder mit hBD1red_Abu inkubiert und mittels RDA die antimikrobi-
elle Aktivitit getestet. Nach der Auswertung zeigte sich deutlich, dass hBD1red ohne Cysteine
eine verringerte Aktivitat besitzt (Abbildung 27).

E. coli MC1000

[=2]

Abbildung 27: Antimikrobielle Aktivitat von hBD1red_Abu

E. coli MC1000 WT wurde mit 2 pg hBDlred oder mit
hBD1lred_Abu inkubiert und die antimikrobielle Aktivitat mittels
RDA bestimmt. Das Stanzloch besitzt einen Durchmesser von

25 mm (gestrichelte Linie). Abgebildet ist der Mittelwert aus
drei unabhangigen Experimenten mit +/- SEM.

Hemmhofdurchmesser (mm)
F =9

hBD1red hBD1red - Abu

Flir die Aktivitat scheint es wichtig zu sein, dass Cysteine sich in der Sequenz befinden, um mog-
liche Disulfidbriicken zu kniipfen. Im nachsten Schritt wurde deshalb die Netzbildung tiberpriift.
Dafiir wurde E. coli MC1000 und Protein A gebundene Beads mit hBD1red_Abu inkubiert und im
Rasterelektronenmikroskop auf Netzbildung untersucht.

Wie in Abbildung 28 gezeigt, sind nach Behandlung mit hBD1red_Abu Bakterien nur ver-
einzelt zu finden und es ist keine Netzbildung zu erkennen. Auch nach der Inkubation mit Beads
wurde keine Netzbildung durch hBD1red_Abu beobachtet. Diese Versuche beweisen, dass Cys-

teine essentiell fiir die Aktivitat und fiir die Netzbildung von hBD1red sind.

E. coliMC1000 WT Protein A-Beads

200 pg/ ml hBD1red_Abu

Abbildung 28: Rasterelektronenmikroskopie von E. colinach Behandlung mit hBD1red_Abu
E.coli MC1000 WT oder Protein A - Beads wurden mit hBD1red_Abu fur 2 h inkubiert. Im Anschluss folgte
die Fixierung der Proben mit Karnovsky Reagenz. Es ist jeweils ein reprasentativer Ausschnitt abgebildet.
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3.4. Inaktivierung von hBD1red durch bakterielle Proteasen

3.4.1. /n vivo Nachweis von hBD1red Fragmenten

Proteasen kénnen durch Spaltung von Peptiden deren Aktivitit stark beeinflussen. Auch von
antimikrobiellen Peptiden ist bekannt, dass diese durch koérpereigene oder bakterielle Proteasen
prozessiert und somit in- oder aktiviert werden konnen (Schmidtchen et al, 2002; Gutner et al,
2009). Fiir hBD1 wurde gezeigt, dass Trypsin hBD1red in vitro in einzelne Fragmente spalten
kann und ein Fragment mit 29 Aminosduren entsteht. Bei dieser verkiirzten Version von
hBD1red fehlen am C-Terminus sieben Aminosauren. Zusatzlich konnte keine Aktivitat von die-
sem verkiirzten Fragments gegen B. adolescentis mehr nachgewiesen werden (Schroeder et al,
2011b, 2011a). In diesem Abschnitt sollen die Eigenschaften und das eventuell natiirliche Vor-
kommen der verkiirzten Version hBD1red_AS1-29 und den restlichen sieben Aminosduren
(Heptapeptid) geklart werden.

Da die bisherigen Versuche in vitro durchgefiihrt wurden, wurde hier mittels Massenspektro-
metrie (QTOF) iiberpriift, ob diese hBD1- Fragmente auch in bakteriellen Uberstinden und so-
mit in vivo entstehen kénnten und ob bakterielle Proteasen in der Lage sind die gleichen Frag-
mente wie humanes Trypsin zu bilden.

Zunichst wurde E. coli MC1000 mit dem Volllangen Peptid hBD1red fiir 2 h inkubiert
und der Uberstand nach dem Zentrifugationsschritt mittels Massenspektrometrie auf hBD1
Fragmente untersucht (Abbildung 29A). Um mogliche Artefakte mit dem synthetischen hBD1red
auszuschliefRen, wurde eine in vitro Reduktion durch das Thioredoxinsystem (200 nM Thioredo-
xinreduktase und 3 uM Thioredoxin in 100 mM Kaliumphosphatpuffer) durchgefiihrt, anschlie-
Rend mit Bakterien inkubiert und der gewonnene Uberstand im QTOF auf hBD1- Fragmente
liberpriift (Abbildung 29B). Es wurde jeweils aus den Uberstinden in (A) und (B) ein Peak mit
einer hohen Intensitdt detektiert. Dieser stellte sich in beiden Fallen als das verkiirzte Fragment
hBD1red_AS1-29 heraus, welches potentiell in vivo durch bakterielle Proteasen entstehen konn-

te.
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Abbildung 29: Detektion von verkurztem hBD1red — Fragment

Im Uberstand von £ co/iwurde nach 2 h Inkubation mit hBD1red (A) und mit in 100 mM Kaliumphosphat-
puffer in vitro reduziertemn hBD1 und Thioredoxin-Mix (B) das verkurzte Fragment hBD1red_AS1-29 detek-
tiert. Hierfur wurde in (B) 50,9 yM hBD1ox mit 200 nM Thioredoxinreduktase und 3 uM Thioredoxin redu-
ziert und anschlieBend mit Bakterien inkubiert.



3.4.1.1. Antimikrobielle Eigenschaften von hBD1red_AS1-29

Bekannt wurde schon aus Bjoern O Schroeder, Wy, et al., 2011, dass das hBD1red_AS1-29 keine
Aktivitat gegen anaerobe Bakterien zeigt. Hier wurde nun die Aktivitit von hBD1red_AS1-29
und von dessen restlichen Fragment, dem sogenannten Heptapeptid, auf verschieden Bakterien-
spezies, unter anderem gegen E. coli MC1000 im RDA getestet (Abbildung 30). Uberraschender-
weise zeigte sich, dass hBD1red_AS1-29 und das Heptapeptid gegen alle hier getesteten Bakte-

rien keinerlei antimikrobielle Aktivitit aufwies.

10.E- coli MC1000 10.S. aureus 10 B. subtilis 168 trpC2

Hemmhofdurchmesser (mm)
Hemmhofdurchmesser (mm)
T
Hemmhofdurchmesser (mm)

Abbildung 30: Aktivitdtsmessung von hBD1 und dessen Fragmente auf Bakterien

E. coli MC1000 WT, S. aureus und B. subtilis 168 trpC2 wurden mit 127,05 pM (~ 2 ug hBD1red) hBD1red
Fragmenten inkubiert und die antimikrobielle Aktivitat mittels RDA bestimmt. Das Stanzloch besitzt einen
Durchmesser von 2,5 mm (gestrichtelte Linie). Abgebildet ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Expe-
rimente mit +/- SEM.

Da keine Aktivitdt von hBD1red_AS1-29 und Heptapeptid gegen die drei getesteten Stdimme zu
erkennen war, wurde nochmals mittels des sensitiveren Luciferase Assay ein moglicher Einfluss
auf die Zellwand durch die inaktiven Fragmente tberprift (Abbildung 31). Jedoch wurde auch
hier keine Aktivitat in Form von Zellhiillenstress durch verschiedene Konzentrationen (0,04 - 80
uM) an hBD1red_AS1-29 (A) und dem dazugehorigen Heptapeptid (B) ausgeldst. Lediglich eine
minimale Aktivitit des Promotors konnte durch hBD1red_AS1-29 festgestellt werden. Diese
Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen aus dem RDA iiberein und zeigen, dass die geteste-
ten Fragmente von hBD1 keine antibiotische Wirkung, auf die hier getesteten Bakterien, aufwei-

sen.
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Abbildung 31: YpuA Promotoraktivitat als Marker von Zellhlllenstress durch hBD1 Fragmente

B. subtilis ypuA wurde mit einer Konzentrationsreihe von 0,04 — 80 uM hBD1red_AS1-29 (A) oder mit dem
Heptapetid (B) inkubiert und im Anschluss die Promotoraktivitat von ypuA, gekoppelt mit Luciferase Re-
portergen, gemessen. Die Darstellungen enthalten die Mittelwerte mit +/- SEM von zwei unabhéngigen
durchgefuhrten Experimenten.

3.4.1.2. HBD1red_AS1-29 zeigt Netzbildung mit Bakterien

Aus den zuvor dargestellten Versuchen zeigte sich, dass die im Uberstand detektierten Fragmen-
te hBD1red_AS1-29 und dessen restliches Heptapeptid vollstdndig inaktiv sind und keinerlei
antibiotische Wirkung mehr aufweisen. Um weitere Details iiber den Wirkmechanismus von
hBD1red zu erfahren, wurde iiberpriift, ob eine Spaltung zu hBD1red_AS1-29 und dem Hepta-
peptid auch die Netzbildung beeintrichtigt oder sogar die Netzbildung vollstindig inhibiert
werden kann. Bakterien wurden dafiir mit hBD1red_AS1-29 oder mit Heptapeptid inkubiert und
nach der Fixierung mittels REM auf Netzbildung analysiert (Abbildung 32). Erstaunlicherweise
zeigte sich eine deutliche Netzbildung bei hBD1red_AS1-29, wohingegen der restliche Teil, das
Heptapeptid, keine Netzstrukturen ausgebildet hat.

E. coli MC1000 WT

2 um

)

200 ug/ ml hBD1red_AS1-29

200 ug/ ml Heptapetid
Abbildung 32: Nachweis von Netzstrukturen von hBD1 Fragmenten mittels REM
E. coli MC1000 wurde mit hBD1red_AS1-29 oder mit dem kurzen Fragment Heptapeptid fir 2 h inkubiert.

Im Anschluss folgte die Fixierung der Proben mit dem Karnovsky Reagenz. Es ist jeweils ein reprasentati-
ver Ausschnitt abgebildet.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das Volllingenpeptid hBD1red zur Bildung von
netzartigen Strukturen in der Lage ist. Dariiber hinaus besitzt dieses Peptid auch antimikrobielle
Eigenschaften. Interessanterweise bendétigt hBD1 seine Cysteine, sowohl fiir die antibiotische
Aktivitit, als auch fiir die Netzbildung. Des Weiteren konnte im Uberstand von, mit hBD1red
behandelten, E. coli MC1000 das vollstandige Peptid nicht mehr detektiert werden. Stattdessen
wurde nur eine, um sieben C-terminale Aminosauren verkiirzte Version (hBD1red_AS1-29) ge-

funden.

3.4.2. Einfluss der bakteriellen Proteasen auf hBD1

Um einen Nachweis zu erhalten, ob bakterielle Proteasen an der Fragmentierung von hBD1red
beteiligt sind (Abbildung 33), wurden im nachsten Versuch die bakteriellen Proteasen durch

einen Inhibitormix geblockt und anschliefiend die Bildung von Fragmenten untersucht.

potentielle Schnittstelle
bakterieller Proteasen

hBD1red:
DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYR|GKAKCCK

L J
hBD1red_AS1-29 Heptapeptid

Abbildung 33: Schematische Darstellung der méglichen hBD1 Fragmentie-
rung durch bakterielle Proteasen

Der Inhibitormix enthélt verschiedene reversible und irreversible Proteaseinhibitoren fiir Serin-
und Cysteinproteasen, sowie spezifische Inhibitoren fiir Aspartatproteasen und Aminopep-
tidasen. Der Einsatz von 1 x konzentriertem Inhibitormix inhibiert laut Protokoll tiber 90 % Pro-
teasenaktivitat in Bakterien. Ein Zusatz von EDTA fiihrt zu einer zusatzlichen Inhibierung der
Metalloproteasen.

E. coli MC1000 wurde mit verschiedenen Verdiinnungen des Proteaseinhibitormixes
vorinkubiert und anschlieffend hBD1red dazu gegeben (Abbildung 34). Als Kontrolle wurde
anstelle von hBD1red 0,01 % Essigsaure zu den Bakterien gegeben, um eine potentiell toxische
Wirkung des eingesetzten Proteaseinhibitors auszuschliefen. Nach einer Inkubation von 30 min
wurde das bakterielle Wachstum nach 6 h bei ODsoo gemessen und in Abbildung 34 dargestellt.
Es war zu erwarten, dass die bakteriellen Proteasen durch den Inhibitormix gehemmt werden.
Hierdurch sollte eine Spaltung des aktiven hBD1red in die inaktiven Fragmente, hBD1red_AS1-
29 und Heptapeptid, verhindert werden. Nach dieser Hypothese sollte daher hBD1red langer in
seiner aktiven Form vorliegen und das bakterielle Wachstum iiber einen grofderen Zeitraum
inhibieren. Die Kontrolle zeigt ein konstantes Wachstum bei allen eingesetzten Inhibitormengen,
sodass eine toxische Wirkung alleine durch den Proteaseinhibitormix ausgeschlossen werden

kann. Dies lasst darauf schliefden, dass bakterielle Proteasen hBD1lred in die Fragmente
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hBD1red_AS1-29 zerteilen konnen und das antimikrobielle Peptid somit inaktiviert werden
kann. Durch die Inhibierung dieser Proteasen und den somit verhinderten Abbau von hBD1 ist

die toxische Wirkung auf die Bakterien langer und starker.

0.5 E-coli MC1000

~ hBDA,eq

0.6

0.4

0.2

bakterielles Wachstum [ODgg]

0.0 T T T U
0.0000 0.0025 0.0050 0.0075 0.0100

Inhibitormenge [X-fach]

Abbildung 34: Einfluss von Protease-inhibitoren auf die hBD1red Aktivitét

E. coli wurde mit unterschiedlichen Mengen an bakteriellen Proteaseinhibitoren-Mix inkubiert und an-
schlieBend hBD1red (schwarz) oder 0,01 % Essigséure als Kontrolle (grau) zugegeben. Mittels ODggy wur-
de eine Wachstumsgerade nach 6 h erstellt. Mit Zunahme der Inhibitormenge wird das bakterielle
Wachstum weniger. Zu sehen ist der Mittelwert von drei voneinander unabhéngige Experimente mit +/-
SEM.

Die Ergebnisse zeigen, dass Bakterien einen Abwehrmechanismus entwickelt haben, indem sie
durch die Produktion von Proteasen hBD1 zerteilen kdnnen (Abbildung 34). Die entstehenden
Fragmente verfiigen liber keine antibiotische Wirkung mehr. Dennoch ist das Hauptfragment
(Aminosaure 1-29) in der Lage die Bakterien in einer Netzstruktur einzuschliefen.

Im nachsten Kapitel wurde die Funktionalitdt der Netze Uiberpriift und analysiert, inwiefern
diese Netze Bakterien lokalisiert festhalten konnen und somit eine mogliche Verbreitung von

Bakterien in vivo verhindert werden kann.
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3.5. Funktioneller Nachweis der Netzstruktur

Um die Funktion der hBD1- Netze zu untersuchen, wurde iiberpriift, ob diese Netze die Translo-
kation von Bakterien verhindern kénnen. Dafiir wurde ein Transmigrationsassay etabliert, bei

diesem die Migration der Bakterien tliber ein Filter-Transwell System gemessen wurde.

3.5.1. Etablierung eines Transmigrationsassays

Flr die Etablierung dieses Assays wurden Transwellfilter mit einem Porendurchmesser von
3 um verwendet. Diese Porengrofde ermoglicht die Diffusion der Bakterien. Der Assay wurde mit
Klebsiella pneumoniae durchgefiihrt. Dieses Bakterium weist eine Grofée von 2 pm auf und kann
somit ohne Schwierigkeiten durch den Transwellfilter hindurch diffundieren. Auf den Filter wird
zunichst das zu untersuchende Peptid pipettiert. Auf diesem nach kurzer Inkubationszeit die
Bakteriensuspension zugegeben wird. Anschlieféend wird der Filter in ein Well mit vorgewarm-
ten 400 pl TSB-Medium gestellt. Wahrend der Etablierungsphase wurden Inkubationszeit und
weitere Parameter, welche im Material & Methodenteil (2.2.1.7) genauer beschrieben sind, fest-
gelegt. Nach 1 h wurde der Filter aus dem Well entfernt und das Wachstum im verbliebenen
TSB-Medium beobachtet. Es stellte sich heraus, dass nach weiteren 2 h Inkubation bei 37 °C das
optimalste Wachstum erzielt wird. Sind Peptide in der Lage ein Netz auszubilden, so wird ein
geringes oder gar kein Bakterienwachstum im verbliebenen TSB-Medium detektiert. Dahinge-
gen konnen Peptide ohne Netzbildung die bakterielle Diffusion durch die Membran nicht ver-
hindern, was durch ein sehr hohes Bakterienwachstum im TSB-Medium angezeigt wird. Als Ne-
gativkontrolle wurde der Filter mit 0,01 % Essigsdaure vorbehandelt, was nachweislich zu kei-
nem Schaden der Bakterien fiihrt, aber auch keine Netzbildung hervorruft. In Abbildung 35 ist

der Versuchsaufbau schematisch dargestellt.

verhinderte Translokation der Keine Netzbildung
Bakterien durch Netzbildung

Filter (3um) Filter (3pm)

Bakterien

Bakterien
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Abbildung 35: Schematisches Modell des Transwell Membran Assays

Bakterien welche durch das Netz gefangen wurden sind nicht mehr in der Lage durch die Membran in
das TSB Medium zu diffundieren. Sobald keine Netzbildung zustande kommt kénnen die Bakterien die
Membran durchqueren und im unteren Abschnitt kann die optische Dichte nach 1 h gemessen werden.
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3.5.1.1. K pneumoniae als resistentes Bakterium gegen hBD1

Um falsch-positive Ergebnisse durch eine antibiotische Wirkung von hBD1red auszuschlief3en,
musste ein resistentes Bakterium gegen die zu testenden Peptide eingesetzt werden. Durch Vor-
daten wurde bekannt, dass K. pneumoniae eine komplette Resistenz gegen hBD1ox und hBD1red
im RDA aufweist. Um dies zu bestétigen, wurde ein Triibungsassay durchgefiihrt, um durch die
sensitivere Methode genauere Erkenntnisse liber die Aktivitiat der zu testenden Substanzen ge-
gen K. pneumoniae zu gewinnen.

In Abbildung 36 wurde das Wachstum in % zur Positivkontrolle (inkubiert mit 0,01 %
Essigsdure) nach 12 h bei unterschiedlichen Peptidmengen dargestellt. Die maximale Konzentra-
tion an Peptid waren 62,5 pmol. Jedoch wurde keine Wachstumshemmung oder Inhibierung des
Wachstums bei allen getesteten Peptiden festgestellt. K. pneumoniae konnte deshalb als resisten-
tes Bakterium fiir den Transmigrationsassay verwendet werden, da eine antimikrobielle Aktivi-

tat und somit eine geringere Anzahl an Bakterien im Assay ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 36: Aktivitdatsmessung gegen K. pneumoniae mittels Trbungsassay

Die Wachstumsinhibierung nach 12 h wurde in einem Tribungsassay verfolgt und das Wachstum nach
verschiedener Zugaben von Peptiden in % zur Positivkontrolle mit +/- SEM aus drei unabhéangigen Expe-
rimenten dargestellt. Die Positivkontrolle wurde mit 0,01 % Essigsaure behandelt.



3.5.2. HBD1 Netze verhindern bakterielle Diffusion

Flir den funktionellen Nachweis von hBD1red und der damit verbundenen Diffusionsbarriere
von Bakterien wurde das resistente Bakterium K. pneumoniae verwendet. Aus den vorherigen
Daten zeigte sich, dass hBD1ox und hBD1red_Abu sich als Negativkontrolle eignen, da diese Pep-
tide keine Netzstruktur ausbilden. Dagegen sollte hBD1red, sowie hBD1red_AS1-29 eine Diffusi-
onsbarriere darstellen. Chu et al, 2012; Schroeder et al, 2014 zeigten, dass HD6ox und HDé6red
ebenfalls in der Lage sind Netze auszubilden. In diesem Versuch konnten diese Peptide somit als
Positivkontrolle dienen. Nachdem die Membran mit dem jeweiligen Peptid vorinkubiert wurde
und die Suspension aus K. pneumoniae dazugegeben wurde, konnte nach 2 h das bakterielle
Wachstum detektiert werden. Dargestellt wurde das bakterielle Wachstum in % zur Positivkon-
trolle (Abbildung 37). Bei einer Inkubation mit hBD1ox und hBD1red_Abu konnte eine hohe
Menge an bakteriellem Wachstum im unteren Well detektiert werden. Dies zeigt, dass Bakterien
nicht zuriickgehalten werden und durch den Filter und dessen Membran diffundieren kénnen.
Diese Daten gleichen sich zu den Ergebnissen aus dem REM, welche keine Netzbildung der Pep-
tide mit Bakterien zeigen. Jedoch, wenn der Filter mit hBD1red, HD60x, oder hBD1red_AS1-29
inkubiert wurde, konnte kein bakterielles Wachstum im TSB Medium detektiert werden. Aus
diesem Assay lasst sich schlussfolgern, dass hBD1red funktionelle Netze ausbilden kann, welche
die Bakterien einfingt und zurtlickhalt und somit eine bakterielle Verbreitung stoppt ohne das
eine zwingende antimikrobielle Wirkung vorhanden sein muss.
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Abbildung 37: Transmigrationsassay mit K. pneumoniae

Nach zwei Stunden wurde das bakterielle Wachstums von K. pneumoniae im unteren Well gemessen
und % zur Kontrolle (behandelt mit hBD1ox) aufgetragen. Keine signifikante Anzahl an Bakterien wurde
bei Peptiden mit Netzbildung detektiert (hBD1red, hBD1red_AS1-29, HD60ox). Ohne Netzbildung wurde
eine hohe Anzahl an Bakterien gemessen (hBD1lox, hBD1lred_Abu). Dargestellt sind drei unabhangigen
Experimenten mit +/- SEM.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue Daten zu der antimikrobiellen Aktivitdt von verschiede-
nen Redoxformen von hBD1 erhoben werden. Neben der Analyse des Aktivitdtsspektrums wur-
de das Zieltarget von hBD1 untersucht. Es konnte hier zum ersten Mal gezeigt werden, dass ein
antimikrobielles Peptid mehrere Strategien aufweisen und Bakterien auf unterschiedliche Weise
im Wachstum hemmen oder zerstoren kann. Hierbei spielen die Umgebungsbedingungen eine
entscheidende Rolle, da diese verantwortlich fiir die unterschiedlichen Wirkungsvarianten von
hBD1 sind. Im letzten Kapitel wurden die Strategien der Bakterien untersucht, die es ihnen er-
moglich sich vor dem Angriff von hBD1 zu schiitzen. Dabei zeigte sich, dass bakterielle Proteasen
in der Lage sind hBD1red zu spalten und somit dessen Wirkung abzuschwéachen. Im Folgenden
werden einige verwendete Methoden und erzielte Ergebnisse diskutiert und eine resultierende
Hypothese iiber den in vivo Wirkmechanismus von den unterschiedlichen hBD1 Redoxformen

ausgearbeitet.

4.1. Antimikrobielle Peptide als alternative Antibiotika

Werden Bakterien durch Verabreichung eines Antibiotikums iliber langeren Zeitraum dem glei-
chen Selektionsdruck ausgesetzt, so konnen diese Bakterien rasch eine Resistenz ausbilden. Da-
raus folgend gehoren mittlerweile immer mehr Keime zu den multiresistenten Mikroorganismen
(Davies & Davies, 2010; WHO | Antimicrobial resistance). Eine Behandlung von infektiosen
Krankheiten, welche durch solche multiresistente Keime ausgelost werden, stellt sich mittler-
weile als grofde Herausforderung dar, da konventionelle Antibiotika oftmals keinen Behand-
lungserfolg mehr zeigen. Das Problem der konventionellen antibiotischen Medikamente ist oft,
dass diese nur eine geringe Anzahl an spezifischen Zieltargets in den einzelnen Bakterien besit-
zen (Peschel & Sahl, 2006). Aufgrund des hohen Selektionsdruckes verdandern sich Bakterien. Sie
konnen unterschiedliche Strategien, wie eine Neuzusammensetzung ihrer Lipidschicht und
Struktur gegen die einzelnen Wirkmechanismen der Antibiotika entwickeln und so eine Resis-
tenz dagegen ausbilden (Lee et al, 2016). Deshalb werden neue Strategien benétigt, welche das
immer grofler werdende Resistenzproblem von Seiten der Bakterien bekdmpft. Antimikrobielle
Peptide stellen hier eine mogliche Alternative dar, da Mikroorganismen bis heute eine sehr ge-
ringe bis nicht nachweisbare Resistenzentwicklung zeigen (Peschel & Sahl, 2006). Humane an-
timikrobielle Peptide gehoren zum angeborenen Immunsystem und zeigen ein sehr breites

Wirkspektrum gegen Mikroorganismen und Viren.



Dennoch wird immer wieder diskutiert, warum seit der Entstehung dieser antimikrobiellen Mo-
lekiile kaum eine Resistenz bei Bakterien gebildet wurde.

Obwohl diese Peptide im humanen Organismus stidndig exprimiert werden und Bakterien
standig diesen Selektionsdruck ausgesetzt sind, gibt es kaum nachweisliche Resistenzen gegen-
liber humanen Peptiden (Peschel & Sahl, 2006). Mégliche Erklarungen sind, dass verschiedene
Peptide gleichzeitig exprimiert werden, welche wiederum unterschiedliche Mechanismen an-
wenden, um die Bakterien abzutdten. Dies erschwert die Bildung von Resistenzen. Zusatzlich
sind die Zieltargets nicht sehr spezifisch, sodass z. B. das Membranpotential verdndern wird
oder das osmotische Gleichgewicht durch Peptide unspezifisch beeinflusst werden kann (Pe-
schel & Sahl, 2006). Viele Mechanismen dieser antibiotischen Molekiile sind noch véllig uner-
forscht. Vereinzelt konnte schon der Wirkmechanismus von antimikrobiell aktiven Peptiden
herausgefunden werden. Wie Anfangs erwahnt, fiihrt ein Defensin aus der Himolymphe eines
Insekts, Insect-Defensin-A, zur Reduzierung der Kaliumkonzentration im bakteriellen Cytoplas-
ma. Dagegen zerstort ein weiteres antimikrobielles Peptid, Buforin II aus der asiatischen Rie-
senkrote, keine Membranschichten, sondern diffundiert durch die Cytoplasmamembran und
lagert sich dort mit Nukleinsduren zusammen, was zum Absterben der Bakterien fiihrt (Co-
ciancich et al, 1993; Park et al, 1998; Brogden, 2005; Xie et al, 2011). Ein sehr haufiger Wirkme-
chanismus ist die Bildung von Poren in der bakteriellen Membran, was unter anderem fiir das
humane (-Defensin 3 und das Cathelicidin LL-37 beschrieben wurde (Zaiou et al, 2003; Bohling
et al, 2006; Lee et al, 2016). Dennoch ist der Wirkmechanismus von vielen humanen antimikro-
biellen Peptiden noch nicht ganz verstanden und eine Aufklarung dieser evolutionsstabilen Me-

chanismen dringend notig um weitere Strategien gegen die multiresistenten Keime zu finden.

4.1.1. hBD1- ein unterschéatztes Defensin

Das humanen (-Defensin 1 (hBD1) wurde 1995 zum ersten Mal aus dem Blutplasma isoliert
(Bensch et al, 1995). Trotzdem war lange Zeit nach der Entdeckung die funktionelle Bedeutung
von hBD1 im humanen Organismus unklar. Fraglich war, warum dieses Peptid, welches im Ge-
gensatz zu anderen Peptiden konstant exprimiert wird, eine so geringe antibiotische Wirkung
hervorruft. Erst kiirzlich zeigten Daten aus unserer Arbeitsgruppe, dass hBD1 nach Reduktion
der Disulfidbriicken zu einem sehr potenten antimikrobiellen Peptid wird (Schroeder et al,
2011b). HBD1 gehort zu der Klasse der Defensine. Es wird von vielen epithelialen Oberflachen,
wie z.B. innerhalb des Gastrointestinal-/ Reproduktionstraktes, Niere, Mundhohle, aber auch
vom urogenitalen Epithels exprimiert (O’Neil et al, 1999; Schroeder et al, 2011b, 2012). Es be-
steht eine Assoziation zwischen DEFB1-Promotor-Polymorphismen und einer erhoéhten S. au-
reus Kolonisierung (Nurjadi et al, 2013). Weitere Krankheiten wie Periodontitis, Psoriasis und

chronischen entziindlichen Darmerkrankungen werden ebenfalls mit einer verdnderten hBD1



Expression assoziiert (Hollox, 2008; Kocsis et al, 2008; Prado-Montes de Oca, 2010; Schaefer et
al, 2010). Eine verringerte Menge an hBD1 wurde auch in Spermien von infertilen Mannern fest-
gestellt, die entweder eine erh6hte Anzahl von Leukozyten im Sperma (Leukozytospermie) oder
eine verlangsamte Spermienbewegung (Asthenozoospermie) aufweisen (Diao et al, 2014). Wei-
tere Daten zeigen, dass die Reduzierung von hBD1 in vivo iiber das vorhandene Thioredoxin-
System, welches im Darm mit dem reduzierten hBD1 co-lokalisiert ist, gesteuert werden kann.
Dies fithrt dazu, dass im humanen Organismus, abhdngig von den Umgebungsbedingungen, ver-
schiedene Redoxformen von hBD1 vorkommen kénnen (Jaeger et al, 2013).

Erste Daten mit den unterschiedlichen Redoxformen zeigten, dass das Wirkspektrum sich
deutlich von hBD1red zu hBD1ox unterscheidet (Abbildung 5). HBD1ox zeigte nur eine antimik-
robielle Aktivitat gegen die getesteten Gram-negativen Bakterien, dagegen war die reduzierte
Form deutlich toxischer und zeigte keine Spezifitit auf einen Gramstatus. HBD1red zeigte in
Gram-negativen, aber auch in Gram-positiven Bakterien eine starke bakterizide Wirkung
(Abbildung 5). Aufgrund der deutlichen Unterschiede in den einzelnen Wirkspektren wurden

die Wirkmechanismen der einzelnen Redoxformen von hBD1 genauer untersucht.

4.2. Ein antimikrobielles Peptid mit multiplen Wirkmecha-

nismen

In dieser Arbeit wurden die Unterschiede der beiden Redoxformen von hBD1 herausgearbeitet
und deren Zieltargets charakterisiert und lokalisiert.

Im RDA wies hBD1ox antimikrobielle Aktivitdt ausschliefdlich gegen Gram-negative Bak-
terien auf, wahrend hBD1red starke bakterizide Eigenschaften sowohl gegen Gram-positive als
auch Gram-negative Bakterien in den RDAs zeigte. Die Durchmesser der Hemmbhofe bei E. coli
waren von HBD1lox und hBD1red nahezu identisch. Die unterschiedlichen Redoxformen von
hBD1 fiihren zu verschiedenen Tertidrstrukturen, welche sich in ihrer Diffusionsfahigkeit unter-
scheiden konnen. Daher ist der Durchmesser der Hemmhofe nur ein Anhaltspunkt auf die anti-
mikrobielle Wirksamkeit der beiden Varianten. Deshalb kann daraus keine Starke der Aktivitat
ermittelt werden. Um die bakterizide Eigenschaft beider Formen zu vergleichen, wurde ein Trii-
bungsassay durchgefiihrt. Anders als erwartet, konnte nur hBD1red die bakterielle Kultur von
E coli im Triibungsassay sterilisieren. Der sensitivere Triibungsassay zeigte, im Gegensatz zu
der dhnlichen Aktivitat beider Redoxformen im RDA, eine verringerte Aktivitdt von hBD1ox ge-
gen E. coli. Dies kann entweder auf eine schwache bakterizide Wirkung von hBD1ox hinweisen,
da nach einiger Zeit hBD1ox behandelte Bakterien nahezu die gleiche Wachstumskurve zeigten
wie die Kontrolle. Moglicherweise ist auch ein indirekter Mechanismus von hBD1ox, wie das

Auslosen von Autolyse im Inneren der Bakterien denkbar. Spatere Aufnahmen mittels REM zeig-
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ten zudem deutliche Membranvesikel auf der Zelloberflache. Die Bildung von Membranvesikel
korreliert oft mit erh6htem Zellstress und induzierter Zelllyse (Brogden, 2005; Chileveru et al,
2015). Diese generierten Daten zeigten, dass ein humanes Peptid je nach Umgebungsbedingung
unterschiedliche Strategien fiir die antimikrobielle Aktivitit besitzen kann.

Dartiber hinaus ist es fiir ein konventionelles Antibiotikum nicht bekannt, dass es mehrere
Wirkmechanismen aufweist, welche sich je nach Umgebungsbedingung unterscheiden. In weite-
ren Experimenten wurden die moglichen Zieltargets der einzelnen Redoxformen naher charak-
terisiert. Die bakterielle Zellhiille ist ein haufiges Zieltarget vieler antimikrobieller Peptide, wel-
che durch unterschiedlichste Methoden die Bakterien im Wachstum einschranken oder sogar
die Zelllyse auslosen konnen (Zasloff, 2002; Brogden, 2005; Yount & Yeaman, 2013). Die ersten
Hinweise fiir das mogliche Zieltarget von hBD1red konnten iiber einen Luciferase Assay gene-
riert werden.

Hier 16ste das reduzierte hBD1 Zellhiillenstress bei den verwendeten B. subtilis Reporter-
stimmen aus. Allerdings konnte nach einer Inkubation mit oxidiertem hBD1 keine Stressreakti-
on der Zellhiille bei den Bakterien detektiert werden. Der angewendete Luciferase-Assay ist in
diesem Kontext in seiner Aussage sehr limitierend, da hBD1ox gegen B. subtilis im RDA ohnehin
kaum bis gar keine antimikrobielle Aktivitit zeigte. Aus diesem Grund wurden zwei weitere
Membranaktivitatsassays durchgefiihrt, um genauere Aussagen tliber die méglichen unterschied-
lichen Strategien der einzelnen Redoxformen von hBD1 zu bekommen. In zwei weiteren Assays
(FACS, Membranpermeabilititsassay) wurde wiederum die Zellhtille als Target von hBD1red
nachgewiesen (Abbildung 8, Abbildung 9). In den einzelnen Versuchen wurde meist hBD3 als
Positivkontrolle verwendet, da dieses ebenfalls Zellstress auslosen kann, indem es die Membran
durch Porenbildung schadigt (Bohling et al, 2006; Yount & Yeaman, 2013). Beide Methoden zeig-
ten den Verlust von Membranstabilitat (Abbildung 7, Abbildung 8) und sogar einen kompletten
Zusammenbruch des bakteriellen Membranpotentials (Abbildung 9). HBD1ox zeigte in diesen
neuen Setups mit E. coli MC1000 ebenfalls keine Auswirkungen auf die Zellmembran, obwohl im
RDA eine gleichstarke antimikrobielle Aktivitit im Vergleich zu hBD1red detektiert werden
konnte. Diese Daten zeigen, dass hBD1red eine Membranzerstorung als direkten antimikrobiel-
len Mechanismus aufweist. Dies waren die ersten Hinweise, dass hBD1ox und hBD1red definitiv
unterschiedliche Wirkmechanismen besitzen. Zudem weisen die Daten darauf hin, dass dieselbe
Aminosaureabfolge mehrere Strategien gegen Mikroorganismen besitzen kann, wobei die Struk-
tur des Peptids direkt von seiner Umgebung in vivo abhangig ist. Diese Tatsache wurde bisher
noch nicht beschrieben. Die meisten Peptide zeigen keine unterschiedlichen Mechanismen in-
nerhalb ihrer Redoxformen (Chu et al, 2012; Schroeder et al, 2014). Die Auswirkungen von
hBD1red auf die Membran wurden in Kapitel 0 genauer diskutiert. Jedoch resultiert daraus die
Frage, welche Angriffspunkte hBD1ox verwendet, um die Bakterien in ihrem Wachstum zu be-

eintrachtigen. Die Daten aus dem Triibungsassays zeigten ein deutlich verzégertes Wachstum.
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Zusatzlich waren die Hemmhofe in den RDAs relativ grof3, was auf eine bakterizide Wirkung des
Peptids hinweist. Um die einzelnen Strategien fiir den Wirkmechanismus genauer zu charakteri-
sieren, wurde im Folgenden jede Redoxform separat untersucht. Hierbei wurden die Lokalisati-
on und die bakterielle Morphologie betrachtet, um Riickschliisse auf mogliche Zieltargets zu
finden. Anschlieffend wurde mit entsprechenden Assays der mogliche Mechanismus genauer
tiberpriift. Es wurde nach moglichen Interaktionspartnern von hBD1ox in den einzelnen bakte-

riellen Membranschichten in Gram-negativen Bakterien gesucht.

4.2.1. Die antimikrobielle Strategie von hBD1ox

Die antimikrobielle Aktivitit von oxidiertem hBD1 zeigte hier deutlich eine Spezifitit gegen
Gram-negative Bakterien unter aeroben Bedingungen. Zudem ist die bakterizide Wirkung von
hBD1ox in Versuchen mit Fliissigmedium deutlich schwécher als die reduzierende Redoxform
von hBD1. Das natiirliche Vorkommen von hBD1ox ist eher in Kérperregionen mit Sauerstoff-
anwesenheit, wo infolgedessen Bakterien vorkommen, welche eine aerobe Lebensweise bevor-
zugen.

Einige Gram-negative Bakterien wie A. baumanii konnten in dem anaeroben Setup der hier
durchgefiihrten Versuche nicht iiberleben, sodass nur E. coli und S. enteriditis unter anaeroben
Bedingungen getestet wurde. Gerade Gram-negative Bakterien unterscheiden sich zu anderen
Bakterien im Aufbau der Zellhiille, sowie dem Vorhandensein eines speziellen Redoxsystems im
Periplasma, welches vor allem in aeroben Bedingungen aktiv ist (Messens & Collet, 2006; Heras
et al, 2009; Paxman et al, 2009). Das Redoxsystem wurde in E. coli schon sehr detailliert unter-
sucht, sodass es mit den Mechanismen von anderen Gram-negativen Bakterien verglichen wer-
den kann (Heras et al, 2009). Die Hauptbestandteile dieses Redoxsystems sind zwei Oxidoreduk-
tasen DsbA und DsbB, deren Bedeutung im nichsten Abschnitt ausfiihrlicher diskutiert wird.
Durch einen Vergleich des Gens von DsbA aus E. coli, mit verschiedenen anderen Bakterien,
konnte z. B. eine 85,6 %ige Ubereinstimmung mit einem Gen aus Gram-negativen S. enteriditis
entdeckt werden (Heras et al, 2009). Da hBD1ox nur eine antimikrobielle Aktivitit gegen Gram-
negative Bakterien zeigt, wird moglicherweise das Redoxsystem indirekt oder direkt von

hBD1ox zur Ausiibung der antimikrobiellen Aktivitat verwendet.

4.2.1.1. Das Redoxsystem ist essentiell fur die Aktivitat von hBD1ox

Die Untersuchung der antimikrobiellen Wirkung von hBD1ox auf verschiedene Bakterienmutan-
ten mit Proteinknockout in bakteriellen Kompartimenten wie Aufenmembran, Cytosol oder in
dem oben genannten Redoxsystem (Abbildung 11) zeigt deutlich, dass die Oxidoreduktasen
DsbA und DsbB eine essentielle Rolle bei der Aktivitit von hBD1ox darstellen. Die Bakterien,

welche kein DsbA oder DsbB mehr enthalten, weisen eine erhohte Resistenz gegen hBD1ox auf.
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Bakterien mit einem Doppelknockout von DsbA und DsbB werden komplett resistent gegen die
oxidierte Form des Defensins. HBD1red hat trotz der Proteinknockouts eine unverdnderte anti-
mikrobielle Wirkung gegen die getesteten Mutanten. Dies verdeutlicht nochmals, dass diese Re-
doxform des Peptids einen anderen Wirkmechanismus besitzt, als die oxidierte Form.

Bakterien ohne DsbA zeigen eine starkere Resistenz gegen hBD1ox im Vergleich zu Bakterien
ohne DsbB. Der Grund hierfiir kdnnte sein, dass das Protein DsbA Disulfidbriicken in ungefaltete
Proteine einbaut und damit eine wichtigere Rolle in Bakterien spielt als DsbB. Diese Hypothese
wurde durch eine Studie von Hiniker & Bardwell, 2004 belegt, welche zeigt, dass DsbA nicht
durch andere Proteine ersetzt werden kann und somit ein Knockout im dsbA-Gen deutlich mehr
Folgen und Auswirkungen haben kann, wie ein Fehlen von DsbB (Hiniker & Bardwell, 2004).
DsbB ist fiir die Re-Oxidation zustiandig, sodass DsbA in seinen Ausgangszustand liberfithrt wird
und weitere Disulfidbriicken in neue Proteine einbauen kann (Collet & Bardwell, 2002). Weitere
Daten aus der vorliegenden Arbeit zeigen, dass alle Gram-positiven Bakterien eine komplette
Resistenz gegen hBD1lox aufweisen (Abbildung 10). Diese Bakterien besitzen aufgrund ihres
Zellwandaufbaus kein mit DsbA und DsbB, aus Gram-negativen Bakterien, vergleichbares Re-
doxsystem (Heras et al, 2009). Diese Ergebnisse bestirken die generierte Hypothese, dass in
Gram-negativen Bakterien die Anwesenheit von DsbA und DsbB notwendig fiir die antimikrobi-
elle Aktivitdat von hBD1ox ist.

Aufgrund der fehlenden Periplasmaschicht und der verdickten Peptidoglykanschicht in
Gram-positiven Bakterien miissen Peptide diese Membran erst liberwinden oder zu einer Po-
renbildung fahig sein, um Bakterien angreifen oder schidigen zu konnen. Die durchgefiihrten
Assays bestdtigten, dass hBD1ox keine Membranschidden oder Depolarisierung der Membran
verursacht (Abbildung 7, Abbildung 8, Abbildung 9).

Zusatzlich zeigen die bisherigen generierten Daten aber, dass hBD1ox durch die Auffenmembran
diffundiert und sich im Periplasma Gram-negativer Bakterien ansammelt. In diesem Komparti-
ment konnte hBD1ox mit dem dort lokalisierten Redoxsystem Gram-negativer Bakterien intera-
gieren. Um die Vermutung zu bekréftigen, wurde im néchsten Schritt DsbA und DsbB auf zwei
unterschiedlichen Plasmiden in den Doppelknockoutstamm konditionell exprimiert. Nach er-
folgreicher Plasmidexpression, welche zuvor mittels Westernblot iiberpriift wurde, konnte die
Sensitivitdt gegeniiber hBD1ox wieder hergestellt werden. Diese Ergebnisse beweisen, dass
eben diese Proteine, DsbA und DsbB, eine entscheidende Rolle bei der Aktivitit von hBD1ox
spielen. Dennoch ist immer noch nicht genau bekannt, an welcher Stelle des antimikrobiellen
Prozesses DsbA und DsbB beteiligt sind und wie diese Proteine mit hBD1ox interagieren.

Es konnen ca. 300 Proteine, darunter 40 % Zellhiillenproteine und Proteine aus dem Fort-
bewegungsapparat als Substrat von DsbA zugeordnet werden (Bardwell et al, 1991; Vertommen
et al, 2008; Dutton et al, 2008). Die beschriebenen Substrate von DsbA sind fast ausschlief3lich

grofiere Proteine, weshalb hier tiberpriift wurde, ob kleine Peptide, wie das reduzierte hBD1,
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auch Uber diesen Komplex oxidiert werden und somit als Substrat von DsbA dienen kann
(Abbildung 15). Mittels Massenspektrometrie konnte die Oxidation von reduziertem hBD1
durch DsbA und DsbB nachgewiesen werden. In dem angewendeten Setup mittels Massenspekt-
rometrie war eine Reduktion von oxidiertem hBD1 nicht nachweisbar. Jedoch ist es moglich,
dass durch Anwesenheit weiterer Enzyme es in vivo zu einer Reduktion von hBD1 kommen
kann. Trotzdem zeigten die hier generierten Daten, dass DsbA direkt mit einem Peptid interagie-
ren kann und hBD1red direkt als Substrat dient.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass DsbA und DsbB eine Schliisselrolle in der anti-
mikrobiellen Aktivitdt von hBD1ox in E. coli spielen. Dies ist eine bisher unbeschriebene Strate-
gie, was neue Einblicke in die Mechanismen der noch teils unerforschten Defensine bringt. Es
konnte jedoch mittels massenspektrometrischer Methode, sowie weiteren Versuchen mit bakte-
riellen Knockoutmutanten nicht ausgeschlossen werden, dass das Redoxsystem mit DsbA und
DsbB nur als ein sekundarer Faktor in der Aktivitdt von hBD1ox dient. Auf der Basis, dass die
Doppelmutante eine unerwartete Resistenz gegen hBD1ox zeigte, wurde in den nachsten Versu-
chen diese Mutante im Vergleich zu E. coli Wildtyp untersucht, um die Ursachen der Resistenz zu

untersuchen.

4.2.1.2. Lokalisierung von hBD1ox in E. coli

Um kleine Peptide, wie Defensine, in Bakterien nachweisen zu kénnen und deren bakterielles
Zieltarget zu identifizieren wurde hier eine spezielle Technik verwendet. Oft werden kleine Pep-
tide von weniger als 6 kDa mit einem Fluoreszenzmarker versehen, um die Lokalisation unter-
suchen zu kénnen (Sochacki et al, 2011; Chileveru et al, 2015). Es kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden, dass durch diese Fluoreszenzmarkierung die Struktur der Peptide und damit
ihre Eigenschaften verdndert werden. So wird moglicherweise das natiirliche Ziel im Bakterium
nicht erreicht, da das Fluorophor meist deutlich grofer ist als das Peptid selbst. Zudem ist die
Aktivitat dieser antimikrobiellen Molekiile oft von ihrer Konformation abhingig (Schroeder et
al, 2011; Chu et al.,, 2012; Schroeder et al., 2014). Wie schon erwahnt fithrt eine Konformations-
anderung von hBD1 zu seiner reduzierten Form zu einem starken Anstieg der antimikrobiellen
Aktivitat. Zusatzlich wird das Wirkspektrum von hBD1 mit offenen Disulfidbriicken deutlich
erhoht, sodass auch Gram-positive Bakterien sensitiv auf hBD1red reagieren (Abbildung 10).
Aus den genannten Griinden wurde fiir die Untersuchung der Lokalisation von hBD1 keine Fluo-
reszenzmarkierung verwendet. Anstelle einer Veranderung des nativen Peptides wurde hier
eine Immunogoldfarbung angewendet.

Dafiir wurden Bakterien erst jeweils mit den unterschiedlichen hBD1 Redoxformen in-
kubiert, anschlieflend fixiert und im Anschluss daran mit Hilfe von hBD1 spezifischen Antikor-

pern und Gold-gekoppelten Sekundarantikérpern die Lokalisation von hBD1 in den bakteriellen
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Kompartimenten bestimmt. So kann die in vivo Lokalisation ohne Verdnderung des Peptids und
ohne potentielle Anderung auf dessen Eigenschaften spezifisch untersucht werden.

Die Aufnahmen zeigten deutlich, dass hBD1ox durch die Aufienmembran diffundiert und in
das Periplasma gelangt. Die Menge an hBD1ox war jedoch im Wildtyp deutlich geringer als in
der Doppelknockoutmutante. Aufgrund der niedrigen Detektion von Goldpartikeln im Wildtyp
bei gleicher Konzentration in der Doppelknockoutmutante wird von einer Zusammenlagerung
von hBD1ox im Periplasma ausgegangen. Eine quantitative Aussage liber die Menge an hBD1 in
den einzelnen Bakterien ist somit noch nicht méglich, da nicht immer ein Goldpartikel ein Pep-
tidmolekiil reprasentiert. Es ist auch moglich, dass ein Goldpartikel eine undefinierte Menge an
zusammen gelagerten Molekiilen binden kann. Diese Technik gehoért zu einer sehr spezifischen
Nachweismethode ohne die Peptide in ihrer antimikrobiellen Aktivitit einzuschrianken oder zu
verdndern, die noch nicht oft eine Anwendung in der Wissenschaft gefunden hat (Brogden,
2005). Hierfiir werden spezifische Antikorper flir das Peptid bendtigt, was oft eine grofée Her-
ausforderung ist, da zu diesen kleinen Peptiden selten Antikorper zur Verfiigung stehen. In die-
ser Arbeit wurden polyklonale Antikorper verwendet. Moglicherweise kénnten monoklonale
Antikorper ein noch exakteres Ergebnis liefern. Jedoch kann mittels dieser Methode keine Aus-
sage iiber die Menge an Peptid in den unterschiedlichen Kompartimenten gemacht werden. Es
bedarf hierfiir weitere Techniken und Analysen mittels sensitiveren Methoden wie z. B. Elisa,
HPLC oder Massenspektrometrie (QTOF), um die exakte Menge an hBD1ox in verschiedenen

bakteriellen Komponenten nachzuweisen und zu bestimmen.

4.2.1.3. Ein méglicher Wirkmechanismus von hBD1ox
Bilder aus dieser Arbeit mittels REM zeigten, dass die Behandlung mit oxidiertem hBD1 zu einer

grofden Anzahl von Membranvesikeln auf der bakteriellen Oberflache fiihrt. Die Entstehung sol-
cher Vesikel an der bakteriellen Oberflache als Nebeneffekt der Anlagerung von antimikrobiellen
Peptiden im Periplasma ist in der Literatur beschrieben und wird zusatzlich mit Zellstress asso-
ziiert (Brogden, 2005; Chileveru et al, 2015). Eine visuelle Auswertung der Vesikel zeigte, dass
eine Behandlung mit 0,01 % Essigsaure (Kontrolle) oder eine Behandlung der resistenten Dop-
pelknockoutmutante mit hBD1ox eine geringere Vesikelanzahl hervorruft, als die Behandlung
des Wildtyps mit hBD1ox. Dabei zeigt die resistente Doppelmutante im Vergleich signifikant
weniger Membranvesikel. Die erhobenen Daten iiber die Lokalisation von hBD1ox zeigten an-
schaulich, dass hBD1ox sich in Gram-negativen Bakterien vor allem im Periplasma befindet, aber
zugleich fand man in der resistenten Doppelmutante einen héheren Anteil von hBD1ox im Cyto-
sol. Es wurde in einer schematischen Skizze ein hypothetischer Wirkmechanismus von hBD1ox
aufgestellt (Abbildung 38).

Durch eine mogliche Peptidzusammenlagerung von hBD1ox kénnte im Wildtyp die an-
timikrobielle Aktivitat ausgelost werden. Diese Hypothese der Peptidzusammenlagerung wird

aufgrund der geringeren Anzahl an Goldpartikeln im Periplasma des Wildtyps bestarkt
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(Abbildung 20). In der Mutante kdnnte zudem die hohe Anzahl an Goldpartikel durch vereinzelt
vorliegende hBD1ox Molekiile zustande kommen. Mogliche Umgebungsbedingungen, wie das
vorliegende Redoxpotential und aufgrund des DsbA/DsbB Systems im Periplasma konnte eine
Ansammlung und eine daraus entstehende Dimerbildung oder Oligomerbildung von hBD1lox
begiinstigen. Durch die Zusammenlagerung konnte es zu den zuvor genannten Membranvesi-
keln (Abbildung 18) und schlussendlich zur Zelllyse in Gram-negativen Bakterien kommen.

Ein nicht vorhandenes Redoxsystem mit DsbA und DsbB in Bakterien kdnnte eine Diffu-
sion von einzelnen hBD1ox Molekiilen in das Cytosol der resistenten Bakterien veranlassen, wo
es dann vermutlich aufgrund der Verteilung von hBD1ox nicht zur Autolyse der Bakterien und
zum Abbau von hBD1ox kommt. Eine hohe Konzentration an hBD1ox im Periplasma ist moglich-
erweise im Gegensatz zu hBD1red fiir dessen antimikrobielle Aktivitit notwendig. Weitere Ex-
perimente sind jedoch noch noétig, um den genauen Transfer in das Cytosol zu verstehen. Zusatz-
lich muss die Frage, ob DsbA und DsbB direkt oder indirekt mit hBD1ox Molekiilen agieren kann,
vollstandig geklart werden.

Dennoch wurden DsbA und DsbB als notwendige Komponenten erstmalig in dieser Ar-
beit identifiziert, wodurch neue Erkenntnisse iiber die verschiedenen Strategien der Defensine

und neue Anhaltspunkte fiir neue antimikrobielle Substanzen aufgezeigt wurden.
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Abbildung 38: Hypothetisches Modell fiir den Wirkmechanismus von hBD1ox

(A) HBD1ox kann in das Periplasma diffundieren, wo es mit DsbA und DsbB interagiert. Daraufhin kommt
es zu einer Ansammlung und Zusammenlagerung von hBD1ox im Periplasma, wodurch es zum einen zur
Bildung von Membranvesikeln kommt und anschlieRend zur Induktion der bakteriellen Zelllyse. (B) In resis-
tenten Bakterien ohne das DsbA/DsbB Redoxsystem kann das hBDlox bis in das Cytosol diffundieren.
Aufgrund der Verteilung an hBDlox im Cytosol kommt es zu keiner Zusammenlagerung, sodass keine
bakterizide Wirkung gegen das Bakterium erzielt werden kann.
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4.2.2. Aktivitat von hBD1red

Im Gegensatz zu hBD1ox, welches nur strikt gegen Gram-negative Bakterien aktiv ist und ab-
hangig von der Anwesenheit der beiden Redoxproteinen DsbA und DsbB ist, zeigt hBD1red star-
ke bakterizide Eigenschaften gegen Gram-negative als auch gegen Gram-positive Bakterien. Zu-
sammenfassend ist das Wirkspektrum von hBD1red um ein Vielfaches grofier. Hinzu kommt,
dass hBD1red deutlich toxischer ist als seine oxidierte Form (hBD1ox) (Abbildung 6). HBD1ox
benotigt jedoch eine starke reduzierende Umgebung oder eine enzymatische Umwandlung um
in hBD1red konvertiert werden zu konnen. In vivo ist es abhdngig von der Korperregion, ob re-
duzierende oder oxidierende Bedingungen vorherrschen. Daten aus der Arbeitsgruppe zeigen,
dass in der Mukusschicht des Dickdarms, parallel zum Thioredoxin-System, reduziertes hBD1
vorkommt (Jaeger et al, 2013). Es stellte sich die Frage, welche Eigenschaften hBD1red besitzt,
um ein breiteres Wirkspektrum und eine starkere antimikrobielle Aktivitdt, im Gegensatz zu
hBD1ox, zu erzielen. Die Aktivitdt von hBD1ox ist, wie zuvor erwahnt, abhdngig von bestimmten
bakteriellen Komponenten in Gram-negativen Bakterien. Deshalb wurde eine Aktivitit von
hBD1ox auf Gram-positive Bakterien noch nicht beobachtet.

Doch welche veranderten antimikrobiellen Mechanismen besitzt hBD1red, die ein solches,
auf Gram-positive Bakterien ausgedehntes Spektrum seiner bakteriziden Wirkung moglich ma-

chen?

42.2.1. HBD1red attackiert die bakterielle Membran

Aufnahmen der bakteriellen Morphologie mittels Transmissionselektronenmikroskop zeigten
nochmals deutlich, dass hBD1ox eine Membranvesikelbildung in Bakterien auslosen kann ohne
messbare und sichtbare Membranschiaden an den Auffenmembranen oder im Cytosol zu verur-
sachen. Anderungen in der Morphologie, wie Elongation, Zusammenklumpen der Bakterien oder
Teilungsschwierigkeiten, wurden bei beiden Redoxformen von hBD1 nicht beobachtet. Andere
Arbeiten, z. B. mit HD5, zeigten allerdings morphologische Anderungen, wie Elongation als
Wirkmechanismus des Defensins auf Bakterien. Bakterien, welche mit HD5 inkubiert wurden,
zeigten meist eine grofie Membranausstiilpung in der Region um das Septum auf. Zusatzlich war
eine Teilung der Bakterien nicht mehr zu erkennen (Chileveru et al, 2015).

HBD1 fiihrt wiederum zu anderen Schiden in den Bakterien. Wie in dieser Arbeit gezeigt,
weisen Bakterien nach einer hBD1red Inkubation deutliche Membranverletzungen auf. Dies
veranschaulicht nochmals die unterschiedlichen Wirkmechanismen von hBD1ox und hBD1red.
Nur nach hBD1red Inkubation lésten sich ganze Membranstiicke der Aufienmembran komplett
von der Innenmembran ab, was zu einem Absterben der Bakterien fithrte (Abbildung 23). Diese
Aufnahmen bestdtigen noch einmal die starke bakterizide Wirkung von hBD1red aus dem RDA,

sowie den detektierten Membranschidden aus den Luciferase Assays, Membran-
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permeabilitatsassays und der FACs-Analyse. Erst kiirzlich wurde bekannt, dass ein weiteres De-
fensin in seiner reduzierten Form stirker antimikrobiell aktiv sein kann. Schroeder et al, 2014
zeigte Daten zur antimikrobiellen Aktivitit von reduziertem HD6. Die mit HD6 behandelten Bi-
fidobakterien wiesen deutliche Membranschaden auf, zusatzlich 16ste sich die Aufdenhiille vom
Cytosol ab. Es konnte aber kein unterschiedlicher Wirkmechanismus zwischen der oxidierten
und reduzierten Form von HD6 festgestellt werden. Die genaue Lokalisation dieses antimikro-
biellen Peptids innerhalb der Bakterien wurde deshalb auch nicht untersucht. Dennoch ist be-
kannt, dass HD6ox und HD6red eine Netzstruktur um die Bakterien ausbilden kénnen (Chu et al,
2012; Schroeder et al, 2014).

Um genauere Angaben liber die Lokalisation und die Eigenschaften von hBD1red zu er-
fahren, wurde die gleiche Technik wie bei der hBD1ox Lokalisation verwendet. HBD1red konnte
in grofien Mengen entlang der bakteriellen Auffenmembran und teilweise an einzelnen abgelos-
ten Membranstiicken detektiert werden (Abbildung 24). Eine Analyse der Oberflachenstruktur
mittels Rasterelektronenmikroskop zeigte iiberraschenderweise eine deutliche netzartige Struk-
tur, welche die Bakterien umhiillt. Um diese Netzstruktur genauer zu untersuchen, wurde diese
zunachst auf die Eigenschaften des HD6-Netzes untersucht. Die Netzbildung dieses a-Defensins
ist aber stark abhéngig von der Anwesenheit bakterieller Komponenten wie z. B. Flagellen der
Salmonellen. Allerdings zeigte die Analyse mit Protein A- gebundenen Beads, sowie mit hBD1red
alleine, dass hBD1red keine weiteren externen Faktoren bendétigt, um eine netzartige Struktur
auszubilden. Erstaunlicherweise zeigte hBD1ox keine Netzbildung, was die unterschiedlichen
Eigenschaften der Redoxformen nochmals unterstreicht. Eine weitere Charakterisierung zeigte
auch, dass die Cysteine wichtige Bestandteile in der Netzbildung darstellen. Ein Aminosaureaus-
tausch durch ein Cysteinanalogon verhinderte die Netzbildung von HD6 nicht (Schroeder et al,
2014). HBD1 besitzt sechs Cysteine, welche sich in der oxidierten Redoxform zu drei Disufidbrii-
cken verzweigen konnen. In der reduzierten Form sind alle Disufidbriicken geodffnet, sodass freie
Schwefelbriicken fiir eine tertidre intramolekulare Verkniipfung frei sind. Damit kdnnte ein
Netzwerk aus den einzelnen Molekiilen gebildet werden. Um diese Hypothese zu testen, wurden
alle Cysteine durch ein Aminosaureanalogon, a-Aminobuttersaure (hBD1red_Abu) ersetzt. Im
REM zeigte sich deutlich, dass hBD1red_Abu nicht mehr in der Lage war diese Netzstruktur aus-
zubilden. Somit wurde deutlich, dass Cysteine essentiell sind und diese Netzbildung verursachen
indem sich womdglich zwischen den Cysteinen der einzelnen Molekiilen Wechselwirkungen
ergeben und eine mogliche Verbindung iiber diese Aminosduren entsteht. Dies wird auch an der
verminderten Aktivitdt von hBD1red_Abu deutlich. Die starke bakterizide Wirkung von hBD1red
lasst sich nur durch den zusatzlichen Mechanismus, das Einfangen von Bakterien mittels eines
Netzes, erklaren. Diese Beobachtungen zeigen nochmals deutlich, dass es sich hier um ein Peptid
mit unterschiedlichen Strategien fiir die antimikrobielle Aktivitit handelt und das Wirkspekt-

rum durch diese multiplen Eigenschaften deutlich erweitert.
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4.3. Abwehrmechanismus von Bakterien auf hBD1

Um den Wirkmechanismus von hBD1 komplett zu verstehen, muss auch die Reaktion von Bakte-
rien auf hBD1 genauer untersucht werden. Nach einer Behandlung mit synthetisch reduziertem
hBD1, aber auch mit ex vivo reduziertem hBD1 mittels Thioredoxin, wurde im Uberstand von E.
coli nicht das Volllangenpeptid mit 36 Aminosauren festgestellt, sondern eine verkiirze Version
mit 29 Aminosduren. Aus der Arbeitsgruppe war schon bekannt, dass mdglicherweise auch hu-
mane Proteasen diese verkiirzte Version ex vivo produzieren kénnen (Schroeder et al, 2011b,
2011a). Andere Arbeiten zeigen, dass einige Peptide durch Proteolyse von grofderen Proteinen in
vivo abgeschnitten werden, z. B. Buforin Il oder Lactoferricin (Kim et al, 2000; Ulvatne & Vor-
land, 2001; Zasloff, 2002). Porphyromonas gingivalis sekretiert ebenfalls eine Protease welche
Peptide, darunter LL-37, inaktivieren und zerstéren kann (Gutner et al, 2009). Es wurde jedoch
bisher nicht beschrieben, dass auch Bakterien in der Lage sind, hBD1red auf diese 29 Aminosau-
ren zu verkiirzen.

Das aus dem bakteriellen Uberstand gefundene, verkiirzte Fragment von hBDlred
(hBD1red_AS1-29) wurde auf seine antimikrobielle Aktivitat gegen E. coli, B. subtilis und S. au-
reus getestet (Abbildung 30). Erstaunlicherweise zeigte dieses Peptid und seine 7 restlichen
Aminosauren keinerlei Wirkung auf die getesteten Bakterien, unabhangig von ihrem Gram-
status. Allerdings zeigte hBD1red_AS1-29 gegen B. subtilis einen leichten Zellhiillenstress, wes-
halb auch hier die bakterielle Oberflache tiberpriift wurde. Interessanterweise zeigt das verktirz-
te Fragment, hBD1red_AS1-29, trotz der fehlenden antimikrobiellen Aktivitdt die identische Ei-
genschaft der Netzbildung wie das Volllingenpeptid. Die Fahigkeit zur Netzbildung des verkiirz-
ten Defensins verhindert damit im humanen Organismus trotzdem eine Verbreitung von Bakte-
rien. Wie bereits erwéhnt, sind humane Proteasen ex vivo in der Lage hBD1 zu fragmentieren.
Um herauszufinden, ob auch bakterielle Proteasen fiir die Herstellung dieser verkiirzten Version
von hBD1red verantwortlich sind, wurden bakterielle Proteaseinhibitoren verwendet.

Die erhobenen Daten zeigen deutlich, dass durch Zugabe des bakteriellen Proteaseinhi-
bitormixes zu den Bakterien, die Aktivitit von hBD1red deutlich langer nachweisbar ist. Dies
sind erste Hinweise, dass die bakteriellen Proteasen fiir die verkiirzte Version von hBD1red zu-
standig sind. Eine Blockierung der Enzyme verhindert somit die Bildung der verkiirzten Version
von hBD1red und die bakterizide Wirkung der Volllangen-Version des hBD1 bleibt erhalten. Die
verantwortliche Protease wurde noch nicht identifiziert, da Bakterien verschiedene Proteasen
verwenden, um sich gegen antimikrobielle Peptide zu wehren (Guina et al, 2000). S. aureus pro-
duziert unter anderem eine Metalloprotease Aureolysin und eine Serin-endopeptidase V8. Beide
sind in der Lage LL-37 zu zerschneiden und dieses somit zu inaktivieren (Sieprawska-Lupa et al,
2004). Die Abwehrstrategien gegen hBD1 von Seiten der Bakterien wurden bisher noch nicht

ausreichend untersucht.
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Diese Arbeit zeigt erste Anhaltspunkte, dass auch Bakterien in der Lage sind die toxischen Stra-
tegien dieser antimikrobiellen Molekiile zu umgehen, indem durch bakterielle Proteasen eine
verkiirzte ineffektive Version von hBD1red entsteht. Diese Proteasen konnen hBD1 jedoch nicht
komplett inaktivieren und so die Netzbildung nicht unterdriicken. Die Verbreitung der Bakterien
wird durch die Ausbildung des Netzes somit verhindert. Um die verantwortlichen Proteasen zu
identifizieren miissten in weiteren Assays unterschiedliche Inhibitorencocktails getestet wer-
den. Da Serinproteasen haufig eine Peptidinhibierung auslosen kénnen, wie unter anderem bei
LL-37, wiére eine Inhibierung von Serinproteasen ein nachster Versuchsansatz, um mehr Details
tiber die hBD1red Fragmentierung zu erhalten (Sgrensen et al, 2001; Schmidtchen et al, 2002).
Weitere Hinweise, um welche Protease es sich hierbei handelt, konnte die Verwendung von Bak-
terien mit spezifischen Knockouts in verschiedenen Proteasegenen ergeben.

Da es im Korper immer eine Expression von verschiedenen antimikrobiellen Peptiden
gibt, ist es fiir die Bakterien erschwert Resistenzen gegen diese evolutionsstabilen Peptide aus-
zubilden (Zasloff, 2002). Die Tatsache, dass es in Bakterien dennoch Abwehrsysteme gibt, wel-
che die Peptide inaktivieren und so den bakteriziden Wirkungsmechanismus blockieren, zeigten
nochmals deutlich, dass die bakteriellen Mechanismen verstanden werden miissen, damit in

Zukunft effektive antibakterielle Strategien entwickelt werden kénnen.

4.4. Funktioneller Nachweis der Netze

Um die mogliche Funktion der Netze in vivo zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein speziel-
ler Assay entwickelt. Mit Hilfe dieses funktionellen Nachweises sollte ermittelt werden, ob die
Netze Bakterien tatsachlich an einer Translokation hindern kénnen. Dazu wurde ein Assay etab-
liert, bei diesem hBD1 auf einem Membranfilter gegeben und die Menge an diffundierenden Bak-
terien gemessen wurde. Fiir diesen Versuch musste ein gegen hBD1 resistenter Keim gefunden
werden, damit die Anzahl an diffundierten Bakterien nicht durch die antimikrobielle Aktivitat
verfalscht wird.

Fiir den Membranassay wurde K. pneumoniae verwendet, welcher sich als resistent ge-
gen alle hBD1 Redoxformen herausstellte. Aufgrund dieser Eigenschaften ist K. pneumoniae op-
timal fiir diesen Versuch geeignet. Dieser Membranassay zeigt, dass die Netzbildung von redu-
ziertem hBD1 die Migration von K. pneumoniae deutlich reduziert und nur wenige bis keine Bak-
terien das untere Well durch die mit hBD1 inkubierte Filtermembran erreichen konnten. Auch
die verkiirzte Version von hBD1 (hBD1red_AS1-29), welche antimikrobiell inaktiv, aber zur
Netzbildung fahig ist, fiihrt zu einer verminderten Migration der Bakterien. Dasselbe Ergebnis
war mit HD6 zu erkennen, welches in diesem Fall als positive Kontrolle diente, da dessen Me-

chanismus schon aufgeklart wurde (Chu et al, 2012; Schroeder et al, 2014). Die Beobachtungen



mit hBD1red sind in Ubereinstimmung mit Chu et al., 2012, deren Arbeit die Relevanz von HD6
Netzen in vivo mittels transgenen HD6 Mausen zeigte. In diesem Modell konnen HD6 Netze Sal-
monellen im Darmgewebe lokalisiert halten und vor einer weiteren Verbreitung und einer star-
keren Infektion in der Maus schiitzen. Dennoch ist das Expressionsmuster von hBD1 viel breiter,
denn mehrere Epithelzellen sind in der Lage an verschiedenen Stellen im humanen Organismus
hBD1 unterschiedlich stark zu exprimieren. Somit kdnnte hiermit behauptet werden, dass durch
dieses grofde Expressionsmuster die Abwehrreaktion noch stiarker ist und damit ein viel breite-

res Wirkungsspektrum erreicht wird.

4.5. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass ein Peptid mehrere Strategien besitzen kann
um gegen Bakterien antimikrobiell wirksam zu sein. In dieser Arbeit wurden die speziellen Ei-
genschaften von den einzelnen Redoxformen von hBD1 untersucht, sowie dessen Wirkmecha-
nismen genauer charakterisiert. Die reduzierte Form ist in der Lage die Bakterien in eine Netz-
struktur einzuwickeln. Damit ist die Translokation durch das Epithel erschwert, was eine weite-
re Verbreitung der Bakterien verhindert (schematisches Modell, siehe Abbildung 39).

Zusatzlich ist dieser Mechanismus unabhdngig von der Auspragung der antimikrobiellen
Aktivitat und der Anwesenheit von Bakterien, weshalb das Netz auch resistente Keime ein-
schranken kann (z. B. K. pneumoniae). Im Gegensatz zu den bekannten Mechanismen wie HD6,
zeigt HBD1 mit seinen zwei unterschiedlichen Strategien einen vo6llig anderen und bisher noch
unbekannten Mechanismus. Nur die reduzierte Form von hBD1 kann Bakterien zusatzlich zu der
starken bakteriziden Wirkung durch ein Netz vor einer weiteren Verbreitung hindern. Diese
Netzbildung zeigte sich unabhdngig von bakteriellen Faktoren. Dies ist im Gegensatz zu HD6,
welches nur eine Netzstruktur in Anwesenheit von bestimmten bakteriellen Komponenten aus-
bilden kann. Dennoch wird auch in oxidierenden Kérperregionen ein Schutz gegen Pathogene
erreicht, welcher unabhangig von einer sekundaren Enzymreaktion (Thioredoxin System) oder
Sauerstoffabwesenheit ist. Oxidiertes hBD1 zeigt im Gegensatz zu reduziertem hBD1 eine spezi-
fische antimikrobielle Aktivitdt gegen Gram-negative Bakterien.

Die Arbeit zeigte wesentliche bakterielle Proteine, welche fiir die Aktivitdt von hBD1ox
notwendig sind. Es konnten zwei Oxidoreduktasen, DsbA und DsbB, als essentielle Faktoren fiir
diese Wirksamkeit identifiziert werden. Die Mechanismen der einzelnen Redoxvarianten sind
noch nicht vollstandig aufgeklart, dennoch kénnten diese Ansitze wichtig sein, um neue thera-
peutische Strategien gegen Bakterien zu entwickeln. Die Vielfaltigen Strategien der einzelnen
Peptide zeigen deutlich, warum es seit Millionen Jahren den Mikroorganismen nicht méglich

war, die Abwehrreaktionen des Immunsystems zu liberwinden oder Resistenzen gegen diese
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antimikrobiell aktiven Molekiile zu erlangen (Peschel & Sahl, 2006). Die vorliegende Arbeit de-
monstriert, dass es ebenso wichtig ist zu den einzelnen Peptiden auch die vorkommenden Um-
gebungsbedingungen individuell zu beachten, anstatt einen generellen Mechanismus fiir die

Peptide zu suchen.
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Abbildung 39: Grafische Darstellung der unterschiedlichen Strategien von hBD1

Reduziertes hBD1 verhindert durch seine Netzbildung die Diffusion von Bakterien, unabhangig von des-
sen Gram-status. Auch resistente Keime kdnnen durch dieses Netz vor einer Translokation abgehalten
werden. Das oxidierte hBD1 bendtigt dagegen spezifische Komponenten, wie das DsbA/DsbB-System,

um antimikrobiell aktiv sein zu kénnen. Zum Wirkspektrum gehdren hier nur Gram-negative Bakterien.
Das Vorkommen von beiden Redoxformen von hBD1 erweitert die antimikrobiellen Strategien eines hu-
manen Organismus enorm und erschwert eine Resistenzbildung von Seiten der Bakterien.
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