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1. Einleitung

1.1. Ubersicht

Ziel dieser Arbeit ist es, die humanen 3 —Defensine 1 und 2 (hBD-1 und hBD-2) sowie
das Cathelicidin LL-37 bei Rhesusaffe und Mensch durch indirekte Immunhistochemie in
verschiedenen Geweben sichtbar zu machen und auf diesem Wege eventuell neue Hinweise

auf deren mogliche Funktion zu finden.

Antimikrobielle Peptide sind Effektormolekiile der angeborenen Immunitit (Ganz und

Lehrer, 1994). Sie werden auch ,,Peptidantibiotika“ genannt.

Sie haben neben einer direkt antimikrobiellen Funktion bei der Abwehr an
Korperoberflichen multiple andere Funktionen, beispielsweise als Entziindungsmediatoren

oder bei der Beeinflussung anderer Prozesse wie Zellproliferation und Wundheilung.

Chemisch gesehen konnen Peptidantibiotika in drei Hauptklassen eingeteilt werden
(Martin et al., 1995). Die Ahnlichkeiten in der Sequenz sind innerhalb jeder Gruppe fast
vernachlissigbar. Eher bildet die 3D-Struktur die Grundlage fiir die Gruppierung.

Die erste Gruppe bilden lineare, alphahelicale Peptide ohne Cystein. Sie umfasst die

Cecropine, das Magainin, die Bombinine und die kleineren Temporine.

Die zweite Gruppe besteht aus Peptiden mit einer geraden Anzahl von Cysteinen, die
durch Disulfidbriicken untereinander verbunden sind. Die Anzahl dieser Bindungen kann von
einer bis vier variieren. Peptide mit einem Disulfid, welches eine C-terminale Schleife bildet,
werden hauptsdchlich in den Hautsekreten von Froschen gefunden, z.B. Brevinine,

Esculentine.

Beispiele von Peptiden mit zwei Disulfidbriicken sind die Tachyplesine von Krabben
und die Protegrine der Schweine (Lehrer et al., 1998). Die am besten untersuchte Untergruppe
in der Cystein enthaltenden Gruppe sind die Defensine der Sdugetiere mit drei S-S-

Bindungen.

Die dritte Gruppe bilden Peptide mit einem ungew6hnlich hohen Anteil an ein oder
zweil Aminosduren, am hdufigsten Pro und Arg zusammen. Das PR-39 vom Schwein ist
multifunktionell, mit einer guten antibiotischen Aktivitét, einer Wundheilungsfunktion und
einer antioxidativen Funktion (Gallo et al., 1994). Es gibt grofBere Verwandte von PR-39
namens Bac5 und Bac7 vom Rind. Vom Rind wird auch Indolicidin gebildet, ein 13
Aminosduren langes Peptid mit fiinf Trp-Resten. Auch das hier untersuchte menschliche

Cathelicidin LL-37 gehort zu dieser Gruppe.



1.2. Struktur, Nomenklatur und Vorkommen antimikrobieller
Peptide

Antimikrobielle Peptide, welche sechs Cysteine enthalten, wurden als Defensine
klassifiziert. Es gibt wenigstens drei strukturelle Gruppen, deren entwicklungsgeschichtliches
Verhiltnis zueinander nicht ganz klar ist (Ganz und Lehrer, 1995): Die urspriinglich
beschriebenen klassischen [ Defensine (z.B. humane neutrophile Peptide), die spiter
entdeckten B-Defensine, und die bei Insekten strukturell &hnlichen Peptide, die
Insektendefensine genannt werden. Sie unterscheiden sich in Abstand und Verbindung ihrer
sechs Cysteine und wirken antimikrobiell gegen grampositive und gramnegative Bakterien
(Kogan et al., 1994), Pilze (Selsted et al., 1984; Segal et al., 1985) und bestimmte Viren mit
Hiille (Lehrer et al., 1985; Daher et al., 1986).

Alle menschlichen Defensingene wurden auf Chromosom 8p23 lokalisiert, was

frithere Schliisse bestétigt, dass die o- und B-Defensingene einen gemeinsamen

entwicklungsgeschichtlichen Ursprung haben (Liu et al., 1997; Liu et al., 1998).

Alle Wirbeltierdefensine sind 29-40 Aminosduren lange kationische Peptide, die sechs
tiber Disulfidbriicken verbundene Cysteine enthalten. Die sechs Cysteine von a-Defensinen
sind 1-6, 2-4 und 3-5- disulfidverbunden, in B-Defensinen hingegen sind sie 1-5, 2-4 und 3-6-
verbunden. Obwohl a- und B-Defensine sehr dhnliche Molekiilkonformationen annehmen
(Zimmermann et al., 1995), beruht ihr Mangel an Ahnlichkeit auf Genebene, cDNA und
Priapropeptidsequenzen auf entweder funktionsbedingter struktureller Konvergenz oder auf
entwicklungsgeschichtlicher Divergenz aus einem entfernten gemeinsamen Vorldufer (Liu et

al., 1997).

Mitglieder der wichtigsten antimikrobiellen Peptidfamilien werden zunichst als
Priproproteine translatiert, die eine Signalsequenz (Vorstiick) enthalten, und eine zuséatzliche
Proregion, welche im reifen Peptid nicht vorkommen. Eine posttranslationale proteolytische
Bearbeitung ist nétig, um diese Vorlduferpeptide in ihre reife Form zu iiberfiihren. Wahrend
oder sofort nach der Translation wird die NH»-terminale Signalsequenz rasch entfernt. Im
Folgenden wird das resultierende Proprotein iiber mehrere Stunden zum COOH-terminalen

reifen Peptid zerlegt.



a - Defensine

Klassische Defensine bilden eine dreifach-gefaltete (-Blatt-Struktur, die durch eine
Schleife mit einem B-Haarnadel-formigen hydrophoben Finger verbunden ist, eine

Konformation, die einer gebogenen Biiroklammer dhnelt.

a-Defensine werden zunidchst als 94 Aminosduren langes Vorlduferprotein gebildet,
aus dem durch Abspaltung eines Signalpeptides ein 75 Aminosduren langes Prodefensin wird.
Der groBte Teil des Prodefensins wird im Knochenmark zu 56 Aminosduren langen
Zwischenstufen verarbeitet und dann in peripheren Neutrophilen im Blut in reife Defensine

umgewandelt (Nakazato et al., 1995).

Die Gene, welche klassische Defensine codieren, sind durch aulerordentliche Vielfalt
und schnelle Evolution der Sequenzen, welche das reife Protein codieren, gekennzeichnet

(Jones und Bevins, 1992; Nagaoka et al., 1992; Linzmeier et al., 1993; Huttner et al., 1994).

Die menschlichen o-Defensine, HNP-1-4, werden in den azurophilen Granula
phagozytischer Leukozyten gespeichert, welche eine Rolle bei der Abtdtung inkorporierter
Mikroorganismen spielen (Ganz und Lehrer, 1994), wihrend die o-Defensine HD-5 und
HD-6 in den Epithelien des Diinndarms exprimiert werden (Jones und Bevins, 1993; Jones

und Bevins, 1992).

Alle bekannten Gene, die menschliche a-Defensine kodieren, sind in Region 8p21-

pter lokalisiert (Palfree et al., 1993; Sparkes et al., 1989).
R-Defensine

B-Defensine sind kleine, cysteinreiche, kationische Peptide, welche von vielen
Epithelien exprimiert werden. B-Defensine wurden unter anderem zuerst in Rindertrachea
(Diamond et al., 1991), Rindergranulozyten (BNBD 1-13, bovine neutrophile B-defensins)
(Selsted et al., 1993) und Hiihnerleukozyten (Gallinacin , GAL 1a, GAL1, GAL2) (Harwig et
al., 1994) gefunden.

R-Defensin 1

Das humane B-Defensin 1 ist ein kurzes Peptid aus 36 Aminosduren. Es enthilt sechs
Cysteine, die intramolekulare Disulfidbriicken bilden. Das Molekulargewicht betrigt 3928,6
Da (Bensch et al., 1995).

Bei einer systemischen Untersuchung der Peptide aus Hadmofiltrat wurde das Peptid
hBD-1, ein Homologes der B-Defensine, isoliert (Bensch et al., 1995). Es hat mit den B-

Defensinen aus Rinderneutrophilen, TAP aus Rindertrachea und Gallinacin aus Hiihnern
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einige charakteristische Eigenschaften gemeinsam (Bensch et al., 1995). Die Sequenzanalyse
des nativen hBD-1 ergab eine Peptidsequenz von 36 Aminosiuren. Die Positionen 5, 12, 17,
27, 34 und 35 =zeigten keine PTH (Phenylthiohydantoin)-Aminosdure und es wurde
angenommen, sie enthielten Cysteine, welche durch eine normale Edman-Reaktion nicht
gefunden werden konnen. Alle Aminosduren wurden an den vermuteten Positionen bestimmt
(Bensch et al., 1995). Fiir das native Peptid wurde mit Hilfe von Massenspektroskopie ein
Molekulargewicht von 3928 +/-0,5 Da bestimmt, fiir das reduzierte und alkylierte Peptid 4276
+/- 0,6 Da. Die Differenz von 348 Da ist begriindet durch das Hinzufiigen von 6
Carboxamidomethylengruppen -CH,CONH: (58Da) an die 6 Cysteine im hBD-1.

Ein Vergleich ergab, dass dieses neue Peptid eine hohe Homologie mit 3-Defensinen
aus Rinderneutrophilen (BNBD 1-13), trachealem antimikrobiellen Peptid (TAP) vom Rind
und Gallinacinen aus Hiithnerleukozyten aufweist. Sie enthalten ein hochkonserviertes Muster
von neun Aminosduren, welche das Kernmuster der B-Defensine darstellen (Harwig et al.,

1994).

Das hBD-1-Gen wurde isoliert, geklont und innerhalb von 150 kb des a-Defensin-
Clusters auf Chromosom 8p23.1-p23.2 lokalisiert (Liu et al.,1997).

Fir hBD-1 konnte die kodierende Sequenz in voller Linge aus Atemwegsepithel
geklont werden. Weitere Analysen zeigten, dass hBD-1 in den gro3en Atemwegen in grof3erer
Menge vorkam als in den Gasaustauschregionen der menschlichen Lunge (McCray und

Bentley, 1997).
R-Defensin 2

Ein zweites menschliches B-Defensin-Gen, hBD-2, wurde geklont und seine Struktur
und Exprimierung in entziindeten Gewebeschnitten untersucht (Liu et al., 1998; Harder et al.,

1997). Das gesamte Gen umfalit etwa 2 kb mit zwei kleinen Exons und einem Intron.

Im Gegensatz zum anderen epithelialen B-Defensin-Gen, hBD-1, enthédlt das hBD-2-
Gen einige Bindungsstellen fiir den nuclear factor kB (NF-kB), welcher in die
Transkriptionsantworten auf LPS und proinflammatorische Cytokine involviert ist (Shi et al.,
1998). NF-kB wirkt bekanntermaflen als potentes Antwortelement auf TNF und integriert
wahrscheinlich Informationen der angeborenen und adaptierten Immunsignalpfade als

Antwort auf Verletzung oder Invasion durch Mikroorganismen.

Das Fehlen dhnlicher NF-kB-Elemente beim hBD-1-Gen konnte erkldren, warum die

hBD-1-Synthese nicht durch LPS und TNF induziert wird (Liu et al., 1998).



Der Abstand zwischen dem hBD-2-Gen und den anderen Defensingenen ist viel
groBer als die typischen Abstinde zwischen anderen Defensingenen, was nahelegt, dass in

dieser Region eventuell noch andere Defensingene identifiziert werden konnten.

HBD-2 wurde zudem im Epithel der menschlichen Atemwege und in sezernierter

Form auf deren Oberflidche nachgewiesen (Bals et al., 1998).
Cathelicidine

Die Cathelicidine sind eine weitere Familie antimikrobieller Peptide (Zanetti et al.,

1995; Agerberth et al., 1995; Ritonja et al., 1989).

Sie werden aus Vorlduferproteinen durch Proteolyse hergestellt und sind
gekennzeichnet durch eine nahezu unverdnderliche N-terminale Region und eine stark

variable C-terminale Region.

Das erste menschliche Cathelicidin (“cathelin), LL-37/ hCAP-18, wurde aus cDNA
geklont, die aus menschlichem Knochenmark isoliert wurde (Agerberth et al., 1995; Larrick
et al., 1995).

Es handelt sich um ein 30 kDa schweres alphahelikales Peptid mit einer
herkdmmlichen 30-Aminosduren-Signalsequenz und zwei Doménen: Ein zu anderen
bekannten Mitgliedern der CAP-18-Familie hoch homologes Aminoende (14 kDa) und ein

weniger homologes endotoxinbindendes Carboxylende.

Cathelicidine wurden in mehreren Saugetierarten nachgewiesen, einschlieBlich
Schwein, Rind, Schaf, Kaninchen und Mensch (Zanetti et al., 1995; Agerberth et al., 1995).
Der hohe Grad an Konservierung ihrer Cathelindoméne legt nahe, dass die Mitglieder dieser
Familie sich durch Duplikation und Modifikation aus einem gemeinsamen Vorldufergen

entwickelten (Zanetti et al., 1995).

Nach dem Vorbild des konservierten Cathelinteils wurde ein cDNA-Klon aus
menschlichem Knochenmark isoliert, der ein antibakterielles Peptid namens FA-LL-39
kodiert, ein 39-Reste-Peptid, dessen N-terminale Sequenz FA-LL ist und FA-LL-39 benannt
wurde (Agerberth et al., 1995). Dieser menschliche Cathelinvorldufer wurde im
Knochenmark und im Hoden exprimiert, aber nicht in 15 anderen getesteten menschlichen
Geweben. Uber eine cDNA fiir Priipro-FA-LL-39 wurde spiter von zwei anderen Gruppen
berichtet, welche den Namen CAP-18 benutzten (Larrick et al., 1995).



PR 39 und FA-LL-39 wurden an entsprechenden Stellen des Chromosom 13 beim
Schwein und Chromosom 3 beim Menschen gefunden. Im Folgenden wurde das komplette

menschliche Gen fiir FA-LL-39 sequenziert.

Der Einfluss der lonenzusammensetzung, des pH-Wertes und der Peptidkonzentration
auf die Konformation und Aktivitit von LL-37 wurde von Johannson, Gudmundsson und

Kollegen beschrieben (Johansson et al., 1998).

LL 37/hCAP-18 kommt in den Epithelien einer Reihe Organe vor. Eine frithere RNA-
Hybridisierungsstudie wies LL-37/hCAP-18 hauptséchlich in Testis und Knochenmark nach
(Agerberth et al., 1995). Techniken der in situ-Hybridisierung und Immunzytochemie wiesen
LL-37/hCAP-18 auch in entziindeten menschlichen Epidermiszellen nach (Frohm et al.,
1997). In einer anderen Studie wurden mRNAs untersucht, die aus mehr als 50 menschlichen

Organen mit Hilfe der Dot-Blot-Hybridisierungstechnik isoliert wurden (Bals et al., 1998).

LL-37/hCAP-18-RNA wurde durch in-situ-Hybridisierung verstreut im ganzen Epithel
sowohl des oberen Gastrointestinaltraktes, einschlielich des Magens und des Duodenums, als
auch des unteren Gastrointestinaltrakts, gefunden. RNA-Hybridisierungsexperimente zeigten
die Exprimierung von LL-37/hCAP-18 auch in Trachea und Lunge. Die Exprimierung von
LL-37/hCAP-18 in Epithelzellen des Respirationstraktes wurde durch RT-PCR in
Experimenten bestdtigt. Es wurden weitere Versuche durchgefiihrt, um die Zelltypen in den
Driisen der Atemwege zu identifizieren, die LL37/hCAP-18 exprimieren. Die ser6sen Tubuli
sind der distalste Teil der Driisen, welcher Proteine und Peptide, einschlieBlich Lysozym und
Lactoferrin, sezernierende Zellen enthdlt. Die proximaleren mukdsen Tubuli haben groflere
sekretorische Granula, die hauptsidchlich aus Muzinen bestehen. Der Ausfiihrungsgang der
Driise entleert das Sekret in das Lumen der Atemwegsoberfliche. In-situ-
Hybridisierungsversuche wurden fiir Lysozym zusammen mit Immunzytochemie
durchgefiihrt, um die serdsen Tubuli spezifisch zu markieren. Sowohl in den serdsen als auch
mukosen Zellen der submukosen Driisen wurde eine Exprimierung von LL-37/hCAP-18
festgestellt. Die Exprimierung von LL37/hCAP-18 im Oberflichenepithel der distalen
Atemwege war deutlich vermindert. Eine dhnliche Verteilung der LL37/hCAP-18-mRNA-
Exprimierung wurde in Lungengeweben gefunden, die von CF-Patienten oder von
menschlichen = Xenotransplantaten stammten. In der Oberflachenfliissigkeit von
Xenotransplantaten wurde eine Bande mit einem Gewicht von ca. 4,5 kDa entdeckt, wahrend
in aus menschlicher Lunge gewonnener Fliissigkeit zwei Formen des Peptids gefunden
wurden, sowohl die reife Form von ca. 4,5 kDa Gewicht, als auch eine wesentlich grofere

Version, die moglicherweise den unbearbeiteten Vorlaufer darstellt (Bals et al., 1998).



1.3. Funktionen antimikrobieller Peptide

1.3.1. Antimikrobielle Aktivitat

Sowohl die von Amphibien gebildeten Magainine als auch Insektenpeptide (z.B.
Cecropine) werden durch Verletzung induziert, und diese Peptidinduktion ist moglicherweise
ein primitives Aquivalent der Immunantwort hoherer Wirbeltiere. Die Gentranskription fiir
bestimmte Insektenpeptide wird durch Gen-Sequenzen kontrolliert, welche auch die
Exprimierung menschlicher Antikorper regulieren (Hancock, 1997). Selbst urspriingliche
Organismen wie Bakterien und Pilze benutzen kationische Peptide (z.B. Lantibiotika und
Bacteriocine) als selektiv antimikrobielle Substanzen. Kationische Peptide wurden in allen
Lebensformen von der Bakterie bis zum Menschen gefunden und sind ein konservatives
Element im Kampf gegen aggressive Mikroorganismen. Bis auf Nisin, ein Lantibiotikum
(Kolter und Moreno, 1992), welches ein Produkt der natiirlichen Fermentation von
Lactococcus lactis ist, haben sich natiirliche Quellen als nicht verwertbar fiir die

Peptidproduktion in groBer Menge erwiesen.

Cecropine, Magainine und Defensine sind allesamt kationische und membranaktive
Peptide, und vermutlich beruht ihre antimikrobielle Aktivitit auf ihrer Féhigkeit, selektiv

Membranen zu zerstoren, wahrscheinlich durch Kanalbildung (Kagan et al., 1990).

Kationische Peptide haben nur selten die auBlergewohnlich hohe antimikrobielle
Aktivitdt, wie sie bei einigen konventionellen Antibiotika gegen ausgewidhlte Bakterien
gesehen wird (Piers et al, 1994). Sie haben minimale Hemmkonzentrationen in der
GroBenordnung von 1-8 pg/ml, vergleichbar denen der potentesten Antibiotika gegen
resistente  Bakterien (z.B. Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter = baumanii,
Stenotrophomonas  maltophilia) und hoch antibiotikaresistente  Stimme  wie
methicillinresistente Staphylococcus aureus, vancomycinresistente Enterokokken, Echerichia
coli, die mit erweitertem Spektrum B-Lactamase produzieren sowie multi-antibiotika-
resistente gramnegative Bakterien. Die minimalen Hemmkonzentrationen gegen klinisch
anibiotikaresistente und klinisch empfindliche Stamme einer gegebenen Art variieren nicht
enorm, und kationische Peptide konnen Aktivitit sowohl gegen grampositive als auch

gramnegative Bakterien und Pilze besitzen.

Die meisten kationischen Peptide induzieren nur selten resistente Mutanten, selbst
nach 20 Durchgingen einer Antibiotikakonzentration nahe der minimalen
Hemmkonzentration (Hancock, 1997). Diese Peptide toten Bakterien viel schneller ab als

konventionelle Antibiotika, was ihrem physikalischen Wirkmechanismus zugeschrieben wird.
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Es gibt einige natiirlich resistente Bakterien, zwei Beispiele sind Burkholderia cepacia und
Serratia marcescens, deren Resistenz vermutlich auf einer nicht-interaktiven &ufleren
Membran und der Produktion spezifischer Proteasen beruht. Einige Peptide binden an
Lipopolysaccharide und haben so Antiendotoxineigenschaften ( Piers et al., 1994; Gough et
al., 1996).

Die Aktivitdat und Selektivitit kationischer Peptide werden durch die Interaktionsart
mit bakteriellen Zellmembranen bestimmt. Bei grampositiven Bakterien ist nur eine (ndmlich
die zytoplasmatische) Membran beteiligt, bei gramnegativen Bakterien die duBlere und die
zytoplasmatische Membran (Hancock, 1997). Kationische Peptide interagieren mit
Lipopolysacchariden auf der Oberfldche gramnegativer Bakterien und werden teilweise tiber
den selbstvermittelten Aufnahmeweg inkorporiert (Hancock et al., 1995; Piers et al., 1994;
Falla et al., 1996).

Das entscheidende Ereignis bei der Abtdtung, sowohl bei gramnegativen als auch
grampositiven Bakterien, ist die Kanalformation in der Zytoplasmamembran (Hancock et al.,

1995; Falla et al., 1996).

Die Féhigkeit zur Kanalbildung wird durch die hohen transmembrandsen Potenziale,
einen hohen Anteil negativ geladener Lipide und das Fehlen von kationischen Peptiden und
Cholesterin, Eigenschaften, die fiir Bakterien charakteristisch sind, gefordert. Eukaryotische
Zellen hingegen haben niedrige Membranpotenziale, einen hohen Cholesterinanteil und einen
geringen Anteil anionischer Komponenten. Auf diesen Membranunterschieden beruht die

Selektivitét dieser Peptide gegen Bakterien (Hancock, 1997).

Wirksames Bereitstellen von a-Defensinen gegen mikrobielle Ziele erfolgt nach der
Phagocytose, wenn die Phagosomen und azurophilen Granula im Zytoplasma der
Neutrophilen fusionieren (Martin et al.,, 1995). Da die Phagosomenmembran dem
inkorporierten Mikrobium oft eng anliegt, sind fusionierte Granulainhalte nur leicht verdiinnt,
und an der mikrobiellen Oberfliche entstehen wahrscheinlich hohe lokale
Defensinkonzentrationen. Das  beglinstigt die  Defensinmultimerisierung in  der
Zielzellmembran, wie auch Interaktionen zwischen Defensinen und anderen
Abwehrmolekiilen, welche in die Phagosomen freigesetzt werden. Nur ein kleiner Anteil des

Defensins wird ins externe Milieu sezerniert (Ganz, 1987).

Die Panethschen Kornerzellen setzen ihre Granulainhalte, einschlieBlich der o-

Defensine, in das enge Lumen der intestinalen Krypten frei, nachdem sie durch cholinerge
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Substanzen oder mikrobielle Produkte stimuliert wurden (Satoh, 1988; Satoh et al., 1989;
Satoh et al., 1992; Eisenhauer et al., 1992; Selsted et al., 1992; Qu et al., 1996).

Wiéhrend schwerer Infektionen beim Menschen sind die Plasmaspiegel der o-
Defensine (HNP) im Vergleich zu normalen Spiegeln mit einem Anstieg von 40 ng/ml auf 1

pg/ml deutlich erhdht (Panyutich et al., 1993; Shiomi et al., 1993).

Valore und Mitarbeiter zeigen, dass die hochsten hBD-1-Konzentrationen im Urin
schwangerer Frauen, mittlere Konzentrationen bei nicht schwangeren Frauen und die

niedrigsten Konzentrationen bei Ménnern gefunden wurden (Valore et al., 1998).

Die konstante Expression von hBD-1 in der Urogenitalmukosa (Valore et al., 1998)
und die induzierbare Expression von hBD-2 in der Haut stellen spezialisierte Muster der

epithelialen Abwehr lokaler mikrobieller Bedrohung dar (Liu et al., 1998).

Rekombinant hergestelltes hBD-2 zeigte nachweisbare bakterizide Tatigkeit gegen
eine Reihe gramnegativer und grampositiver Organismen. Die MIC (minimale
Hemmkonzentration) fiir hBD-2 war 62 pg/l fiir Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
und Staphylococcus aureus und 15ug/ml fiir Enterococcous faecalis, die aus Urin isolierte 44-
Aminosduren-Isoform von hBD-1 hatte gegen Escherichia coli D31 eine MIC von 31 pg/ml
(Bals et al, 1998). Die Aktivitit von hBD-2 gegen E. coli war von der
Natriumchloridkonzentration in der Probe abhédngig. Die Féhigkeit von hBD-2, das Wachstum
von E. coli zu inhibieren, verminderte sich um das achtfache, wenn die Salzkonzentration von

20 mM auf 150 mM erh6ht wurde (Bals et al., 1998).

Zusitzliche Experimente wurden durchgefiihrt, um den potenziellen Synergismus
zwischen hBD-2 sowie Lysozym und Lactoferrin, anderen antimikrobiellen Proteinen der
menschlichen proximalen Atemwege, zu beurteilen. Fiir hBD-2 wurden MICs in Anwesenheit

nicht-bakteriostatischer Konzentrationen von Lactoferrin und Lysozym gemessen.

Die MICs von hBD-2 gegen E.coli und S.aureus waren in der Gegenwart von
Lactoferrin zwei- bis vierfach vermindert, und auch mit Lysozym wurde gegen E. coli, P.

aeruginosa und E. faecalis Synergismus festgestellt.

Eine weitere wichtige Frage ist die relative biologische Aktivitdt verschiedener
antibakterieller Peptide/Proteine, die in der Oberflachenfliissigkeit der Lunge enthalten sind.
Es wurde gezeigt, dass die minimale Hemmkonzentration fiir LL37/hCAP-18 in der
Gegenwart von Laktoferrin und Lysozym vermindert ist, was einen Synergismus mit den

Proteinen und Peptiden der Oberflichenfliissigkeit nahelegt (Bals et al., 1998). Der
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beschriebene Synergismus zeigt auch die Schwierigkeit, von biologischen Versuchen mit

gereinigten Proteinen/Peptiden auf ihre relative Funktion in vivo zu schlieen.

Es konnten nachweisbare Mengen des aktiven, reifen Peptids aus der
Oberflachenfliissigkeit der menschlichen Lunge und einem menschlichen bronchialen
Xenotransplantat isoliert werden (Bals et al., 1998). Dies unterstiitzt die Sekretionsversion
dieses Peptids in der Abwehr und zeigt, dass der Ursprung des Peptids in der
Oberflachenfliissigkeit tatsdchlich die Epithelzellen sind.

Es ist weiterhin interessant, dass in der Oberfldchenfliissigkeit eine groflere Form des
Peptids, wahrscheinlich die ungespaltene Form, vorkommt. Diese Entdeckung ist

wahrscheinlich ein Hinweis auf eine Verunreinigung durch lysierte Leukozyten.

Wie fiir die meisten anderen Cathelicidine gilt auch fiir das menschliche Cathelicidin
hCAP-18, dass es intakt als Prapeptid gespeichert wird. Die bakterizide und zytozide Aktivitat
des Proteins ist an den C-terminalen 37 Aminosiuren lokalisiert, welche fahig sind, eine
amphipathische a-Helix zu bilden (Agerberth et al., 1995; Gudmundsson et al., 1996). Im
Allgemeinen muss das cathelindhnliche Segment vom C-terminalen Peptid entfernt werden,
um die mikrobizide Aktivitdt freizusetzen (Scocchi et al., 1992). Vermutlich findet dies
wiéhrend der Degranulation in die Phagozytenvakuole statt, wo Cathelicidine den Proteasen

azurophiler Granula, insbesondere Elastase, exponiert sind (Scocchi et al., 1992).

LL-37 und Defensine sind in neutrophilen Granulapopulationen lokalisiert, die sich in
Inhalt und Verhalten unterscheiden. Die Lokalisierung von Defensinen in azurophilen
Granula ermoéglicht es ihnen, in Phagosomen einzudringen, in welchen der potenziell
inhibitorische Effekt von NaCl durch ionentransportierende Membranpumpen modifiziert
werden konnte oder durch hohe lokale Defensinkonzentrationen tiberwunden werden konnte.
Im Gegensatz hierzu wird LL-37 als Propeptid (hCAP-18) gespeichert und wird in
sekretorischen Organellen lokalisiert, den sekunddren Granula (Turner et al., 1998). Als
Ergebnis treffen extrazelluldre Bakterien (oder freies LPS) auf LL-37 primir in seiner
cathelinenthaltenden Vorldauferform (hCAP-18), wihrend inkorporierte Bakterien auf LL-37,
die mikrobizide Domine von hCAP-18, nach proteolytischer Verarbeitung durch
Neutrophilenenzyme treffen (Turner et al., 1998).

1.3.2. Nichtantimikrobielle Funktionen

Abgesehen von ihrer direkten antimikrobiellen Funktion haben antimikrobielle Peptide

multiple Funktionen z.B. als Entziindungsmediatoren oder bei der Beeinflussung
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verschiedener anderer Prozesse wie der Zellproliferation, Wundheilung, Zytokinfreisetzung,

Chemotaxis und dem Protease-Antiprotease-Gleichgewicht.

Antimikrobielle Peptide weisen eine konzentrationsabhidngige Toxizitit gegeniiber
eukaryotischen Zellen auf. Hohe Konzentrationen an o-Defensin wurden in den Sekreten von
Patienten mit Mukoviszidose und chronischer Bronchitis beschrieben, wo diese Substanzen
wahrscheinlich zur Entziindungsreaktion beitragen. Sie induzieren die Interleukin-8-
Produktion durch Lungenepithelzellen. Der verursachte Zellschaden wird wahrscheinlich
durch die defensininduzierte Epithelzelllyse und die Bindung von a-Defensinen an Protease-

Inhibitoren wie a—1-Antitrypsin verstérkt.

Neben dieser unspezifischen Toxizitdt binden einige antimikrobielle Peptide in
niedriger Konzentration an zelluldre Rezeptoren, aktivieren intrazelluldre Signalwege und

stimulieren verschiedene Zellfunktionen.

So binden hBD-1 und hBD-2 beispielsweise an den CCR-6-Rezeptor, der auf unreifen
dendritischen Zellen, Gedachtnis-T-Lymphozyten und Mastzellen vorkommt, und bewirken

hierdurch Zytokin- und Histaminfreisetzung (Chertov et al., 2000).

LL-37 bindet an den auf Monozyten, Neutrophilen, Mastzellen und Epithel- und
Endothelzellen vorkommenden FPRL1-Rezeptor und fiithrt durch Aktivierung dieses mit G-
Protein verbundenen Rezeptors z.B. zu Mastzellaktivierung und Chemotaxis. Des Weiteren
erfolgt eine Aktivierung des P2X7-Rezeptors (Elssner et al., 2004). LL-37 bindet auch an
Apolipoprotein A-I (Wang et al., 1998).

Der Einfluss dieser nichtantimikrobiellen Funktionen auf die Entstehung von

Krankheiten ist weitgehend unbekannt.

Aufgrund des breiten Wirkspektrums und des geringen Auftretens von Resistenzen
bieten sich antimikrobielle Peptide auch bei der Entwicklung von Medikamenten an. Die
spezifische Funktionsweise der Kanalbildung in Membranen macht sie zu einer moglichen

neuen Gruppe von Antibiotika mit breitem Einsatzgebiet.

1.4. Rolle bei Krankheiten

Vor ungefahr 10 Jahren wurde berichtet, dass Defensine die Fibrinolyse hemmen und
hierbei die Entwicklung der fiir die verspéteten Hypersensitivirdtsreaktionen, einige
Vaskulitisformen und die disseminierte intravaskulidre Gerinnung typischen thrombotischen

mikrovaskulidren Okklusion fordern (Marder et al., 1994).
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Von klinischer Bedeutung ist aulerdem, dass Patienten, welche Trager von Deletionen
im Bereich 8p21-pter, dem Genort einiger hBDs, sind, oft von immer wiederkehrenden
Infektionen des oberen Respirationstraktes betroffen sind (Ostergaard und Tommerup, 1989).

Bei manchen Patienten wurde dies sogar als Grund fiir einen frithen Tod angesehen.

Des Weiteren spielen Defensine moglicherweise eine Rolle bei der Entstehung der
Atherosklerose. Mit Blick auf Studien, welche eine Verbindung zwischen Entziindung und
Atherosklerose nahelegen, und auf die Entdeckung, dass Leukozytendefensin (HNP 2) die
Interaktion von Plasminogen und tissue type plasminogen activator mit geziichteten
menschlichen Endothelzellen moduliert, wurde der Effekt dieses Peptids auf die Bindung von
Lipoprotein (a) [Lp(a)] an geziichtete Gefdllendothelien und glatte Muskelzellen von Gefal3en
untersucht (Higazi et al., 1997). Defensin (HNP 2) erhohte die Bindung von Lp(a) an
Endothelzellen etwa um das vierfache und an glatte Muskelzellen etwa um das sechsfache.
HNP 2 bewirkte einen vergleichbaren Anstieg der von jedem Zelltyp internalisierten Lp(a)-
Menge, aber als Konsequenz der Anwesenheit von Defensin internalisiertes Lp (a) wurde
nicht abgebaut, was einen deutlichen Anstieg der Gesamtmenge zellassoziierten Lipoproteins

zur Folge hatte.

GroBle Defensinmengen wurden im Endothel und in glatten Muskelzellen der Intima
atherosklerotischer menschlicher Zerebralarterien gefunden, Regionen, die ebenfalls von
Lp(a) durchsetzt sind. Diese Studien legen nahe, dass aus aktivierten Neutrophilen
freigesetztes Defensin eventuell zur Lokalisierung und Persistenz von Lp(a) in menschlichen

GefaBen beitrdgt und damit zur Atheroskleroseentstehung pradisponiert.

SchlieBlich existieren noch seltene Granulozytenentwicklungsstorungen mit

erniedrigten Defensinkonzentrationen.

Die Transkription von Defensingenen (o undB) in Granulozytenvorldufern ist
wahrscheinlich relativ kurz und massiv, mit dem Hohepunkt vermutlich im spéten
Promyelozyten und dem Ende im Myelozyten. Dieser Zeitablauf bei der Transkription der
Defensingene wird untermauert durch die Entdeckung von Defensin-mRNA durch in situ-
Hybridisierung in  Promyelozyten und Myelozyten (Nagaoka et al., 1992),
Defensinexprimierung in Zelllinien mit Promyelozytencharakteristika (Daher et al., 1988),
durch das Fehlen von Defensin-mRNA in reifen Granulozyten (Daher et al., 1988) und die
menschliche Granulozytenreifungsstorung ’spezifischer Granulamangel”, die vor allem
Proteine umfasst, die wihrend des Myelozytenstadiums synthetisiert werden (Johnston et al.,
1992). Bei Patienten mit “spezifischer  Granuladefizienz”, einer seltenen

Granulozytenentwicklungsstorung, werden Defensinkonzentrationen im Bereich von 10% des
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Normalwertes gefunden (Ganz et al., 1988; Johnston et al., 1992). Bei dieser angeborenen
Krankheit ist die Synthese der spiten (Myelozyten-)Granulaproteine vermindert oder fehlt
ganz, verursacht durch das Fehlen der entsprechenden mRNAs, und betroffene Patienten
leiden an haufigen Infektionen durch gewohnliche Bakterien (Breton Gorius et al., 1980;
Boxer et al., 1982; Gallin et al., 1982; Ambruso et al., 1984). Erworbener Defensinmangel
wird gelegentlich bei Patienten mit chronisch myeloischer Leukdmie gesehen, seine

klinischen Konsequenzen wurden noch nicht untersucht (Borregaard et al., 1993).
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2. Fragestellung

Antimikrobielle Peptide sind Effektormolekiile mit direkt antimikrobieller Wirkung
sowie weiteren Funktionen als Mediatoren. Es ist oft unklar, welche Zellen des Korpers diese

antimikrobiellen Peptide produzieren.

Ziel dieser Arbeit ist es, die 3—Defensine 1 und 2 sowie das Cathelicidin LL-37 bei
Mensch und Rhesusaffe durch indirekte Immunhistochemie in verschiedenen Geweben
sichtbar zu machen und auf diesem Wege eventuell neue Hinweise auf deren mogliche
Funktion zu finden. Rhesusaffen sind relativ eng mit dem Menschen verwandt und sind daher

als Versuchstiere im Rahmen der Erforschung von Krankheitsbildern besonders wertvoll.
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3. Material und Methoden

3.1. Herkunft des Gewebes

Alle Gewebeproben des Rhesusaffen (Macaca mulatta) stammen aus dem
Primatenzentrum Goéttingen (Darmtrakt, Niere, Lunge, Herz, Samenstrang, Trachea, Milz).
Sie wurden in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Dann wurden Schnitte von 6 um

Dicke hergestellt und routineméfig mit Himatoxylin/Eosin geférbt.

Fiir den Menschen stammen die Gewebeproben von Nasenmuschel, Haut, Magen, CF-
Lunge und aus dem Darmtrakt aus der chirurgischen Abteilung des Klinikums GroBhadern
der LMU Miinchen. Gewebe von Niere, Osophagus, Lunge, Milz, Eierstdcken, Brust, Tube,
Samenstrang, Portalvene und Trachea entstammen anderen Kliniken oder der Rechtsmedizin.
Sie wurden in Formaldehyd fiir mindestens 24h fixiert, dann 30 Minuten in Leitungswasser
gewaschen. Mit Hilfe einer automatischen Einbettungsmaschine, welche unter Verwendung
einer Alkoholserie (Beginn bei 50%) und Xylol arbeitet, erfolgte dann die Einbettung in

Paraffin. Es wurden 6 um dicke Schnitte angefertigt. Knochenmark wurde in Aceton fixiert.

3.2. Generierung der Antikorper
Anti-hBD-1, -hBD-2 und -LL-37 wurden als primédre Antikoérper verwendet. Die

Antikorper wurden laut Standard-Immunisierungs-Protokoll in Kaninchen im Labor von
Herrn Prof. Dr. Dr. R. Bals, Universititsklinikum Marburg, hergestellt und nur fiir diese
Studie zur Verfiigung gestellt. Fiir die Herstellung von Anti-hBD-1 wurden gereinigte Peptide
aus Urin verwendet, fiir Anti-hBD-2 aus einem rekombinanten Baculovirus-System isolierte

Peptide und fiir LL-37 chemisch hergestellte Peptide.

Fiir die Herstellung von Antikérpern gegen hBD-2 wurden 100 pg des Peptids mit
Hiamocyanin gepaart und in zwei Kaninchen injiziert. Nach zwei und sieben Wochen wurde
die Injektion mit der selben Dosis wiederholt. Der durch ELISA gemessene Titer gegen
hBD-2 stieg von <50 auf tiber 10000 nach zehn Wochen fiir beide Tiere. Durch Reinigung an
einer Protein A-Sdule (HiTrap Protein A; Pharmacia Biotech, Piscaraway, NJ) wurde eine
IgG-Fraktion gewonnen. Ein &dhnlich gewonnener Antikorper aus Kaninchen-Priaserum wurde
in allen Versuchen als Negativkontrolle verwendet. Der hBD-2-spezifische Antikorper zeigte
keine  Kreuzreaktion mit menschlichen Serumproteinen, anderen kationischen
antimikrobiellen Peptiden, Lysozym, Lactoferrin, hBD-1 oder LL-37/hCAP-18 (Bals et al.,
1998).
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Die Antikorper gegen synthetisches LL-37 wurden durch ein Standard-
Immunisierungs-Schema gewonnen. 100 pg mit Freund-Adjuvans vermischtes Peptid wurden
intramuskuldr einem Kaninchen injiziert, die Injektion wurde noch zweimal wiederholt. Das
gewonnene Antiserum wurde mit ELISA untersucht. Durch Reinigung an einer Protein G-
Séule wurde eine IgG-Fraktion gewonnen (Pharmacia). Eine dhnlich gewonnene IgG-Fraktion
aus Kaninchen-Praserum diente bei allen Versuchen als Negativkontrolle (Gudmundsson et

al., 1996).

Alle Antikdrper wurden auf ihre Spezifitit fiir das entsprechende antimikrobielle
Peptid hin untersucht. Es zeigte sich keine Kreuzreaktion mit anderen antimikrobiellen
Peptiden oder anderen kationischen Substanzen wie Muzinen, Lactoferrin und Lysozym.
Angesichts der hohen strukturellen Ahnlichkeit zwischen den antimikrobiellen Peptiden von

Menschen und Rhesusaffen war eine Kreuzreaktivitit der Antikdrper wahrscheinlich.

3.3. Immunhistochemie

Es wurde, wie schon erwéhnt, eine indirekte immunhistochemische Methode in zwei
Schritten gewéhlt. Vor Durchfiihrung der immunhistochemischen Fiarbung wurden alle
Schnitte zundchst in Xylol fiir 20 Minuten entparaffiniert, dann in einer absteigenden
Alkoholreihe hydriert (jeder Schnitt eine Minute zweimal in 100%, 96%, 80%, 70% und 50%
Alkohol).

Benutzt wurde bei allen drei Antikorpern die Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode. Als
Pufferlosung wurde TBS verwendet. 6,1g Trishydroxymethylaminomethan wurden in 50 ml
destilliertem Wasser gelost, 37 ml IN Salzsdure wurden hinzugefiigt, dann wurde mit
destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 11 aufgefiillt. Der pH betrug 7,6. Ein Teil
dieser Losung wurde mit neun Teilen 0,85% NaCl verdiinnt. Nach der Entparaffinierung und
Hydrierung verblieben die Schnitte fiir fiinf Minuten in TBS. Um die endogene Peroxidase zu
eliminieren, wurden die Schnitte flir fiinf Minuten in 3% H,O, gestellt. Dann wurden sie in
TBS fiir dreimal fiinf Minuten gewaschen. Weiterhin wurden die Schnitte mit einer Losung
aus einem Teil Humanserum und fiinf Teilen TBS inkubiert, um die unspezifische
Hintergrundfarbung zu vermindern, welche hauptsidchlich auf die Reaktion des
Primirantikdrpers mit Kollagen zuriickzufiihren ist. Uberschiissiges Serum wurde entfernt
und die Schnitte mit unterschiedlichen Verdiinnungen des Primérantikorpers mit TBS fiir 18

Stunden bei 4° C inkubiert.
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Die Verdiinnungen fiir jeden Antikdrper und jedes Organ waren 1:100 und 1:500. Fiir
Lunge, Niere und Milz wurden auch die Verdiinnungen 1:1000, 1:2000 und 1:5000 getestet,
fiir Cathelicidin und B-Defensin 2 auch die Verdiinnung 1:50 fiir die Lunge. Bei
Negativkontrollen wurde der Primérantikorper weggelassen. Nachdem die Schnitte dann
dreimal fiinf Minuten in TBS gewaschen worden waren, folgte fiir 30 Minuten, bei einer
Verdiinnung von 1:1000 in TBS, die Inkubation mit dem biotinylierten Anti-Kaninchen
Sekundar-Antikorper aus der Ziege (Avidin bindet 4 Molekiile Biotin). Nachdem die Schnitte
dann wieder dreimal fiinf Minuten in TBS gewaschen worden waren und fiir 20 Minuten mit
peroxidasekonjugiertem Streptavidin in einer 1:150-Verdiinnung mit TBS inkubiert waren,
folgte eine zehnminiitige Inkubation mit DAB (6 mg 3,3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
in 10 ml destilliertem Wasser und zwei Tropfen 3% H>0,) als Chromogen. Wenn eine
Kerngegenfiarbung durchgefiihrt wurde, geschah das zu diesem Zeitpunkt. Um die Kerne
gegenzufdrben, wurden die Schnitte 15 Sekunden in Mayer’s Hdmalaun getaucht, dann zehn

Minuten unter flieBendem Wasser gespiilt.

Die Schnitte wurden dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und nach 5

Minuten in Xylol mit DPX bedeckt.

Fiir jedes Organ oder Gewebe wurde Material von drei bis vier Tieren benutzt.

3.4. Auswertung

Die Farbungsintensitdt fiir das Signal und die Hintergrundfirbung wurden
semiquantitativ beurteilt: keine Farbung (0), wenig Féarbung (+), mittlere Farbungsintensitét

(++), starke Farbung (+++), sehr starke Farbung (++++).
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4. Ergebnisse

4.1. Orte der Expression antimikrobieller Peptide beim

Rhesusaffen

Die untersuchten antimikrobiellen Peptide wurden beim Rhesusaffen vor allem in
epithelialen, aber auch anderen Zelltypen mit Hilfe oben beschriebener Nachweismethode
gefunden. Bei Kontrollen, in denen der Primédrantikdrper weggelassen wurde, zeigte sich kein

spezifisches Signal.

Im Respirationstrakt wurden die antimikrobiellen Peptide vorwiegend in den grof3en
Atemwegen exprimiert, in Hinsicht auf die Expressionsintensitit zeigte sich ein abnehmender
proximal-distaler Gradient. Die Defensine und das Cathelicidin sind sowohl in Zilienzellen
des Oberflachenepithels (Abb. 1) als auch in serdsen Driisenzellen (Abb. 2, 3) lokalisiert. Die
mukdsen Zellen (einschlieBlich der Becherzellen) sind negativ. In allen positiven Zellen ergab
sich fiir alle Antikdrper und alle getesteten Verdiinnungen ein mittelstarkes bis intensives
Signal (++ bis +++), siche Abbildungen 1 bis 3. Stets waren einige Epithelzellen starker
geférbt als andere. Alveolarmakrophagen erschienen stets stark positiv (Abb. 4, 5). Sie farbten

sich mit den Antikorpern gegen Defensine und gegen das Cathelicidin.

In Bronchien (Abb. 1) und Trachea war das Signal fiir hBD-1 (Abb. 2) und LL-37
(Abb. 1,3) meist mittelstark (++). Im Epithel reagieren die ausdifferenzierten
Flimmerepithelzellen positiv, aber auch die basalen Zellen (Abb. 3), speziell bei LL-37.
Becherzellen und mukdse Driisen exprimierten die untersuchten Peptide nicht. Mitunter
farbten sich auch die Flimmerhédrchen an. Dieses positive Signal beruht vermutlich auf

artifiziell adsorbierten sezernierten Defensinen bzw. Cathelicidinen.
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Abb. 1 Rhesusaffe, Bronchusepithel, LL-37, 500fach

Abb. 2 Rhesusaffe, Trachea, positiver Nachweis von hBD-1 im Epithel der
Oberflache (Pfeile), der serosen Driisenzellen (Pfeilkdpfe) und in Lymphozyten
im subepithelialen Bindegewebe, 250fach
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Abb. 3 Rhesusaffe, Trachea, LL-37, deutlich positive Reaktion auch in den
basalen Zellen des Oberfldchenepithels (Pfeile), Sternchen serdse Driisen, 250
fach

Abb. 4 Rhesusaffe, Lunge, hBD-2, kriftige Reaktion in den
Alveolarmakrophagen (Pfeile), zarte Reaktion im Alveolarepithel, 500fach
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Abb. 5 Rhesusaffe, Lunge, LL-37, Alveolarepithel (Pfeil), 250fach

Im Alveolarbereich ergab sich fiir die Epithelien ein schwaches oder nur fraglich
positives Signal. Fiir hBD-2 zeigten die Pneumozyten II ein positives Signal, aber vermutlich

reagieren auch die Pneumozyten I schwach positiv (Abb. 4).

Im Gastrointestinaltrakt wurden Osophagus, Magen, Diinn- und Dickdarm, das

Pankreas und die Glandula parotis untersucht. In der Magenmukosa farbten alle drei
Antikorper die Hauptzellen in den basalen Anteilen der Magenmukosa mittelstark an. Die
Belegzellen des Corpus/Fundus reagierten mit dem Antikorper gegen hBD-2 ebenfalls positiv
(Abb. 6).

Im Diinn- und Dickdarm férbten sich die Saumzellen des Oberfldchenepithels diffus
fiir die drei untersuchten Peptide an (Abb. 7 - 8). Die Reaktion in den Becherzellen fillt
variabel aus, oft sind sie schwach positiv gefarbt (Abb. 7, 8). hBD-2 reagiert sehr kréftig in
den Panethzellen (Abb. 8). Eigentiimlicherweise zeigen viele endokrine Darmzellen eine
positive Reaktion mit LL-37 (Abb. 7). Auch die sekretorischen Azini des Pankreas farbten

sich fiir alle drei Peptide in etwas variabler aber meist schwacher Intensitit an.
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Abb. 7 Rhesusaffe, Diinndarm, LL-37, kréftig positiv reagierende endokrine

Zellen (Pfeile), schwéchere Reaktion in den Enterozyten, 500 fach
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Abb. 8 Rhesusaffe, Diinndarm, Panethsche Kornerzellen (Pfeile), hBD-2, 125

fach

Die interlobulidren Gidnge der Glandula parotis zeigten vereinzelt positive Zellen fiir

LL-37, wihrend die sekretorischen Azinuszellen fiir beide Defensine schwach positiv waren.

In der Niere exprimierten (meist schwach) die proximalen sowie (meist kriftiger) die

distalen Tubuli und die Sammelrohre alle drei antimikrobiellen Peptide.

Fiir hBD-1 und hBD-2 war die Farbung in den Sammelrohren und den distalen Tubuli
mittelstark, sieche Abbildungen 9 - 13. Auch fir LL-37 war die Signalgebung hier gut
erkennbar. Fiir hBD-2 ergab sich ofter eine recht intensive Anfirbung (++) im Lumen der
Sammelrohre, siche Abbildungen 12 und 13, bis zu einer Verdiinnung von 1:1000. Selbst bei
einer Verdiinnung von 1:2000 zeigten noch einige Tubuli und Sammelrohre eine
gleichméBige Anfarbung, gleichméBig auch innerhalb einer Zelle. Auch fiir LL-37 kam es in
den Sammelrohren der Niere zu intraluminaler Farbung. In den proximalen Tubuli wurden die
drei untersuchten antimikrobiellen Peptide nur schwach exprimiert, jedoch reagierte LL-37

hier oft auch mittelstark (Abb. 11).

In den Nierenkorperchen reagierten die Podozyten mit dem Antikorper gegen hBD-2
und LL-37 (Abb. 10,11) positiv.
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Abb. 9 Rhesusaffe, Niere hBD-1, die Reaktion fillt in den distalen Tubuli
(Pfeile) am kréftigsten aus, 125fach

Abb. 10 Rhesusaffe, Niere hBD-2, deutliche Reaktion in den distalen Tubuli
(Pfeile) und auch in den Podozyten der Nierenkorperchen (Pfeilkopfe), 250fach
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Abb. 11 Rhesusaffe, Niere, LL-37, deutlich positive Reaktion in den proximalen

Tubuli, sowie in vielen Podozyten, 250fach

Abb. 12 Rhesusaffe, Niere, Markregion, hBD-2, Pfeile weisen auf positiv

reagierendes Material in Sammelrohren, 125fach
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Abb. 13 Rhesusaffe, Niere, hBD-2, Sammelrohre, z .T. mit positiv reagierendem
Material im Lumen (Pfeil), 250fach

Das Epithel der ableitenden Harnwege reagiert generell mittelstark (Abb. 14 —27),

wobei sowohl die apikalen Deckzellen, als auch basal im Epithel gelegene Zellen die am

starksten reagierenden Zellen sein kdnnen.

Abb. 14 Rhesusaffe, Ureter, hBD-1, Kerngegenfirbung mit Himalaun, 125fach
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Abb. 16 Rhesusaffe, Ureter, hBD-2, hier reagieren die apikalen Zellen am

kraftigsten, Gegenfarbung mit Hamalaun, 250fach
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AbDb. 18 Rhesusaffe, Ureter, LL-37, 125fach
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Abb. 19 Rhesusaffe, Ureter, LL-37, Gegenfarbung mit Himalaun, der
Antikdrper farbt oft auch das perinukledre Zytoplasma, 250fach

|

Abb. 20 Rhesusaffe, Harnblase, hBD-1, generell schwache Reaktion, 125fach

32



Abb. 21 Rhesusaffe, Harnblase, hBD-2, 50fach

ADbDb. 22 Rhesusaffe, Harnblase, LL-37, 125fach
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Abb. 23 Rhesusaffe, Harnblase, LL-37, beachte die recht kréftige Reaktion im
Zytoplasma der basalen Epithelzellen (Pfeile) und die leicht betonte Reaktion in

den Deckzellen (Grenze zum Lumen), 500fach

“"sl

Abb. 24 Rhesusaffe, Urethra, positive Reaktion im Epithel, hBD-2, 125fach
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Abb. 26 Rhesusaffe, Urethra LL-37, 250fach
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Abb. 27 Rhesusaffe, Urethra, Venenplexus, hBD-2, wie in einigen anderen

Organen reagiert das Endothel von Venen positiv (Pfeile), 250fach

Im minnlichen Reproduktionssystem waren Defensine in Einzelzellen der

Samenkanilchen exprimiert, hochstwahrscheinlich in Sertolizellen.

Im weiblichen Reproduktionstrakt farbte sich das Epithel der nichtlaktierenden
Brustdriise fiir alle drei untersuchten Peptide. Das Tubenepithel (Abb. 28 — 31) und die
Uterusdriisen (Abb. 32) waren fiir hBD-1, hBD-2 und LL-37 positiv.

ADbDb. 28 Rhesusaffe, Tuba uterina, hBD-1, 50fach
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Abb. 29 Rhesusaffe, Tuba uterina, hBD-1, deutlich positive Reaktion im
apikalen Zytoplasma des Oberflachenepithels, 250fach

Abb. 30 Rhesusaffe, Tuba uterina, hBD-2, positive Reaktion im Endothel einer
Arterie (Pfeile), 250fach
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Abb. 32 Rhesusaffe, Uterus, LL-37, 125fach

Die Becherzellen der Konjunktiva waren fiir die beiden Defensine positiv.

Die Endothelzellen der Blutgefdle waren in unterschiedlichen Organen fiir LL-37
positiv (Abb. 27, 30). Defensin-positive subepitheliale Makrophagen im Darmtrakt wurden
durch parallele Farbung mit einem CD74-Antikorper identifiziert.
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Fiir Herz und Milz ergab sich keinerlei positives Signal.

In der Epidermis reagieren alle drei Peptide positiv, hBD-2 und LL-37 werden

besonders stark exprimiert.

Nachfolgend nochmals eine tabellarische Zusammenfassung der hier fiir den

Rhesusaffen beschriebenen Ergebnisse (Tabelle 1).

39



Tabelle 1 : Ergebnisse

Tabellentiibersicht Rhesus-Affe: Farbungsintensitét der verschiedenen Antikorper fiir die

untersuchten Gewebe

0 : keine Farbung - + : leichte Farbung - ++ : mittelstarke Farbung - +++ : starke Farbung

Farbungsintensitat
Organsystem Gewebeart, Zelltyp IBD-1 1BD2 | LL37
Atemwege Epithel ++ ++ ++
serOse Driisenzellen ++ ++ ++
Alveolarmakrophagen +++ +++ +
GI-Trakt Osophagus 0 0 0
Magen, Hauptzellen + + +
Magen, Belegzellen ++ ++ +++
Diinndarm, Enterozyten ++ ++ ++
Diinndarm, Panethzellen +++ e +
Dickdarm, Epithel der + + +
Oberfléche und der Krypten
Pankreas + + +
Parotis, interlobuldre Ginge 0 0 ++
Parotis, serose Driisen + + 0
Urogenitaltrakt | Niere, distale Tubuli ++ ++ +++
Niere, proximale Tubuli +/++ + +
Niere, Sammelrohre ++ ++ ++
Ureter, Epithelzellen + ++ ++
Harnblase, Epithelzellen ++ ++ ++
Urethra + + ++
Reproduktions- | Nichtlaktierende Mamma, ++ ++ ++
lobuldre Epithelstrukturen
organe "
Uterusdriisen + ++ ++
Testis, Sertolizellen ++ ++ 0
Samenblase, Epithelzellen + ++ ++
Andere Konjunktiva, Becherzellen ++ ++ 0
Makrophagen CD74-positiv +++ +++ 0
Herz, Milz 0 0 0
Epidermis + ++ ++
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4.2. Orte der Expression antimikrobieller Peptide beim Menschen

A) Atemtrakt

1. Nasenmuschel

Im Epithel (Flimmerzellen) der vier untersuchten Nasenmuscheln war fiir hBD-1 die
Signalintensitit mittel- bis sehr stark (Abb. 1), fiir hBD-2 schwach bis stark, und fiir LL-37
stark. Auch in den ser6sen Endstlicken der Schleimhautdriisen war die Reaktion bei allen drei
Peptiden positiv (Abb. 2). Auffallend war, dass LL-37 auch im Endothel des mukosalen
Venenplexus exprimiert wurde (Abb. 3).

Abb. 1 Mensch, Nasenschleimhaut, Epithel, hBD-1, positive Reaktion im
Oberflachenepithel (Sternchen) und in einzelnen subepithelialen freien Zellen

(Pfeile), wahrscheinlich Makrophagen und T-Lymphozyten, 250fach
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Abb. 2 Mensch, Nasenschleimhaut, hBD-1, positiv reagieren die serosen
Driisenendstiicke (Pfeile), 250fach

Abb. 3 Mensch, Nasenschleimhaut, LL-37, beachte die Expression dieses
Peptids im Endothel der Venenplexus (Sternchen), 125fach

2. Trachea

Im Epithel (Flimmerzellen) der Trachea ergab sich fiir hBD-1, hBD-2 und LL-37 ein
mittelstarkes positives Signal (Abb. 4, 5). Interessant ist, dass beim LL-37 die stérkste
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Expression im basalen Bereich des Epithels zu sehen ist (Abb. 5). Die Becherzellen reagieren

bei allen drei Peptiden negativ (Abb. 5).

Abb. 4 Mensch, Trachea, LL-37, positive Reaktion basal im Epithel
(Sternchen), in subepithelialen freien Zellen (Makrophagen und T-

Lymphozyten) und in den serdsen Endstiicken der Trachealdriisen (Pfeile),
250fach

Abb. 5 Mensch, Trachea, LL-37, beachte die mittelstarke positive Reaktion in
den basalen Epithelzellen (Pfeile) und in freien Bindegewebszellen, 500fach
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3. Bronchien

In den Bronchien der menschlichen Lunge férbte sich mit Antikorpern gegen alle drei
untersuchten Peptide das Epithel generell mittelstark bis stark an, hBD-1 und hBD-2
reagieren im Epithel dhnlich wie in Nasenhohle und Trachea (Abb. 6), wobei meistens einige
Epithelzellen stdrker als andere reagierten (siche Abbildung 6, 7 und Tabelle 2). Die
Expression der drei untersuchten Peptide war in den gesunden Bronchien etwas schwécher
als in den kranken Bronchien. Meistens reagierten alle Epithelzellen deutlich positiv und nicht
nur die Zellen der Epithelbasis wie bei der Trachea. Die Reaktion in den Becherzellen war

negativ oder schwach.

In der CF-Lunge war in den Bronchien die Farbungsintensitit fiir hBD-1 intensiv (je
proximaler, desto stirker), auch fiir hBD-2 ergab sich eine intensive Anfarbung (siche

Abbbildung 6). Auch fiir LL-37 war das Signal stark.
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Abb. 6 Mensch, Bronchus, Mukoviszidose, hBD-2, auller den Epithelzellen
(Sternchen) reagieren viele subepitheliale Zellen (Makrophagen und T-
Lymphozyten) positiv, 250fach

In den Bronchien der drei untersuchten Pneumonielungen reichte das Signal fiir
hBD-1 von mittelstark bis sehr stark, das gleiche gilt fiir die drei Emphysemlungen (siehe
Abbildung 7). In den drei untersuchten nicht erkrankten Lungen war das Signal mittelstark bis

stark, fiir den Antikdrper hBD-2 war nur eine der nicht erkrankten Lungen stark positiv, ein
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Befund, der an groBerer Fallzahl iiberpriift werden muss. Fir hBD-2 war bei

Pneumonielungen das Signal mittelstark, fiir die Emphysemlungen mittelstark bis stark.

Abb. 7 Mensch, Emphysemlunge, hBD-2, die Reaktion ist im abgebildeten
Priparat vor allem in mittlerer Epithelhdhe positiv; die positive Reaktion im
Bereich der apikalen Zilien und Basalkorper (Pfeile) ist verdachtsweise ein

Artefakt, 500fach

4. Bronchiolen

In den distalen Atemwegen, den Bronchiolen, ergab sich fiir alle 3 Peptide ein
schwaches (hBD-1) bis mittelstarkes (hBD-2 und LL-37) Signal im gesamten Epithel der
gesunden (Abb. 8, 9) und kranken Lungen, vor allem in den Clarazellen (siche Abbildung 10).
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Abb. 8 Mensch, Bronchiolus, hBD-1, schwach positive Reaktion im Epithel;
kréftige Reaktion in Makrophagen (Pfeile) und T-Lymphozyten., 125fach

Abb. 9 Mensch, Bronchiolus, LL-37, mittelstarke Reaktion im
Bronchiolarepithel, 125fach
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Abb.10 Mensch, Bronchiolus, Mukoviszidose, LL-37, positives Epithel; im
Lumen positiv reagierende Makrophagen, 250fach

Im Alveolarbereich exprimierten die Alveolarmakrophagen die 3 untersuchten
Peptide kriftig (siche Abbildung 11, 12). Die Ergebnisse am Alveolarepithel waren recht
variabel (hBD-1, LL-37), oft ergab sich eine sehr zarte Anfarbung (hBD-1), vielfach war die
Reaktion aber mittelstark (LL-37, Abb. 12, 13), bei hBD-2 und oft auch bei LL-37 reagierten
eindeutig auch die Pneumozyten II (Abb. 13). Bei den mitunter positiv reagierenden
Knorpelzellen muss in einer eigenen Studie gepriift werden, ob es sich um eine unspezifische
Kreuzreaktion handelt. Die glatten Muskelzellen der Blutgefdf3e farbten sich ebenfalls an, und
zwar schwach mit hBD-2 und schwach bis mittelstark mit LL-37.
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Abb. 11 Mensch, Lunge, Alveolen, hBD-1, kriftig positiv reagierende
Makrophagen (Pfeile), 250fach

Abb. 12 Mensch, Lunge, Alveolen, LL-37, kriftig positive Reaktion in
Makrophagen, (groe Zellen, Pfeile) und T-Lymphozyten (kleine Zellen,

Pfeile), positive Reaktion auch im Alveolarepithel (Pfeilkdpfe), 250fach
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Abb. 13 Mensch, Lunge Alveolen), LL-37, positiv reagierender Pneumozyt 11
(Pfeil), 500fach

Insgesamt farbte sich das Epithel in den proximaleren Teilen der Atemwege immer

intensiver als in den distalen.

B) Verdauungstrakt

1. Osophagus

Das Oberflachenepithel exprimierte im Bereich der Becherzellen die 3 Peptide
schwach positiv (Abb. 14). In den Oesophagusdriisen waren vor allem die Gangepithelien
mit hBD-2 in der 1:100-Verdiinnung mittelstark angefirbt (siche Abb. 15). Alle
Gangepithelien zeigten die gleiche Farbungsintensitdt, auch die Intensitdt innerhalb einer
Zelle war gleichméBig. Bei hBD-1 und LL-37 waren die Génge negativ. Bei erkennbarer
Entziindung (Abb. 14) reagierten die Gangepithelien bei LL-37 aber auch positiv.
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Abb. 14 Mensch, Oesophagus, LL-37, positive Reaktion vor allem in den
basalen Bereichen des Epithels (Sternchen), in freien subepithelialen Zellen und
im Gangepithel von Bronchialdriisen (Pfeil); diese Ginge reagierten mit LL-37
bei Entziindungen in der Umgebung positiv, 125fach

Abb. 15 Mensch, Oesophagus, Driisen, hBD-2, positive Reaktion im Epithel der
Ginge (Pfeile), 250fach
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Ganaglienzellen des Auerbachschen- und Meissnerschen Plexus

Interessanterweise fand sich mit hBD-1 im Allgemeinen eine positive Immunreaktion

in den Perikaryen der Ganglienzellen (Abb. 16).

Abb. 16 Mensch, Colon, Meissner Plexus, hBD-1, interessanterweise zeigten
die Ganglienzellen (Pfeile) der Nervenplexus (Auerbach und Meissner) im

Darmrohr mit hBD-1 eine positive Reaktion, 250fach

2. Magen

In den Magenproben (Fundus) war die Farbungsintensitit im Oberfldchenepithel der
Schleimhaut fiir hBD-1 schwach bis mittelkréftig (sieche Abbildungen 17, 18). Auch fiir
hBD-2 ergab sich ein positives Signal, fiir LL-37 bei beiden Verdiinnungen ebenfalls. Die
basal in den Driisen gelegenen Hauptzellen féarbten sich mittelstark (Abb. 19, 20, 21) an. Die
Belegzellen im mittleren Teil der Driisen farbten sich nicht oder nur sehr schwach an. Auch

die glatten Muskelzellen der Blutgefdf3e der Submucosa reagierten mit LL-37.
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Abb. 17 Mensch, Magen, Corpus, Oberfldche und Foveolae, hBD-1,
mittelstarke Reaktion apikal im Oberflédchenepithel (Pfeile) und im Epithel der
Foveolae, 125fach

Abb. 18 Mensch, Magen, Corpus, Foveolae, hBD-1, positive Reaktion vor allem
apikal im Oberflachenepithel (Pfeilkdpfe), z. T. aber auch im gesamten
Zytoplasma (Pfeile), 250fach

52



Abb. 19 Mensch, Magen, Corpus, LL-37, positive, mittelstarke Reaktion vor
allem in den Hauptzellen (Sternchen), 50fach

Abb. 20 Mensch, Magen, Corpus, LL-37, positiv reagieren insbesondere die
Hauptzellen (Pfeile); positive Reaktion auch in zahlreichen freien Zellen der

Lamina propria (Sternchen), 250fach
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Abb. 21 Mensch, Magen, Corpus, LL-37, mittelkréftige Reaktion vor allem in
den Hauptzellen (Sternchen), die basal in den Schleimhautdriisen liegen, 125fach

3. Dinndarm

Im Diinndarmepithel war die Signalintensitit fiir alle drei Antikdrper schwach bis
stark. Stark war die Farbung vor allem in den Epithelzellen der Zotten. In den Krypten waren
die Peptide nur sehr schwach exprimiert (Abb. 22). In den Panethzellen waren alle drei
antimikrobiellen Peptide, wie bei den Rhesusaffen, mittelstark exprimiert, LL-37 reagierte in

diesen Zellen am schwéchsten. Die Becherzellen zeigten keine Anfarbung (Abb. 23).
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Abb. 22 Mensch, Diinndarm, LL-37, positive Reaktion im Zottenepithel; sehr
schwache bis negative Reaktion in den Krypten (Sternchen), 125fach
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Abb. 23 Mensch, Diinndarm, LL-37, mittelstarke Reaktion in den Enterozyten
der Zotten, 250fach

4. Colon

Im Colon ergab sich ebenfalls fiir beide Verdiinnungen aller Antikdrper ein schwaches

bis starkes positives Signal, und zwar im Oberflachenepithel und in den Krypten (Abb. 24,
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25). Das positive Signal war vor allem im basalen und oft auch im apikalen Bereich der
Epithelzellen erkennbar, bei hBD-1 war manchmal nur der apikale Teil, manchmal die ganze
Zelle angeférbt. Die Zellen im mittleren Bereich der Krypten waren manchmal stérker
angefarbt als die restlichen Driisenregionen (Abb. 26). Das Oberfldchenepithel féarbte sich
meistens mittelstark an (Abb. 27). Einzelne Muskelzellen der Lamina muscularis mucosae
und Tunica muscularis farbten sich ebenfalls intensiv an. Auch in den Ganglienzellen des
Auerbachschen- und Meissnerschen Plexus des Colons fand sich oft mit hBD-1 eine positive
Immunreaktion (Abb. 16). Diese Reaktion farbt das gesamte Zytoplasma der Perikaryen

schwach bis mittelstark an.

Abb. 24 Mensch, Colon, LL-37, hier mittelstarke epitheliale Reaktion;

zahlreiche freie Zellen in der Lamina propria reagieren ebenfalls positiv, 125fach
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Abb. 25 Mensch, Colon, LL-37, hier eher schwache epitheliale Reaktion,
125fach

Abb. 26 Mensch, Colon, quer geschnittene Krypten, hBD-1, mittelstarke

Reaktion in den Enterozyten, Becherzellen negativ, 250fach
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Abb. 27 Mensch, Colon, LL-37, im abgebildeten Priparat reagieren die

Oberflachenepithelzellen stérker als die Kryptenzellen, die Becherzellen sind
generell negativ, 250fach

5. Pankreas

Im Pankreas zeigten die Azini generell eine schwache und die Gangstrukturen eine

schwache bis mittelstarke Expression der drei untersuchten Peptide.

C) Reproduktionstrakt

In den Eierstocken war die Farbungsintensitdt in den Follikelepithelzellen fiir die

1:100-Verdiinnung fiir alle drei Antikdrper schwach bis mittelstark.

In der Tube war das Signal in den Epithelzellen fiir hBD-2 mittelstark positiv und fiir
LL-37 sogar mittelstark bis stark positiv (Abb. 28, 29). Innerhalb einer Zelle war die Farbung
gleichmafig.
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Abb. 28 Mensch, Tube, LL-37, mittelstarke Reaktion im Tubenepithel (Pfeile),
50fach

Abb. 29 Mensch, Tubenepithel, LL-37, mittelstarke Reaktion, 250fach

In der Cervix reagierten alle drei Peptide im Driisenepithel generell mittelstark
(LL-37) bis stark (hBD-1 und hBD-2) positiv (siche Abb. 30), einige wenige Zellen zeigten
ein noch intensiveres Signal als die tibrigen. Bei LL-37 fand sich ein kleiner Bereich im

apikalen Teil fast aller Driisenzellen, der stirker angefarbt war als der basale Zellteil.
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Abb. 30 Mensch Zervix, LL-37, positive Reaktion in den Driisenzellen des
Zervixepithels (Pfeile), 250fach

D) Samenstrang

Im Samenstrang blieben alle Reaktionen negativ, lediglich in der glatten Muskulatur

ergaben sich schwach positive Anfarbungen.

E) Mamma

Die Epithelzellen der Endstiicke exprimieren die drei untersuchten antimikrobiellen
Peptide generell in schwachem Ausmal. Jedoch fanden sich bei hBD-2 und LL-37 auch
immer einzelne Epithelzellen oder ganze Endstlicke, die mittelstark reagierten. Die
Myoepithelzellen der Endstiicke farbten sich mit hBD-1 und hBD-2 vielfach mittelkriftig an.
Die interlobuldren Génge reagieren im Allgemeinen auch nur schwach, jedoch ist in den an
das Lumen grenzenden Epithelzellen die Apikalregion meistens mittelkriftig angefarbt. Das

Endothel der Blut- und Lymphgefédf3e exprimiert LL-37 mittelstark.

F) Niere und ableitende Harnwege

In der Niere farbten sich die Sammelrohre, die proximalen und distalen Tubuli fiir alle
drei Antikorper in der 1:100-Verdiinnung an. In den Glomeruli exprimierten die Podozyten

hBD-1 und meist etwas kréftiger hBD-2 (Abb. 31, 32). Das Epithel der proximalen Tubuli
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reagierte mit den Antikorpern gegen alle drei Peptide im Allgemeinen schwach. Die
Farbungsintensitit war in den distalen Tubuli meistens deutlich stirker, alle Zellen dieser
Tubuli farbten sich gleichmifBig an. Am kraftigsten wurde im Allgemeinen hBD-2 exprimiert
(Abb. 32, 33, 34, 35, 36). Die Epithelzellen der Sammelrohre zeigten ebenfalls eine
mittelstarke bis starke positive Reaktion (Abb. 37 und 38). In einigen Lumina der
Sammelrohre farbte sich homogenes Material intensiv positiv an, am stirksten fiir LL-37. Bei
der hoheren Verdiinnung war fiir hBD-2 das Signal in den Sammelrohren etwas schwécher,
bei LL-37 und hBD-1 gleich stark. Im Falle des hBD-1 zeigten die Sammelrohre ein
differenziertes Farbemuster, und das sowohl in den Markstrahlen als auch in den gréferen
Sammelrohren der Markypramiden. Hier farbten sich einzelne Epithelzellen deutlich kréftiger
an als ithre Umgebung (Abb. 37, 38, 39, 40). Es handelt sich vermutlich um die Schaltzellen.
Die glatten Muskelzellen der Blutgefid3e farbten sich mit hBD-1 teilweise an.

Abb. 31 Mensch, Niere, Glomeruli, hBD-1, positive Reaktion in den
Podozyten der Glomeruli (Pfeile), 125fach
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Abb. 32 Mensch, Niere, Glomerulus, hBD-2, positive Reaktion in den
Podozyten (Pfeile), 500fach

Abb. 33 Mensch, Niere, Glomerulus, hBD-2, mittelstarke Reaktion im Epithel
der distalen Tubuli (Sternchen) und in den Podozyten der Glomeruli (Pfeile),
250fach
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Abb. 34 Mensch, Niere, hBD-2, mittelstarke Reaktion in den distalen Tubuli

und corticalen Sammelrohren, 125fach

Abb. 35 Mensch, Niere, hBD-2, schwache bis mittelstarke Reaktion in distalen
Tubuli, 250fach
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Abb. 36 Mensch, Niere, hBD-2, Region mit vielen positiv reagierenden
distalen Tubuli, 250fach

Abb. 37 Mensch, Niere, Sammelrohre, hBD-1, im Epithel der Sammelrohre
exprimieren einzelne Epithelzellen, vermutlich die Schaltzellen, hBD-1

besonders kriftig, 250fach
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Abb. 38 Mensch, Niere, Sammelrohre, hBD-1, einzelne positiv reagierende
Epithelzellen, 125fach
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Abb. 39 Mensch, Niere, Sammelrohre, hBD-1, einzelne positiv reagierende

Epithelzellen, 250fach
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Abb. 40 Mensch, Niere, Sammelrohre, hBD-1, beachte die gut erkennbaren

Einzelzellen im Epithel, die positiv reagieren, 250fach

In den ableitenden Harnwegen des Menschen wurden die untersuchten Peptide in

gleicher Weise wie beim Rhesusaffen exprimiert (siche dortige Abbildungen).

G) Plexus choroideus

Im Plexus choroideus firbten sich die Epithelzellen mit schwacher (hBD-1) bis
mittelstarker (hBD-2, LL-37) Intensitét fiir alle drei Antikorper an. Einzelne Zellen reagierten
stiarker als andere (siche Abb. 41 bis 43). Unter diesen Zellen zeigte sich keine Priaferenz fiir

eine bestimmte Region auf den Plexuszotten.
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Abb. 41 Mensch, Plexus choroideus, hBD-1, 250fach

Abb. 42 Mensch, Plexus choroideus, hBD-2, 125fach
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Abb. 43 Mensch, Plexus choroideus, hBD-2, 250fach
H) Epidermis

Bei den Hautproben fiarbten sich die Zellen der Epidermis fiir jeden Antikorper
mittelstark an (siche Abb. 44 fiir die Reaktion mit hBD-2). Ein gleichméBig recht kriftiges,
positives Signal zeigten auch die Schweilldriisen (siche Abb. 45 und 46). Innerhalb dieser
Driisen farbten sich wahrscheinlich vor allem die dunklen Zellen (Abb. 46) an, es zeigte sich
teilweise eine Priferenz fiir den basalen Teil bestimmter Zellen. Auch die apokrinen
Duftdriisen farbten sich an. Die Reaktion in den Schweilldriisen war z. T. schwer zu
beurteilen, ofter reagierte der Bereich der duBlersten Peripherie der Zellen kriftig positiv. Ob
es sich bei dieser so gut wie membranstindigen Reaktion um eine echte Reaktion handelt,
bleibt offen. Die vaskuldren Glomeruli, Strukturen, in denen sich Arteriolen und Venolen

verbinden, und die umgebenden Zellen waren ebenfalls positiv.
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Abb. 44 Mensch, Haut, hBD-2, positive Reaktion in der Epidermis
(Sternchen), die am kréftigsten im Bereich des Stratum granulosum ist,

250fach

Abb. 45 Mensch, Haut, hBD-1, positive Reaktion in den Schweif3driisen
(Pfeile), 125fach
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Abb. 46 Mensch, Haut, hBD-2, Pfeile weisen auf einzelne besonders stark
reagierende Zellen, bei denen es sich wahrscheinlich um die sog. dunklen

Epithelzellen handelt, 250fach

Leber, Portalvene und Milz zeigten keinerlei positives Signal, nur eine schwache

Hintergrundfarbung. Auch bei Knochenmark zeigte sich kein positives Signal.

Im Folgenden findet sich eine kurze Zusammenfassung der Ergebnisse der
immunhistochemischen Untersuchungen mit hBD-1, hBD-2 und LL-37 an verschiedenen
Geweben des Menschen (Tabellen 2 bis 6). Es wurde jeweils die optimalste Verdiinnung mit

maximalem positivem Signal und geringer Hintergrundfarbung ausgewahlt.
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Tabelle 2

Tabelleniibersicht Mensch: Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen

Untersuchung mit hBD-1, hBD-2 und LL-37 an Epithelien der Atemwege des Menschen

Signal: kein Signal (0) — schwach (+) — mittel (++) — stark (+++) — sehr stark (++++)

hBD-1 1:100 hBD-2 1:100 +/+++
Nasenmuschel, +++
LL-37 1:100
Epithel
hBD-1 1:100 T+
Trachea, Epithel |hBD-2 1:100 o
LL-37 1:100 T+
hBD-1 1:100 ++
Bronchien,
. hBD-2 1:50 T+
esun
s LL-37 1:100 A+
\ hBD-1 1:100 HHA+H
Bronchien,
Mukovisid hBD-2 1:100 T
ukoviszidose
LL-37 1:100 T
hBD-1 1:100 HHA+H
Bronchien,
_ hBD-2 1:50 +
Pneumonie
LL-37 1:100 +
\ hBD-1 1:100 /A
Bronchien,
. hBD-2 1:50 /A
mphysem
P LL-37 1:100 T+
hBD-1 1:100 +
Bronchiolen,
. hBD-2 1:50 T+
esun
s LL-37 1:100 o
Serdse Driisen- |hBD-1 1:100 Tt
zellen in Trachea |hBD-2 1:50 ++
und Bronchien LL-37 1:100 Tt




Tabelle 3

Tabelleniibersicht Mensch: Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen

Untersuchung mit hBD-1, hBD-2 und LL-37 an Epithelien des Gastrointestinaltrakts

Signal: kein Signal (0) — schwach (+) — mittel (++) — stark (+++) — sehr stark (++++)

Organ Antikorper Signal
Osophagus, hBD-1 1:100 +
‘ hBD-2 1:100 +
Epithel LL-37 1:100 +
Osophagus, hBD-1 1:100 0
Driisen hBD-2 1:100 ++
’ LL-371:100 0
Ausfiihrungsgénge
Magen, hBD-1 1:100 +/+++
hBD-2 1:100 +/++
Oberfldchenepithel  [11.371:100 T+
Magendriisen, ~ [hBD-11:100 o/
hBD-2 1:100 ++
Hauptzellen LL-37 1:100 +/++
Diinndarmepithel, hBD-1 1:100 o
hBD-2 1:100 ++
Zotten LL-37 1:100 -
hBD-1 1:100 ++
Panethzellen hBD-2 1:100 ++
LL-371:100 ++
Colonepithel, hBD-1 1:100 At
hBD-2 1:100 +/+++
Oberfldche, Krypten [171..371:100 4+
Pankreas, hBD-1 1: 100 +
o hBD-2 1:100 +
Azini LL-37 1:100 -
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Tabelle 4

Tabelleniibersicht Mensch: Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen

Untersuchung mit hBD-1, hBD-2 und LL-37 an Mamma und Reproduktionstrakt

Signal: kein Signal (0) — schwach (+) — mittel (++) — stark (+++) — sehr stark (++++)

Organ Antikdrper Signal
Mamma, hBD-1 1:500 ++
hBD-2 1:500 ++
Myoepithel LL-37 1:100 0
Mamma, hBD-1 1:500 +
hBD-2 1:500 +/++
Driisenepithel LL-37 1:100 (+)
hBD-1 1:100 0
Tube, Epithel hBD-2 1:100 ++
LL-371:50 ++
hBD-1 1:100 ++
Cervix, Epithel hBD-2 1:100 ++
LL-371:100 ++
hBD-1 1:100 0
Samenstrang, Epithel | hBD-2 1:100 0
LL-37 1:100 0
hBD-1 1:100 +
Samenstrang hBD-2 1:100 -
’ LL-37 1:100 +
Muskelschicht
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Tabelle 5

Tabelleniibersicht Mensch: Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen

Untersuchung mit hBD-1, hBD-2 und LL-37 verschiedener Organe

Signal: kein Signal (0) — schwach (+) — mittel (++) — stark (+++) — sehr stark (++++)

Organ Antikorper Signal
hBD-1 1:100 0
Leber, Hepatozyten |hBD-2 1:100 0
LL-371:100 0
hBD-11.100 0
Milz, generell hBD-2 1:100 0
LL-371:100 0
hBD-1 1:100 0
Knochenmark hBD-2 1:100 0
LL-371:100 0
Haut, Schweil3driisen, | hBD-1 1:500 ++
insbesondere die hBD-2 1:100 i
LL-37 1:100 ++
dunklen Zellen
hBD-1 1:500 ++
Epidermis hBD-2 1:100 ++
LL-371:100 ++
Vena porta, hBD-1 1:100 0
hBD-2 1:100 0
Gefiliwand LL-37 1:100 0
Plexus choroideus, |[1BD-11:100 +
hBD-2 1:100 ++
Epithel LL-37 1:100 T+

Herz, Myokard hBD-1 1:100 0




Tabelle 6

Tabelleniibersicht Mensch: Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen

Untersuchung mit hBD-1, hBD-2 und LL-37 an der Niere

Signal: kein Signal (0) — schwach (+) — mittel (++) — stark (+++) — sehr stark (++++)

Organ Antikdrper Signal
Niere, hBD-1 1:100 +
hBD-2 1:100 ++
Podozyten der 137 1-100 0
Glomeruli
Niere, hBD-1 1:500 (+)/+
hBD-2 1:100 (+)/+
proximale Tubuli LL-37 1:100 (+)/+
Niere, hBD-1 1:500 +/4+
hBD-2 1:100 +/++/+++
distale Tubuli LL-37 1:100 4+
Niere, Sammelrohre |hBD-1 1:500 ++
(speziell die hBD-2 1:100 /4
LL-37 1:100 ++
Schaltzellen)
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5. Diskussion

Die wesentliche Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass die drei untersuchten
antimikrobiellen Peptide in sehr vielen Organen des menschlichen Organismus weit verbreitet
vorkommen, wobei die Expression in Epithelien im Vordergrund steht. Wichtig ist auch, dass
diese Peptide bei Rhesusaffe und Mensch in weitgehend dhnlicher Verteilung zu finden sind.
Die stirksten Farbungen bei den hier durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen
zeigten sich in Geweben, die innere oder duBere Korperoberflichen auskleiden und eine
Verbindung zur Korperoberfliche besitzen. Die Peptide werden in sekretorischen und nicht
speziell sekretorischen Zellen meist maximal im apikalen Zellpol exprimiert, was darauf
hinweist, dass die untersuchten Peptide zur Abwehr auf  inneren und &ulleren
Korperoberflaichen beitragen. Auffillig und iiberraschend ist, dass recht hiufig glatte

Muskelzellen positiv reagieren.

Die immunhistochemische Analyse erdffnet einen anderen Blick auf Lokalisation und
Biologie antimikrobieller Peptide als die molekularbiologische Analyse der Genexpression.
Das unterstreicht nochmals die Funktion der antimikrobiellen Peptide sowohl als direkte

endogene Antibiotika als auch als Vermittlersubstanzen der angeborenen Immunitit.

Die Daten der immunhistochemischen Analyse stehen nicht im Widerspruch zu

bekannten Daten, denen Befunde zur Genexpression (mMRNA-Spiegel) zugrunde liegen.

Lunge/Respirationstrakt:

Zahlreiche Arbeiten haben sich in den letzten Jahren mit den antimikrobiellen
Peptiden in den Atemwegen beschiftigt. Die Immunhistochemie konnte in der vorliegenden

Untersuchung drei dieser Pepide nachweisen.

Insgesamt farbten sich bei den hier untersuchten Proben die proximaleren Teile der
Atemwege intensiver als die distalen. Dies ist vermutlich mit der Ndhe bzw. der Ferne von

der duBleren Korperoberfliche und der AuBBenwelt des Organismus korreliert.

In den Epithelien der gasaustauschenden Region ergab sich nur ein sehr schwaches
Signal, das z. T. recht eindeutig den Pneumozyten II zuzuordnen ist, die ja auch in anderer
Hinsicht sekretorische Zellen sind. Die Alveolarmakrophagen exprimierten alle drei

Antikorper kriftig positiv, was ihre Rolle in der angeborenen Abwehr unterstreicht.
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HBD-1 und hBD-2 konnten in den untersuchten Pneumonielungen und
Emphysemlungen besonders deutlich nachgewiesen werden, aber auch in gesunden Lungen

gelang ihr Nachweis. Dies spricht dafiir, dass das Ausmal} der Expression regulierbar ist

In vielen Priparaten der Atemwege waren Knorpelzellen und der Ziliensaum positiv.
Diese zwei Lokalisationen sind schwer zu beurteilen, vermutlich handelt es sich aber um
unspezifische Kreuzreaktionen (Knorpelzellen) oder um unspezifische Niederschldge an der
Zelloberflache (Zilien) bzw. an den Rindern der Knorpelzelllakunen. Auf alle Félle wéren
gezielte spezielle Untersuchungen erforderlich, um die Validitdt dieser Befunde besser

beurteilen zu konnen.

In Ubereinstimmung mit obigen Ergebnissen wurden durch in-situ-Hybridisierung
bereits in den Epithelien der Atemwege gesunder Lungen, von den proximalen Bronchien zu
den distalen Bronchiolen, hohe Konzentrationen von hBD1-m-RNA gefunden (Singh et al.,
1998). Auch im Epithel der Bronchialdriisen konnte B-Defensin 1 auf mRNA-Ebene
nachgewiesen werden (Singh et al., 1998). Die hier durchgefiihrten immunhistochemischen
Nachweise auf Proteinebene und die Ergebnisse der in-situ-Hybridisierung entsprechen

einander.

Mit anderen Nachweismethoden wurde hBD-1 in bronchoalveolédrer Lavagefliissigkeit
von gesunden Freiwilligen, CF-Patienten und Patienten mit entziindlichen
Lungenerkrankungen gefunden, wihrend hBD-2 in bronchoalveoldrer Lavagefliissigkeit von
Patienten mit CF und entziindlichen Lungenerkrankungen gefunden wurde, jedoch nicht in

gesunden Freiwilligen (Singh et al., 1998).

Wir untersuchten ausschlieBlich Gewebe erwachsener Menschen und Rhesusaffen fiir
die schon exprimierten Proteine. Um zu priifen, ob die hBD-1-mRNA-Expression in der
Lunge vom Entwicklungsstadium abhingt, wurden in einer anderen Arbeit Gewebe aus
fetalen, neonatalen und adulten Proben untersucht (McCray und Bentley, 1997) . Die mRNA
fiir hBD-1 ist in fetaler Lunge des 1. und 2. Trimenons nicht nachweisbar, was mit der
Annahme eines Fehlens prédnataler Expression iibereinstimmt. Im Gegensatz dazu weisen

neonatale und adulte Lunge hBD-1 mRNA auf (Mc Cray und Bentley, 1997).

Neugeborene Kaninchen weisen sogar einen Mangel an Defensinen in den

Alveolarmakrophagen (MCP-1 und MCP-2) auf (Ganz et al., 1985).

Die Verteilung der hBD-2-Expression wurde aullerdem in anderen Untersuchungen
durch Dot-Blot-Hybridisierung bestimmt (Bals et al., 1998). Gehirn beispielsweise war

negativ, die stirkste Expression fand sich in der Lunge. Auf der Ebene der fertigen Proteine,
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wie sie immunhistochemisch hier nachgewiesen wurden, fanden sich entsprechende

Ergebnisse.

Zudem wurde gegen hBD-2 ein Antiserum hergestellt und ein hochsensibler
Radioimmunoassay (RIA) etabliert. Hochleistungs-Reverse-Phase-
Fliissigkeitschromatographie gepaart mit RIA zeigte die Anwesenheit von hBD-2 in der
menschlichen Lunge und in bronchoalveoldrer Lavagefliissigkeit sowie im Plasma (Harder et

al., 1997), iibereinstimmend mit den hier dargestellten immunhistochemischen Ergebnissen.

Auch durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde die Expression von hBD-2 in
der proximalen menschlichen Lunge untersucht. Ein diffuses Hybridisierungssignal auf die
gegenliufige Probe wurde im gesamten Oberflichenepithel der Atemwege gefunden, ebenso
in den Ausfiihrgdngen submukdser Driisen. Die stirkste Expression von hBD-2 in den
Bronchialdriisen kommt in den ser6sen Endstiicken vor, dokumentiert durch die
Kolokalisierung des in situ-Signals mit immunhistochemischem Nachweis des fiir serdse
Zellen spezifischen Markerlysozyms (Bals et al., 1998). In den mukdsen Tubuli war hBD-2-
RNA auch nachweisbar, aber weniger stark (Bals et al., 1998). Die Expression von hBD-2 in
der distalen Lunge konnte auf Grund der hohen Autofluoreszenz am besten durch Koppelung
mit alkalischer Phosphatase nachgewiesen werden. Niedrigere, aber doch gut nachweisbare
Mengen an hBD-2 findet man in den meisten Zellen der distalen Atemwege. Auch

immunhistochemisch zeigte sich ein proximal-distaler Gradient.

Bei allen Antikorpern und allen Arten von Lunge in dieser Arbeit war das
respiratorische Epithel positiv gefarbt, was als Hinweis auf Produktion und Sekretion der
untersuchten Antikorper gewertet werden kann. Die positive Reaktion der Zilien selbst ist —
wie schon angedeutet - vermutlich ein Artefakt oder beruht vielleicht darauf, dass positives
Sekret an der Oberfldche der Zilien haftet oder dass sich hier unspezifisch Reaktionsprodukt
ablagert wie am Splilsaum am Meer. Unterstiitzt wird die Annahme, dass es sich hier um ein
Artefakt handelt, durch die Beobachtung, dass keineswegs alle Flimmerepithelien im Bereich

des Kinoziliensaumes eine positive Reaktion zeigen.

Zum Nachweis der Sekretion von hBD-2 auf die Oberfliche der Atemwege waren
weitere interessante Studien durchgefiihrt worden. Menschliche, zur Transplantation
ungeeignete Lungen von Spendern, wurden einer Lavage unterzogen und die Flissigkeit
wurde einer partiellen Reinigung von hBD-2 durch organische Extrahierung und reverse
Phase HPLC (high performance liquid chromatography) unterzogen (Bals et al., 1998).
Fraktionen mit antimikrobieller Aktivitit wurden durch Gelelektrophorese und Westernblot

weiter analysiert, wobei der fiir rekombinant hergestelltes hBD-2 spezifische Antikorper
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verwendet wurde. Es wurde die Gegenwart immunreaktiver Peptide in den entsprechenden
Fraktionen, die gemeinsam mit rekombinantem hBD-2 (41-Aminosiduren-Unterform)
wandern, nachgewiesen. Verminderte, aber nachweisbare hBD-2-Konzentrationen wurden in

der Oberflachenfliissigkeit humaner Xenotransplantate gesehen.

Nur die 41-Aminoséuren-Isoform von hBD-2 konnte in den Sekreten der Atemwege
gefunden werden, die auch von Insektenzellen produzierte 38-Aminosiuren-Isoform konnte

in den entsprechenden erwarteten Fraktionen nicht gefunden werden (Bals et al., 1998).

Wabhrscheinlich stimulieren fremde Mikroorganismen und inflammatorische Zytokine
die hBD-2-Biosynthese und die Freisetzung des Peptids in die Atemwege bei Infektionen des
Respirationstraktes, was zu dem hier festgestellten vermehrten Proteinnachweis in erkrankten
Lungen passt. Die Plasmakonzentration von hBD-2 in Patienten mit bakterieller Pneumonie
betrug 32,1+-3,7 fmol/ml, also das 3,9-fache derer normaler Individuen (Hiratsuka et al.,

1998).

Immunhistochemisch war LL-37 beim Menschen in gesunden Lungen im Gegensatz
zu Pneumonielungen etwas schwécher nachweisbar. Beim Menschen und beim Rhesusaffen
zeigte sich eine Expression dieses Peptids im Flimmerepithel, in den serdsen Driisenzellen
und etwas weniger stark in den Alveolarmakrophagen. Die groBe Ahnlichkeit hinsichtlich der
Expression dieser Peptide iiberrascht letztlich nicht, weil sie eine fundamentale
Abwehrfunktion besitzen. Die phylogenetische Eigenentwicklung von Mensch und
Rhesusaffe besteht seit vielen Millionen Jahren, der letzte gemeinsame Vorfahr lebte

vermutlich vor ca. 35 Millionen Jahren (Bauer und Schreiber, 1996).

RNA-Hybridisierungsexperimente  zeigten  ebenfalls die  Expression von
LL-37/hCAP-18 in Trachea und gesunder Lunge (Bals et al., 1998), was auch den

Ergebnissen der Immunhistochemie entspricht.

Die Expression von LL-37/hCAP-18 in den Atemwegen kranker Lungen,
nachgewiesen durch Fluoreszenz-in-situ-Hybrisdisierung (Bals et al., 1998), dhnelt der von
hBD-1, beide wurden in den Oberflachenepithelien der proximalen Atemwege und auch den
Zellen der submukdsen Driisen gefunden. In den distalen Atemwegen trat LL-37/hCAP-18 im
Vergleich zu hBD-1 vermindert auf.

Gewebe zahlreicher erkrankter menschlicher Lungen wurden durch Fluoreszenz-in
situ-Hybridisierung analysiert. Hybridisierung der gegenlaufigen LL-37/hCAP-18-Probe mit
Schnitten der oberen Luftwege zeigte eine einférmige Farbung im ganzen Epithel sowie von

Anteilen der Bronchialdriisen (Bals et al., 1998). Bei der immunhistochemischen
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Untersuchung fand sich, dass einige Zellen stirker als andere angeférbt waren. Dies konnte
ein Hinweis darauf sein, dass manche Zellen die dort produzierten antimikrobiellen Peptide
schneller als andere abgeben, oder dass die Einzelzellen ihr Sekret nicht synchronisiert

speichern und sezernieren.

In der Trachea des Rhesusaffen und Menschen war das Signal fiir hBD-1 und LL-37
mittelstark, fiir hBD-2 ergab sich kein positives Signal.

RNA-Hybridisierungsexperimente zeigten die Exprimierung von LL-37/hCAP-18
auch in der Trachea (Bals et al., 1998), was den immunhistochemischen Ergebnissen zum

Nachweis der fertigen Proteine entspricht.

Gastrointestinal-Trakt:

Aus verschiedenen Untersuchungen, die vor allem mit biochemischer Methodik
arbeiteten, ist schon bekannt, dass antimikrobielle Peptide auch im Gastrointestinaltrakt
verbreitet vorkommen. Bedeutende Mengen an hBD-2-DNA fanden sich z.B. bei Dot-Blot-
Hybridisierung unter anderem im Intestinaltrakt (Bals et al., 1998), was mit meinen

immunhistochemischen Ergebnissen iibereinstimmt.

Magen:

In den untersuchten Gewebeproben des menschlichen Magens (Corpus/Fundus) lieen
sich hBD-1 , hBD-2 und LL-37 nachweisen. Diinndarm- und Colonpréparate reagierten bei
den immunhistochemischen Untersuchungen ebenfalls mit allen drei Antikdrpern —allerdings

unterschiedlich stark- positiv.

LL-37/hCAP-18-RNA wurde in einer Untersuchung von Bals et al. (1998) verstreut
im ganzen Epithel des Magens gefunden, Wah et al. (2006) vermuten, dass dieses Peptid auch

in endokrinen Zellen der Magen- und Darmmukosa vorkommt.

Die Anfiarbung bei den immunhistochemischen Untersuchungen war im Magen des
Menschen nicht gleichmifBig. Bei der Mehrzahl der Proben féarbte sich der basale Teil der
Magendriisen fiir hBD-1 stérker an als der restliche Teil der Driisen. Hier sind es vor allem
die Hauptzellen, die sich besonders intensiv anfirben. Die fertigen Peptide beim Menschen
scheinen also vorwiegend in diesem Bereich gebildet zu werden. Die Neben- und
Oberflachenepithelzellen farbten sich beim Menschen schwach bis mittelstark an. Im Magen

des Rhesusaffen farbten sich mit hBD-2 auch die Belegzellen an. Moglicherweise produzieren
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diese Zellen hier also nicht nur HCI und ,,Intrinsic Factor®, sondern auch antimikrobielle
Peptide. Diese Moglichkeit verdient, in einer eigenen Untersuchung vertieft iiberpriift zu
werden. Ansonsten stimmte das Farbemuster beim Rhesusaffen mit dem des Menschen

uberein.

Dinndarm:

In den untersuchten menschlichen Diinndarmproben liefen sich hBD-1, hBD-2 und

LL-37 nachweisen.

Auch durch in situ-Hybridisierung mit einer zu hBD-2 gegenldufigen Probe (Bals et
al., 1998), welche mit Digoxigenin markiert war, und mit mit Alkalischer Phosphatase
konjugierten Antikorpern sichtbar gemacht wurde, fand sich hBD-2-RNA in epithelialen
Zellen im gesamten Diinndarm. Bei Mensch und Rhesusaffe wurde immunhistochemisch
hBD-2 ebenfalls im gesamten GI-Trakt nachgewiesen. Die Ergebnisse auf RNA- und fertiger

Proteinebene stimmen also tiberein.

Auch LL-37/hCAP-18-RNA wurde verstreut im ganzen Epithel des oberen
Gastrointestinaltraktes, einschlieBlich des Magens und des Duodenums, gefunden (Bals et al.,
1998). Wah et al. (2006) fanden LL-37-positive endokrine Zellen im Diinndarm, was auch
beim Rhesusaffen der Fall ist (Abb. 7, Rhesusaffe).

Im menschlichen Diinndarm war die Signalintensitét fiir alle drei Antikoérper schwach
bis stark, und das vor allem im apikalen Teil der Epithelzellen, aber in allen Bereichen der
Zotten. Hier erfolgt also die hauptsidchliche Sekretion innerhalb des Diinndarms, was auch

biologisch sinnvoll erscheint.

Colon:

In den untersuchten menschlichen Gewebeschnitten des Colons lieen sich hBD-1,

hBD-2 und LL-37 nachweisen.

Auch durch in situ-Hybridisierung mit einer zu hBD-2 gegenldufigen Probe, welche
mit Digoxigenin markiert war, und mit mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Antikdrpern
sichtbar gemacht wurde, fand sich hBD-2-RNA in epithelialen Zellen im gesamten Colon. Bei
Mensch und Rhesusaffe wurde immunhistochemisch hBD-2 ebenfalls im Colon
nachgewiesen. Die Ergebnisse auf RNA- und fertiger Proteinebene stimmen also iiberein.

Auch LL-37/hCAP-18-RNA  wurde verstreut im ganzen Epithel des unteren
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Gastrointestinaltrakts gefunden (Bals et al., 1998). Dies erinnert auch an Befunde von Wah et

al. (2006), die LL-37 in endokrinen Zellen auch des Colons fanden

Immunhistochemisch konnte, abgesehen von der groben Ubereinstimmung der
Lokalisation auf RNA- und fertiger Proteinebene, eine genauere Lokalisationsbestimmung

des fertigen Proteins vorgenommen werden.

Im menschlichen Colonepithel ergab sich bei den hier durchgefiihrten
immunhistochemischen Untersuchungen fiir beide Verdinnungen aller Antikorper ein
schwaches bis starkes positives Signal. Bei LL-37 war das positive Signal mehr im apikalen
Bereich der Kryptenepithelzellen, bei hBD-2 mehr im basalen Bereich und bei hBD-1 war
manchmal nur der apikale Teil, manchmal die ganze Zelle angefarbt, ohne Bevorzugung eines
bestimmten Bereichs in den Krypten. Auch das Oberfldchenepithel farbte sich an. In manchen
Teilen fanden sich auch auf der Oberfldche des Epithels angefdrbte Sekrete. Dies deutet auf
die Sezernierung der fertigen Proteine in den Oberflichenschleim hin. Mitunter war das
Oberflachenepithel stirker angefarbt als das Kryptenepithel. Die Heterogenitit der
Expressionsstirke ldsst vermuten, dass u. U. eine Anpassung an die Last mit pathogenen

Mikroorganismen moglich ist.

Becherzellen:

Ein schwieriges Problem ist die Bewertung des Ausfalls der Immunhistochemie der
drei untersuchten Peptide in den Becherzellen. Sorgfiltige Auswertung ldsst vermuten, dass
die Becherzellen im Atemtrakt keine antmikrobiellen Peptide exprimieren (sieche z. B. Abb. 4
und 5, Mensch). Im Darmtrakt zeigten die Becherzellen auch oft keine positive Reaktion, aber
speziell beim Rhesusaffen fiel die Reaktion variabel aus und viele Becherzellen wiesen im
apikalen Schleim positiv reagierende Regionen auf. Es muss speziell untersucht werden,
inwieweit positiver Reaktionsausfall in den Becherzellen ein real vorhandenes Resultat oder

ein Artefakt ist.

Panethzellen:

Panethzellen sind Epithelzellen mit Granula, die an der Basis der intestinalen Krypten
liegen (Madara und Trier, 1987), und sie leiten sich von Stammzellen ab, die auch die Villus-
Enterozyten (Cheng et al., 1969) hervorbringen. Im Gegensatz zu den kurzlebigen
Enterozyten, die im Villus aufsteigen und innerhalb von drei bis fiinf Tagen ins Lumen

abgeschilfert werden, reifen Panethzellen unterhalb der Proliferationszone und haben eine
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Lebenszeit von ca. 20 Tagen (Troughton und Trier, 1969). Panethzellen synthetisieren
Proteine, die im allgemeinen als charakteristisch fiir Leukozyten erachtet werden,
einschlieBlich Tumornekrosefaktor (TNF) (Keshav et al., 1990) und Lysozym (Speece, 1964).
Tumornekrosefaktor ist ein pleiotropes Zytokin, das an einer Vielzahl verschiedener zelluldrer
Antworten beteiligt ist. Da Lysozym vermutlich unter cholinerger Stimulation ins
Diinndarmlumen sezerniert wird (Peeters und Vantrappen, 1975), sezernieren diese Zellen
eventuell zusétzliche antimikrobielle Faktoren, was die Bakterienbesiedlung und -invasion

des Epithels durch pathogene Bakterien begrenzt (Selsted et al., 1992).

Immunhistochemische = Lokalisation = demonstrierte, dass Cryptidin-1, und
wahrscheinlich Cryptidin -2 und -3, ausschlieBlich in Panethzellen vorkommen, wo diese
Peptide mit den zytoplasmatischen Granula assoziiert zu sein scheinen (Selsted et al., 1992).
Die menschlichen B-Defensine und LL-37 hingegen finden sich bei Nachweis durch
Immunhistochemie aber nicht nur in den Panethzellen, sondern im gesamten Darmepithel. Bei
unseren immunhistochemischen Untersuchungen zeigte sich eine Lokalisation der drei
untersuchten antimikrobiellen Peptide bei Rhesusaffe und Mensch in den Panethschen

Kornerzellen.

Cryptidin-mRNA wurde ebenfalls ausschlieBlich in Panethzellen des Diinndarms
gefunden (Quellette et al., 1989). Cryptidin-mRNA ist eine von mehreren in hoher Zahl
vorhandenen niedermolekularen mRNAs, die kleine, cysteinreiche Polypeptide kodieren, die
sich im Diinndarm von Méusen wéhrend der postnatalen Reifung ansammeln (Quellette und
Lualdi, 1990). Méusecryptidin-mRNA kodiert fiir ein 93 Aminoséduren langes Protein, das den
abgeleiteten neutrophilen Defensinvorldufern von Menschen und Kaninchen dhnlich ist
(Daher et al., 1988). Das Cryptidingen Defcr in der proximalen Region von Chromosom 8
zeigt eine erhaltene Verbindungshomologie mit den menschlichen Defensingenen auf 8p23

(Sparkes et al., 1989).

Es wurde spekuliert, dass Panethzellen Defensine in den Raum zwischen den Zotten
sezernieren, wo sie eventuell zur Errichtung eines lokal antibakteriellen Milieus beitragen.
Dies wiirde mit der Fihigkeit von Panethzellen iibereinstimmen, Lysozym als Antwort auf
cholinerge Agenzien zu sezernieren (Peeters und Vantrappen, 1975; Satoh et al., 1989). Die
immunhistochemische Reaktion der Defensine fiel beim Rhesusaffen deutlich stiarker aus als
beim Menschen. Ob dies ein konstanter Unterschied ist, oder ob es sich um zufillig

angetroffene etwas verschiedene Funktionsphasen handelt, bleibt vorldufig unklar.
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Pankreas:

Die  sekretorischen  Azini des Pankreas farbten sich bei unseren
immunhistochemischen Untersuchungen beim Rhesusaffen und beim Menschen fiir alle drei
Peptide, zwar schwach, aber immer positiv an. Das im Allgemeinen insgesamt schwache
Signal konnte aber hinsichtlich seiner Expressionsstirke variieren. Auch durch in situ-
Hybridisierung mit einer zu hBD-2 gegenldufigen Probe, welche mit Digoxigenin markiert
war, und mit mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Antikdrpern sichtbar gemacht wurde,
fand sich hBD-2-RNA diffus verteilt in den Azinuszellen des Pankreas. Sowohl auf RNA- als
auch auf Protein-Ebene zeigte sich also eine schwache und variable Verteilung im Pankreas,
was an unterschiedlichen funktionellen Phasen der Driisenepithelzellen liegen konnte. Die
Ergebnisse auf RNA- und fertiger Proteinebene stimmen also tiberein. Auch LL-37/hCAP-18-
RNA wurde im Driisenepithel des Pankreas gefunden (Bals et al., 1998).

Niere:

In der Niere des Rhesusaffen farbten die Antikorper gegen alle drei antimikrobiellen
Peptide vor allem die distalen Tubuli und Sammelrohre, deutlich schwéicher reagierten im
Allgemeinen die proximalen Tubuli. Selten reagierte aber auch das Epithel der proximalen
Tubuli mittelstark. Fiir hBD-2 und LL-37 ergab sich auch eine z. T. intensive Anfarbung von
Material im Lumen der Sammelrohre. Dies kann als Hinweis auf eine Sekretion dieser

antimikrobiellen Peptide gewertet werden.

In der menschlichen Niere farbten sich die Sammelrohre, die proximalen und die
distalen Tubuli fiir alle drei Antikdrper an. Die Féarbungsintensitdt war in den distalen Tubuli
und den Sammelrohren am stirksten, alle Zellen eines Tubulus farbten sich gleichméBig an.
In einigen Lumina der Sammelrohre gab es ein intensives positives Signal, am stérksten fiir
LL-37. Sorgfiltige Analyse der Sammelrohre frisch fixierten Materials zeigte, dass sich
einzelne Zellen besonders stark anfarbten (siche z. B. Abb. 38, 39, 40, Mensch). Nach
morphologischen Kriterien handelt es sich hierbei um die Schaltzellen. Dieser Befund
verdient eine spezielle Nachuntersuchung und wiirde das Funktionsspektrum der Schaltzellen

erweitern.

Durch Northern-Blot-Analyse wurde in der Niere sowohl fiir Menschen- als auch
Maiusegene die hochste Konzentration an B-Defensin-mRNA gefunden (Ganz und Lehrer,

1994). Auch bei spdteren Untersuchungen wurde durch Northernblotting die hochste

84



Konzentration von hBD-1-mRNA in der Niere und dem weiblichen Reproduktionstrakt

gefunden (Valore et al., 1998).

Durch in-situ-Hybridisierung wurde hBD-1-mRNA ebenfalls in den Epithelien der
Henleschen Schleife, der distalen Tubuli und der Sammelrohre lokalisiert (Valore et al.,

1998).

Unter Verwendung einer neuen Technik, die entwickelt wurde, um kationische Peptide
im Urin ausfindig zu machen, wurden einige Formen von hBD-1 entdeckt, die in ihrer Lange
von 36 bis 47 Aminosduren variierten (Valore et al., 1998). Die Gesamtkonzentration von
hBD-1-Formen im Urin wurde auf 10-100 pg/l geschitzt, mit individuellen Unterschieden in

der Gesamtmenge an hBD-1 und dem relativen Anteil an hBD-1.

Durch Westernblot wurde die Peptidkonzentration im Urin auf 10-100 pg/l geschitzt,
und die relativen Mengen der verschiedenen hBD-1-Formen zeigten deutliche
interindividuelle Unterschiede. Trotz der Anwesenheit multipler Proteinbanden enthielt Urin
von Minnern nur ein vorherrschendes hBD-1-Peptid, wihrend Urin von Frauen meist zwei
vorherrschende Banden enthielt. Ausziige von Nierengewebe erbrachten dhnliche hBD-1-
Konzentrationen wie Urin (etwa 50 ng/g), ohne bedeutsame Unterschiede zwischen Kortex-
und Markproben. Westernblot zeigte, dass multiple Formen von hBD-1 im Nierengewebe

vorhanden sind (Valore et al., 1998).

Eine Hybridisierung mit der gegenldufigen Probe wurde fiir LL-37/hCAP-18-RNA im
Sammelrohrsystem der Niere beobachtet (Bals et al., 1998).

Interessant ist, dass in der vorliegenden Arbeit offenbar erstmalig beobachtet werden
konnte, dass die Podozyten der Nierenglomeruli die zwei Defensine exprimieren. Eine
Abwehrfunktion an der wichtigen Blut-Harnschranke ist biologisch sehr sinnvoll

(Glomerulonephritiden).

Ableitende Harnwege:

Die Epithelien der ableitenden Harnwege exprimieren die antmikrobiellen Peptide im
Allgemeinen mittelstark. Diese Reaktion steht in Einklang mit den anderen Beobachtungen,
die zeigen, dass die Epithelien von Hohlorganen, die mit der Aullenwelt kommunizieren,

kréftige angeborene Abwehrmechanismen besitzen.
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Geschlechtsorgane (einschlieBlich Mamma):

Das Epithel der nichtlaktierenden Brustdriise farbte sich bei Mensch und Rhesusaffe
fiir alle drei untersuchten Peptide an. Sogar die myoepithelialen Zellen der menschlichen
weiblichen Brust farbten sich fiir hBD-1 und hBD-2 stark an, was darauf hindeutet, dass
offenbar auch diese Zellen sekretorisch aktiv sind. Bei LL-37 zeigte sich keinerlei positives
Signal. Ausgewéhlte Gewebeproben wurden durch in situ-Hybridisierung mit einer zu hBD-2
gegenldufigen Probe, welche mit Digoxigenin markiert war, analysiert und mit mit
Alkalischer Phosphatase konjugierten Antikdrpern sichtbar gemacht (Bals et al., 1998). Auch
in den Géngen der weiblichen Brust war ein diffuses Signal vorhanden. Die hohere
Sensitivitit der in situ-Hybridisierung machte die Expression von hBD-2 in menschlicher
Brust klar erkennbar, wéihrend bei der Dot-Blot-Hybridisierung das Signal gering war ( Bals
et al., 1998).

Die Driisen des Corpus uteri waren beim Rhesusaffen fiir hBD-1, hBD-2 und LL-37

positiv bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen.

In der menschlichen Cervix waren die Driisenzellen kriftig positiv, wobei einige
wenige ein besonders intensives Signal zeigten. Bei LL-37 fand sich ein kleiner Bereich im
apikalen Teil fast aller Driisenzellen, der stirker angefarbt war als der basale Zellteil, was auf

eine zeitweise granulire Speicherung in diesem Bereich hinweist.

Durch in-situ-Hybridisierung wurde hBD-1-mRNA in der Ektocervix, der Endocervix
sowie dem Uterus des weiblichen Reproduktionstraktes des Menschen lokalisiert (Valore et
al., 1998). Auf Proteinebene jedoch war bei meinen Untersuchungen hBD-1 hier nicht
nachweisbar, was u. U. auf sehr schnelle Abgabe des fertigen Proteins und geringere

Sensitivitat der Immunhistochemie hindeuten konnte.

In den Follikelepithelzellen der Eierstocke des Menschen waren alle drei Antikdrper
exprimiert. Durch in-situ-Hybridisierung wurde hBD-1-mRNA in den Epithelschichten der
Vagina und der Eierstocke des weiblichen Reproduktionstraktes lokalisiert (Valore et al.,

1998).

Im miénnlichen Reproduktionssystem des Rhesusaffen waren die Defensine in

Einzelzellen in den Samenkanélchen, hochstwahrscheinlich den Sertolizellen, exprimiert.

Im menschlichen Samenstrang farbten sich die glatten Muskelzellen des Plexus
pampiniformis stdrker als der Rest. Die Verteilung der hBD-2-Expression wurde in schon
erwahnten anderen Untersuchungen durch Dot-Blot-Hybridisierung bestimmt. Bedeutende

Mengen an DNA fanden sich unter anderem im Urogenitaltrakt (Bals et al., 1998).
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Die positive Reaktion in den glatten Muskelzellen dieses und anderer Organe ist noch
nicht mit hinreichender Sicherheit interpretierbar. LL-37 hat wahrscheinlich auch
angiogenetische Funktion (Koczulla et al., 2003). Mdglicherweise haben die in glatter
Muskulatur gebildeten Peptide auch einen Einfluss auf den Blutdruck, nicht auszuschlieSen

ist letztlich auch, dass eine unspezifische Kreuzreaktion vorliegt.

Epidermis:

Bei den hier bearbeiteten Hautproben des Menschen férbten sich die Zellen der
Epidermis stark an. Innerhalb der Schweifldriisen férbten sich vor allem die dunklen Zellen
an. Die dunklen Zellen sind sekretorisch aktive Zellen. Auch die Duftdriisen farbten sich an.
Die ,,Glomeruli®“, Strukturen, in denen sich Arteriolen und Venolen verbinden, waren

ebenfalls positiv.

Bei der in situ-Hybridisierung mit einer zu hBD-2 gegenldufigen Probe, welche mit
Digoxigenin markiert war und mit mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Antikdrpern
sichtbar gemacht wurde, fand sich auch in der Epidermis die entsprechende RNA. Dort war in
den Epithelzellen ein diffuses Signal vorhanden. In Ubereinstimmung mit aus in-situ-
Hybridisierung gewonnenen Daten zeigte die Immunhistochmie auch in fritheren
Untersuchungen starke Féarbung fiir das hBD-2-Peptid in epidermalen Keratinozyten bei
Psoriasis und entziindeter Haut (Liu et al., 1998). Die hochste Konzentration an hBD-2 wurde
fokal in entzilindeten Epidermiszellen festgestellt (Liu et al., 1998). Diese Daten zeigen, dass
hBD-2 fokal in Hautkeratinozyten in Verbindung mit Entziindung induziert wird (Liu et al.,
1998).

HBD-2 wurde ebenfalls aus psoriatischen Schuppenextrakten von Patienten mit
Psoriasis unter Verwendung einer gesamten E.coli Affinititssdule, welche kationische
antimikrobielle Peptide bindet, isoliert (Harder et al., 1997). HBD-2-mRNA war deutlich
erhoht in Epidermis, welche entziindete Regionen umgibt, jedoch in angrenzenden nicht
entziindeten Gebieten nicht nachweisbar, eine Verteilung, die auf Peptidniveau durch
Immunfarbung mit  hBD-2-Antikérpern  bestdtigt wird. Bei den  jetzigen
immunhistochemischen Untersuchungen konnte hBD-2 jedoch auch in nicht entziindeten
Hautanteilen nachgewiesen werden. Dieser Widerspruch muss in  zukiinftigen

Untersuchungen aufgeklért werden.
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Es wurde gezeigt, dass die hBD-2-Genexprimierung in Keratinozyten durch
Stimulierung mit grampositiven und gramnegativen Bakterien, C. albicans und

Tumornekrosefaktor o deutlich aufreguliert wird (Harder et al., 1997).

Techniken der in situ-Hybridisierung und Immunzytochemie wiesen auch
LL-37/hCAP-18 in entziindeten menschlichen Epidermiszellen nach (Frohm et al., 1997).
Durch die hier durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen konnte LL-37 auch in

den Schweildriisen nicht entziindeter Haut nachgewiesen werden.

Andere Organe:

Bedeutende Mengen an DNA fiir hBD-2 fanden sich durch Dot-Blot-Hybridisierung in
Leukozyten, im Thymus und in den hiamatopoetischen Zellen des Knochenmarks (Bals et al.,
1998). Wah und Kollegen fanden in Lymphozyten und Makrophagen des Darm- und
Atemtraktes mit immunhistochemischer Methodik hBD-1, hBD-2 und LL-37 (Wah et al.,
2006). Wahrscheinlich aufgrund technischer Schwierigkeiten gelang in der Untersuchung

dieser Arbeit kein Nachweis von Defensinen oder Cathelicidin im Knochenmark.

Fiir alle drei Antikorper war der Plexus choroideus hier leicht bis mittelstark positiv.
Die mitangeschnittenen Hirnregionen waren negativ. Auch mit der Dot-Blot-Hybridisierungs-

Methode fiir hBD-2 hatte sich kein Peptidnachweis im Gehirn selber ergeben.

Fir Herz und Milz des Affen ergab sich keinerlei spezifisches positives Signal,
ebensowenig fiir Leber, Portalvene und Milz des Menschen. Die Expression von 3-Defensin 1
durch RET-PCR wurde jedoch auch im Herzen nachgewiesen. Moglicherweise wird das
fertige Peptid nur in geringer Menge gebildet und dann sofort abgegeben und kann so in

seiner fertigen Form nicht mehr nachgewiesen werden.

Die Gesamtheit der oben ausgefiihrten Ergebnisse deutet darauf hin, dass B-Defensin 1
und 2 sowie Cathelicidin als Vertreter der Gruppe der antimikrobiellen Peptide vor allem der
antimikrobiellen Abwehr an Kd&rperoberflichen dienen. Dementsprechend zeigten sich die
starksten Férbungen bei den hier durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen in
Geweben, die innere oder duflere Korperoberflichen auskleiden sowie in sekretorischen

Zellen.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit gelang der Nachweis der Peptide B-Defensin 1 und 2 sowie
Cathilicidin LL-37 in einer Vielzahl von Organen, speziell in deren Epithelien. Diese
Nachweise stehen in weitgehender Ubereinstimmung mit den zuvor durch andere
Untersuchungsmethoden in der Literatur beschriebenen Vorkommensorten von B-Defensin 1

und 2 sowie Cathelicidin.

Erwartungsgemall lassen sich die antimikrobiellen Peptide hauptsdchlich in den
Epithelien von Organen finden, die mit der Auflenwelt kommunizieren (Gastrointestinaltrakt,
Lunge, Urogenitaltrakt) oder die die duBere Korperoberfliche bedecken (Epidermis). Dies

entspricht ihrer bekannten Funktion bei der bakteriellen Abwehr.

Unterschiede der Expression auf Peptid- und RNA-Ebene lassen sich vor allem durch
unterschiedliche Sensitivitdt der Methoden und durch die Sekretion dieser Peptide erkliren,
die nicht nur in Zellen vorkommen, sondern auch in Sekreten, die sich auf den

Korperoberflichen finden.

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen aullerdem, dass die Vorkommensorte der
antimikrobiellen Peptide des Rhesusaffen denen des Menschen stark dhneln. Daher konnten
Rhesusaffen dazu dienen, als aussagekriftige Tiermodelle zur Untersuchung  des
angeborenen Abwehrsystems in Gesunden und Kranken eingesetzt zu werden, um damit
Einschrankungen, die sich aus dem Einsatz von Maéusen als Tiermodellen bei der

Untersuchung menschlicher Krankheiten ergeben, tiberwinden zu kénnen.
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