
Aus der Klinik für Innere Medizin, Schwerpunkt Pneumologie 

 

Direktor: Prof. Dr. C. Vogelmeier 

 

des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg 

 

in Zusammenarbeit mit dem Universitätsklinikum Gießen und 

Marburg GmbH, 

Standort Marburg 

 

 

 

Die Aktivität antimikrobieller Peptide wird durch 

die Interaktion mit Mukus der Atemwege 

moduliert 
 

 

 

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades 

der gesamten Humanmedizin 

dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg 

vorgelegt von 

 

 

Kerstin Felgentreff 

aus Wiesbaden 

 

Marburg, 2008 



Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-

Universität Marburg am: 29.05.2008 

 

 

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs. 

 

 

Dekan: Prof. Dr. M. Rothmund 

 

Referent: Prof. Dr. Dr. R. Bals 

 

1. Koreferent: Prof. Dr. R. Jacob 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 - 2 -



Inhalt 
 
 
1. Einleitung        7 
 
1.1  Mechanismen der Immunabwehr des  

Respirationstrakts      7 
 
1.2  Antimikrobielle Peptide (AMPs)    9 
1.2.1 Familien antimikrobieller Peptide    10 

1.2.1.1  Die Familie der Defensine     10 

1.2.1.2  Die Familie der Cathelizidine     11 

1.2.1.3  Weitere antimikrobielle Peptide    12 

1.2.2 Funktionen antimikrobieller Peptide    13 

1.2.3 Physikalische Eigenschaften antimikrobieller Peptide 15 

1.2.4 Die Rolle der antimikrobiellen Peptide bei Erkrankungen  

der Atemwege      16 

 

1.3  Muzine       18 
1.3.1 Einteilung der Muzine      18 

1.3.2 Struktur und Eigenschaften von Muzinen   21 

1.3.3 Die Rolle der Muzine bei der Immunabwehr  

der Atemwege      21 

1.3.4  Die Rolle der Muzine bei Erkrankungen  

des Respirationstrakts     23 

 

1.4  Die Immunabwehr der Atemwege bei der  
Zystischen Fibrose      24 

 
1.5  Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung 

(COPD) basierend auf einem α1-Antitrypsinmangel 25 

 
2.  Fragestellung       27 
 
 
 
 

 - 3 -



3.  Material und Methoden      28 
 

3.1  Herstellung der Proteine     28 
3.1.1 Synthese und Aufbereitung von LL-37   28 

3.1.2 Aufbereitung von kommerziellem Muzin   28 

 

3.2  Analysen von humanen Sekreten der Atemwege 29 
3.2.1 Allgemeines zur Herkunft der verwendeten  

humanen Proben      29 

3.2.2 Bronchoalveoläre Lavage Flüssigkeit (BALF) 

   von Patienten mit α1-Antitrypsinmangel   29 

3.2.3 Bronchoalveoläre Lavage Flüssigkeit (BALF)  

von Asthmatikern       30 

3.2.4   Bronchoalveoläre Lavage Flüssigkeit (BALF)  

von Probanden ohne akute Infektion der Atemwege 31 

3.2.5 Sputumproben von Patienten mit Zystischer Fibrose 31 

 

3.3  LL-37 und hBD-2 Enzym-linked Immunosorbent 
Assays (ELISA)      32 

3.3.1 Quantitative Bestimmung von LL-37    32 

3.3.2 Quantitative Bestimmung von hBD-2   33 

 

3.4  Enzyme-linked Lektinsorbent Assay (ELLA)  34 
3.4.1 ELLA zur quantitativen Bestimmung von Muzin  34 

3.4.2 Nachweis der elektrostatischen Interaktion von LL-37 

und Muzin       34 

  
3.5  Gelelektrophorese und Western Blot   35 
3.5.1 SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 35 

3.5.2 Native- Polyacrylamidgelelektrophorese (Native-PAGE) 36 

3.5.3 Western Blot       37 

 

3.6  Antimikrobielle Assays     38 
3.6.1 Kultivierung und Aufbereitung der Bakterien  38 

3.6.2 Assay mit Variation der Muzin-Konzentration  39 
3.6.3 Assay mit Variation der LL-37-Konzentration  40 

 

 - 4 -



 
3.7  Zirkulardichroismus Spektroskopie   41 
3.7.1 Allgemeines zur Methode     41 

3.7.2 Durchführung der Messungen    42 

3.7.3 Auswertung der Messergebnisse    42 

 

3.8  Statistische Auswertungen     43 
 

4. Ergebnisse        45 
 
4.1  LL-37 und hBD-2 kommen in humanen Sekreten  

der Atemwege vor      45 
4.1.1 LL-37 und hBD-2 in bronchoalveolärer Lavage Flüssigkeit 

(BALF) von Patienten mit chronisch obstruktiver 

Lungenerkrankung basierend auf einem  

α1−Antitrypsinmangel      45 

4.1.2 LL-37 und hBD-2 in bronchoalveolärer Lavage  

Flüssigkeit (BALF) von Asthmatikern nach 

Allergen- und LPS-Exposition     46 

 

4.2  LL-37 und Muzin interagieren elektrostatisch  48 
4.2.1 Muzin bindet an auf eine Festphase aufgebrachtes LL-37 48 

4.2.2 Die elektrostatische Interaktion von Muzin und LL-37 hat 

Einfluss auf das Verhalten in der Gelelektrophorese 51 

 

4.3 Die Interaktion von LL-37 und Muzin hemmt die  
antimikrobielle Aktivität des AMP    53 

 

4.4 Muzin beeinflusst die Konformation von LL-37  58 
 
4.5 Das humane Cathelizidin LL-37/hCAP-18 akkumuliert  

im Mukus der Atemwege      61 
4.5.1 LL-37/hCAP-18 und Muzin interagieren elektrostatisch in 

humaner bronchoalveolärer Lavage Flüssigkeit (BALF)  61 

4.5.2 LL-37/hCAP-18 und Muzin in Sputumproben von  

Patienten mit Zystischer Fibrose    64 

 

 - 5 -



 

 

5. Diskussion        66 
 
Die antimikrobiellen Peptide LL-37 und hBD-2 werden bei 
akuter Entzündung in die Sekrete der Atemwege abgegeben 66 
 
LL-37 und Muzin interagieren elektrostatisch   69 
 

Muzin induziert eine α−Helix in LL-37     71 

 
Die elektrostatische Interaktion zwischen Muzin und LL-37 
hat Einfluss auf dessen antimikrobielle Aktivität    72 
 
Die Interaktion von LL-37 und Muzin hat klinische 
Relevanz für die lokale Immunabwehr der Atemwege  74 
 
Ausblick         77 
 
6. Zusammenfassung       79 
 
7. Literaturverzeichnis       81 
 
8. Anhang        97 
 
8.1  Abkürzungsverzeichnis     97 
 
8.2  Publikationen und Präsentationen   98 

 
8.3  Akademische Lehrer     98 
 
8.4  Danksagung       99 
 
8.5  Ehrenwörtliche Erklärung     99 

 

 

 - 6 -



1. Einleitung 
 

1.1  Mechanismen der Immunabwehr des Respirationstrakts 
 
Der Respirationstrakt steht aufgrund seiner physiologischen Funktion in 

engem Kontakt mit seiner Umwelt. Über die Atemluft gelangen die 

verschiedensten Fremdkörper an die innere Oberfläche des Organs und 

machen eine permanente Interaktion mit potentiellen Pathogenen 

unumgänglich.  

Neben allgemeinen Schutzfunktionen, wie dem Husten- und Niesreflex 

oder der Filterung der Atemluft in den Verzweigungen des 

Bronchialbaums, spielen zahlreiche zelluläre und molekulare Mediatoren 

des angeborenen und erworbenen Immunsystems eine wichtige Rolle 

bei der Abwehr.  

Zum adaptiven Immunsystem zählen zelluläre Elemente, im 

wesentlichen B- und T-Lymphozyten. Dieser Zweig der Immunabwehr ist 

gekennzeichnet durch eine spezifische Reaktion auf einen wiederholten 

Kontakt mit einem spezifischen Antigen. Bei Exposition zu diesem 

Antigen findet eine klonale Expansion differenzierter Zellen statt. 

Das evolutionsbiologisch ältere, angeborene Immunsystem wirkt 

hingegen mit unspezifischen Mechanismen auf eingedrungene 

Organismen und Fremdkörper ein. Im Gegensatz zu der adaptiven 

Abwehr sind die Effektoren der unspezifischen Abwehr permanent 

vorhanden und die beteiligten Zellen haben keine Gedächtnisfunktion. 

Dennoch können auch sie durch Infektion und Entzündung induziert 

werden und weisen zahlreiche Verbindungen mit der erworbenen 

Immunart auf [17]. 

Auf zellulärer Ebene sind vor allem Phagozyten wie die 

Alveolarmakrophagen der Lunge tätig, die Mikroorganismen und 

Fremdkörper phagozytieren und intrazellulär abtöten. Daneben gibt es 

weitere Effektorzellen wie Dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, 

Plasmazellen, Mastzellen, Fibroblasten und natürliche Killerzellen in der 

Submukosa der Atemwege [112].  

Der gesamte Respirationstrakt ist von Epithelzellen ausgekleidet: 

Hochprismatisches Flimmerepithel, Clara Zellen, seröse und muköse 

Drüsenzellen, Becherzellen, neuroepitheliale Zellen sowie Typ I und II 
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Pneumozyten, die alle ebenfalls bedeutende immunologische Funktionen 

übernehmen [141]. Sie stellen nicht nur eine physikalische Barriere dar, 

sondern produzieren viele im Rahmen der angeborenen Abwehr aktive 

Substanzen [117]. Über bestimmte Transmembranrezeptoren, wie die 

Familie der Toll-like-Rezeptoren, können Epithelzellen molekulare 

Strukturen diverser Pathogene erkennen und über eine Signalkaskade 

eine Aktivierung der Agenten des unspezifischen wie auch des 

spezifischen Immunsystems induzieren [7;17].  

Desweiteren sind zilientragende Epithelzellen ein wesentlicher 

Bestandteil des mukoziliären Apparates. In den von mukösen Drüsen 

und Becherzellen produzierten viskösen Sekreten werden Partikel aus 

der Atemluft gebunden und in Richtung Oropharynx transportiert. Diese 

mechanischen Vorgänge wirken synergistisch mit antimikrobiellen 

Substanzen. 

Die innere Oberfläche der Atemwege ist mit einer Flüssigkeit aus 

Plasma-Transudat und den Sekreten sämtlicher Zellen des 

Respirationstrakts beschichtet. A. Fleming beschrieb schon 1922 die 

antimikrobiellen Eigenschaften dieser Flüssigkeit bei der Entdeckung des 

Lysozyms [40]. In zahlreichen folgenden Studien sind darin Hunderte von 

Proteinen und Peptiden nachgewiesen worden, die ebenfalls dazu 

beitragen. Ihre antimikrobielle Aktivität erstreckt sich über ein breites 

Spektrum von Bakterien, Pilzen und Viren. Die Proteine Lysozym, 

Laktoferrin und sekretorischer Leukozyten Proteinase Inhibitor (SLPI) 

sind in hohen Konzentrationen in diesen Atemwegssekreten zu finden 

[27;105].  

Lysozym entfaltet seine antimikrobielle Wirkung über die enzymatische 

Spaltung glykosidischer Bindungen der Peptidoglykane an 

Bakterienzellmembranen Gram-positiver Bakterien, zeigt jedoch auch 

Wirkung gegenüber Gram-negativen Organismen [17;105]. 

Laktoferrin wirkt zum einen über die Bindung von freiem Eisen und zum 

anderen durch Destabilisierung von Bakterienmembranen antimikrobiell 

[105]. SLPI ist ein kationischer Inhibitor der Leukozyten Elastase mit 

starken antimikrobiellen und anti-entzündlichen Eigenschaften [59;105].  

Darüber hinaus sind Phospholipase A2, „bacterial permeability increasing 

protein“ (BPI), antimikrobielle Peptide (AMPs) (s.u.) und die von Typ II 

Pneumozyten und Clara Zellen produzierten Surfactant-Proteine A und D 

(SP-A, SP-D) in den Flüssigkeiten der Atemwege enthalten [105]. 
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Wie viele andere Schleimhäute sezernieren auch die 

Atemwegsepithelien sekretorisches IgA, welches spezifisch mit 

Pathogenen interagiert [102;117].  

Darüber hinaus ist das Komplementsystem ein ubiquitärer Bestandteil 

des angeborenen Immunsystems.  

Im Fokus dieser Arbeit liegt die Rolle der AMPs und der Muzine, dem 

makromlolekularen Hauptbestandteil des Mukus, bei der lokalen Abwehr  

der Atemwege.  

AMP AMP

Mastzelle

Neutrophiler
Granulozyt

Makrophagen

Plasmazelle

Dendritische
Zelle

Lymphozyten

 
Abb. 1:  Die Immunabwehr des Respirationstrakts. 
Neben mechanischen Faktoren wie den Schutzreflexen und der Filterfunktion der 
Atemwege spielen die Epithelzellen sowie eingewanderte Zellen aus dem Blut eine 
wichtige Rolle bei der Immunabwehr. Die Epithelzellen stellen eine mechanische 
Barriere dar, tragen durch ihren Zilienschlag zum mukoziliären Transport bei und 
haben zudem sekretorische Funktion. Unter anderem werden auch AMPs in die 
Atemwegsflüssigkeiten sezerniert.  
Die eingewanderten Zellen des Immunsystems begegnen Infektionen mit 
Phagozytose, Produktion von Zytokinen und Immunglobulinen sowie ebenfalls mit 
der Sekretion antimikrobieller Substanzen. 

 

1.2  Antimikrobielle Peptide (AMPs) 
 

AMPs sind niedermolekulare kationische Oligo- oder Polypeptide, die 

eine antimikrobielle Aktivität gegen ein breites Spektrum von pathogenen 

Mikroorganismen aufweisen.  
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1.2.1 Familien antimikrobieller Peptide 

 

Im menschlichen Organismus liegen im wesentlichen zwei Familien der 

AMPs in der Lunge vor, die Defensine und die Cathelizidine [12;119]. 

Die Familien unterscheiden sich in ihrer Aminosäuren-Sequenz, in ihrer 

molekularen Masse und vor allem in ihrer dreidimensionalen Struktur.  

Gemeinsam ist ihnen die Synthese als Propeptid. Nach der Abspaltung 

der N-terminalen Prosequenz weist das C-terminale kationische Peptid 

die antimikrobielle Eigenschaft auf. Die AMPs werden in ihren 

Herkunftszellen als Propeptide oder als aktive Peptide gespeichert.  

 

1.2.1.1  Die Familie der Defensine 

 

Defensine sind kleine, Arginin-reiche, kationische Peptide mit einem 

Molekulargewicht von 3500-6000 Da. Sie weisen eine dreisträngige β-

Faltblattstruktur mit einer β-Haarschleife und kationischen Resten auf. In 

ihrer Primärsequenz sind sechs Zysteine enthalten, die an der 

Ausbildung von drei Disulfidbrücken beteiligt sind [31;115]. Die 

Lokalisation von Zystein innerhalb der Aminosäurensequenz und damit 

der Abstand der Disulfidbrücken voneinander, variiert innerhalb der 

Defensine. Dieser Unterschied wurde zum Anlass genommen, die AMP-

Familie in drei Gruppen zu unterteilen, die α-, β-, und θ-Defensine.  

Beim Menschen wurden vier α-Defensine in azurophilen Granula von 

neutrophilen Granulozyten gefunden [31;81] und daher als „human 

neutrophil peptides“ (HNP 1-4) bezeichnet, die nach der Phagozytose 

von Mikroorganismen mit dem Phagolysosom verschmelzen. Sie 

entfalten darin ihre antimikrobielle Wirkung über einen von Sauerstoff 

unabhängigen Mechanismus [81]. HNP-1-3 finden sich außerdem in B- 

und T-Lymphozyten sowie natürlichen Killerzellen und Monozyten [2]. 

Daneben wurden noch zwei weitere humane α-Defensine (HD 5 und 6) 

gefunden, die in zytoplasmatischen Granula der Panethschen 

Körnerzellen der Dünndarmmukosa exprimiert werden [68;69]. 

Die β-Defensine sind etwas größer als die α-Defensine und 

unterscheiden sich von diesen sehr in ihrer Primär-, aber nur geringfügig 

in ihrer Sekundärstruktur. Dabei differiert die Lokalisation der drei 

Disulfidbrücken. 1991 wurde ein antimikrobielles Peptid aus der Trachea 
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von Kühen (TAP: Tracheales antimikrobielles Peptid) isoliert, was sich 

diesbezüglich von den α-Defensinen unterschied und daher den β-

Defensinen zugeordnet wurde [33]. Peptide dieser Familie wurden 

seither in vielen Spezies gefunden. Das zuerst beschriebene humane β-

Defensin (hBD-1) wurde im Plasma entdeckt [16]. Das zweite Mitglied 

der Familie, hBD-2, in von Psoriasis betroffenen Hautläsionen [50]. Kurz 

darauf wurde die Expression von hBD-2 im Respirationstrakt, 

insbesondere in der Lunge, beschrieben [11]. Beide β-Defensine wurden 

in Atemwegssekreten in Konzentrationen im Bereich von ng/ml - µg/ml 

nachgewiesen [119]. Mittlerweile sind die β-Defensine in vielen weiteren 

Organen, einschließlich des Urogenital- und Gastrointestinaltrakts, 

gefunden worden [11;96;138]. Während hBD-1 konstitutiv von Epithelien 

sezerniert wird, wird die Expression von hBD-2 durch mikrobielle 

Strukturen und zahlreiche Zytokine induziert [14;70;96;119]. Allerdings 

wurde kürzlich auch eine Induktion von hBD-1 durch vereinzelte 

Mediatoren beschrieben [122]. 

Ein weiteres β-Defensin, hBD-3, wurde in Keratinozyten psoriatischer 

Hautläsionen entdeckt [51]. hBD-3 hat gegenüber den anderen β-

Defensinen mehr kationische Reste und eine stärkere antimikrobielle 

Aktivität gegen Gram-positive Bakterien. Seine Expression wird ebenfalls 

von Entzündungsmediatoren getriggert [51;122]. 

Alle Gene dieser drei β-Defensine liegen zusammenhängend auf 

Chromosom 8p23. Inzwischen sind noch drei weitere Gene dieser 

Familie (hBD-4 - 6) dort gefunden worden [44;147]. Auf der Basis von 

genomischen Datenbanken wurden noch 28 weitere Gene für humane β-

Defensine identifiziert [113], deren Peptide bisher allerdings noch nicht 

charakterisiert wurden. 

Die θ-Defensine, benannt nach ihrer zirkulären molekularen Struktur, 

sind bisher nur in Leukozyten von Rhesus-Affen beschrieben worden 

[130].  

  

1.2.1.2  Die Familie der Cathelizidine 

 

Die Cathelizidine sind in Säugetieren weit verbreitet. Es handelt sich um 

Propeptide mit einer N-terminalen Domäne mit dem Namen Cathelin und 

einer antimikrobiell aktiven C-terminalen Domäne [154]. Die 
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antimikrobielle Aktivität des 12-80 Aminosäuren langen Segments richtet 

sich gegen ein breites Spektrum pathogener Mikroorganismen von 

Bakterien, Pilzen, Viren bis hin zu Protozoen.   

Im Menschen wurde bisher nur ein Cathelizidin nachgewiesen, das 

antimikrobielle Peptid LL-37 (4493 Da), benannt nach seiner Sequenz 

von 37 Aminosäuren und zwei Leucin zu Beginn. Sein Propeptid ist das 

„human cationic antimicrobial peptide 18“ (hCAP-18). LL-37/hCAP-18 

wurde im Knochenmark entdeckt [4], doch seine Expression ist 

inzwischen in Neutrophilen, Monozyten, natürlichen Killerzellen, T- und 

B-Lymphozyten [2] und Epithelzellen diverser Organe des 

Gastrointestinal- [53;54] und Respirationstrakts [12] sowie im Hoden [4] 

und in der Haut [41] beschrieben. Das Propeptid hCAP-18 wird in 

spezifischen Vesikeln der Zellen gespeichert und während der Sekretion 

das aktive LL-37 durch Proteinase 3 davon abgespalten [121]. Im 

Gegensatz zu den oben vorgestellten Defensinen ist LL-37 ein lineares, 

α-helikales Peptid ohne Disulfidbrücken in seiner Sekundärstruktur. Wie 

die Defensine interagieren auch die Cathelizidine mit Lipidmembranen 

von Mikroorganismen [99]. Bei Entzündung oder Infektion wird das AMP 

LL-37 vermehrt exprimiert und an die Umgebung abgegeben 

[53;54;72;109]. Weitere Funktionen und Eigenschaften von LL-37 werden 

in den folgenden Abschnitten näher beleuchtet.  

 

1.2.1.3  Weitere antimikrobielle Peptide 

 

Neben den Defensinen und den Cathelizidinen sind noch weitere 

humane antimikrobielle Peptide bekannt. 

Histatine werden kleine (3000-4000 Da), kationische, Histidin-reiche 

Peptide genannt, die konstitutiv von allen drei Speicheldrüsen sezerniert 

werden [5]. Sie haben im Speichel antibakterielle und vor allem 

antimykotische Aktivität und leisten einen wichtigen Beitrag zur 

Immunabwehr in der Mundhöhle. 

Das AMP Granulysin wird von T-Lymphozyten und natürlichen 

Killerzellen produziert [38] und wirkt ebenfalls antimikrobiell auf ein 

breites Spektrum pathogener Mikroorganismen. Trotz der ähnlichen 

Wirkung unterscheidet sich Granulysin mit seinen vier α-helikalen 

Domänen strukturell von den anderen AMPs. 
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Bei der Immunabwehr der Haut spielen die antimikrobiellen Peptide 

Psoriasin und Dermicidin eine Rolle [110;111]. 

Das von Hepatozyten produzierte AMP Hepzidin ist ein regulierendes 

Hormon des Eisenstoffwechsels, das durch inflammatorische Stimuli 

induziert wird und die intestinale Resorption von Eisen inhibiert [43]. 

Darüber hinaus sind diverse AMP-Spaltprodukte mit antimikrobieller 

Aktivität beschrieben worden und es werden laufend neue antimikrobielle 

Peptide entdeckt. 

 

1.2.2 Funktionen antimikrobieller Peptide 

 

Die wesentliche Funktion der AMPs ist ihre antimikrobielle Aktivität 

gegen eine Vielzahl von Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien 

sowie Pilzen und einigen Viren. Das antimikrobielle Spektrum wurde in 

zahlreichen in vitro Tests ermittelt. Die erforderlichen Konzentrationen 

der AMPs liegen dafür im mikromolekularen Bereich.  

Die kationischen Peptide binden elektrostatisch an die anionischen 

glykosylierten Oberflächen der Mikroben und entfalten ihre 

antimikrobielle Wirkung über die Interaktion mit deren Biomembranen. 

Dadurch kommt es zum Verlust der Membranintegrität und letztlich zur 

Lyse der Zelle.  

Selektive AMPs unterscheiden zwischen eukaryoten und prokaryoten 

Biomembranen aufgrund deren Lipid-Komposition [155]. Eukaryote 

Membranen enthalten im Gegensatz zu prokaryoten Cholesterol und 

Phosphatidylcholin. Zudem ist ihre Außenfläche fast neutral und nicht wie 

die äußere Bakterienmembran stark negativ geladen, was die 

Voraussetzung für die Selektion darstellt [151;155].  

Bezüglich des genauen Wirkmechanismus werden verschiedene 

Möglichkeiten beschrieben: (1) Die AMPs bilden in ringförmiger 

Anordnung eine transmembrane Pore, indem sie ihre apolaren Reste der 

hydrophoben Lipidmembran zuwenden und mit ihren polaren Resten 

einen hydrophilen Kanal formen (barrel-stave mechanism). Diese Pore 

kann aus einem Komplex mehrerer aggregierter Monomere bestehen. (2) 

Die Peptide nehmen im Rahmen der Interaktion mit den geladenen und 

hydrophoben Biomembranen eine α-helikale Struktur an, wobei die Helix 

zunächst parallel zur Membran ausgerichtet ist. Die hydrophoben Reste 

der gebundenen Peptide verdrängen die polaren Köpfe der 
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Phosphorlipide und verursachen einen Bruch in der hydrophoben Region 

der Lipiddoppelschicht, was die Membranoberfläche destabilisiert. Ab 

einem bestimmten Verhältnis von Peptid zu Lipid assoziieren die Peptide 

zu Clustern, orientieren sich senkrecht zur Membran und formen 

transiente Poren (toroid pore mechanism). Im Gegensatz zum ersten 

Mechanismus findet hierbei keine Interkalierung der Peptide mit den 

Lipiden statt. (3) Oder die antimikrobiellen Peptide schichten sich 

aufgrund von elektrostatischen Kräften „wie ein Teppich“ (carpet 

mechanism) über die Membran und wirken im Sinne von Detergenzien 

destabilisierend. Sie beeinträchtigen die Fluidität und Permeabilität und 

führen ab einem bestimmten Konzentrationsverhältnis von Peptid zu 

Lipid zur kompletten Auflösung der Membran in einzelne Mizellen 

[116;151]. Der vorherrrschende Mechanismus, über welchen das 

antimikrobielle Peptid mit der Biomembran interferriert, ist dabei zum 

einen abhängig von den chemischen und physikalischen Eigenschaften 

des Peptids selbst und zum anderen von der Ladung und 

Zusammensetzung der Membran [116;151]. Es ist auch möglich, dass 

ein Peptid, abhängig von äußeren Faktoren, auf verschiedenen Wegen 

mit Biomembranen interagiert. 

Bisher wurde immer der Verlust der Membranintegrität in der 

Konsequenz der Interaktion mit der Lipiddoppelschicht als Ursache für 

den Zelltod gesehen. Doch gibt es Hinweise, dass neben dieser Funktion 

dafür noch weitere Mechanismen der antimikrobiellen Peptide von 

Bedeutung sind [76]. 

Für die Defensine wird die Permeabilisierung der Lipidmembran durch 

eine aus sechs bis acht Dimeren gebildete Pore angenommen [144]. 

Während sich die hydrophoben Reste der Moleküle der apolaren 

Lipidmembran zuwenden, bilden die polaren Reste eine 

wasserdurchlässige Pore, was zum Verlust der Membranintegrität führt. 

Um die Pore bilden zu können, muss eine Mindestanzahl von Molekülen 

an die anionische Oberfläche gebunden haben. Bei Gram-negativen 

Bakterien, wie z.B. Escherichia coli, permeabilisieren sie die äußere und 

die innere Membran [80].  

Das Cathelizidin LL-37 interagiert NMR-Analysen zu Folge mit dem hier 

als zweites beschriebenen Mechanismus, indem es als Cluster transiente 

Poren in Biomembranen bildet [56]. Allerdings ist es hierbei nicht 

besonders spezifisch was die Konstitution der Lipidmembran und damit 
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die Spezies betrifft. Es ist zytotoxisch auf ein breites Spektrum 

prokaryoter Zellen, interagiert in hohen Konzentrationen aber auch mit 

eukaryoten Membranen [99;116]. 

Die antimikrobielle Wirkung der Defensine und LL-37/hCAP-18 in der 

Lunge ist synergistisch mit altbekannten antimikrobiellen Proteinen wie 

Lysozym, Laktoferrin und SLPI [11;12;120]. 

Doch über diese Eigenschaft hinaus entfalten AMPs noch eine Vielzahl 

weiterer Funktionen. Sowohl die Cathelizidine wie die Defensine 

übernehmen eine wichtige Rolle als Mediatoren bei akuter Infektion oder 

Entzündung. Sie stimulieren die Zytokinexpression vieler Immunzellen 

und rekrutieren als chemotaktische Faktoren weitere Effektoren der 

spezifischen wie unspezifischen Abwehr [2;114;149;150]. Damit stellen 

sie eine Verbindung zwischen dem angeborenen und dem erworbenen 

Immunsystem her.  

Beide Familien haben Auswirkungen auf die Zellproliferation der 

Epithelien und nehmen Einfluss auf Angiogenese und Wundheilung 

[1;75]. 

Das humane Cathelizidin LL-37 bindet und neutralisiert bakterielle 

Lipopolysaccharide (LPS) und entfaltet damit potentiell eine protektive 

Wirkung gegen den toxischen Schock im Rahmen schwerer Infektionen 

[46;108;114].   

 

1.2.3 Physikalische Eigenschaften antimikrobieller Peptide 

 

Die meisten antimikrobiellen Peptide sind aufgrund ihrer kationischen 

Reste stark positiv geladen. Das humane Cathelizidin LL-37 hat eine 

positive Ladung von 5,8 bei neutralem pH. Diese und weitere 

biochemische Eigenschaften der AMPs wie ihre Konformation, ihr 

amphipathischer Charakter und die Anzahl ihrer hydrophoben Reste sind 

ganz wesentlich für die Interaktion mit Biomembranen [151]. 

Im Gegensatz zu den über Disulfidbrücken stabilisierten Defensinen mit 

β-Faltblatt-Struktur liegt das humane Cathelizidin LL-37 in wässrigem 

Puffer ungeordnet vor und nimmt erst durch die elektrostatische 

Interaktion mit anionischen Oberflächen, z.B. Bakterienmembranen, 

seine aktive α-helikale Form an.  

Von Johansson et al. konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von 

LL-37, der pH und die Salzkonzentration der Lösung die Konformation 
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des Cathelizidins beeinflusst [67]. LL-37 hat die Tendenz sich bei 

höheren Konzentrationen in neutralem Puffer zu Oligomeren zusammen 

zu lagern, was die Ausbildung einer α-helikalen Formation begünstigt 

[67;99]. Ebenso ein hoher pH der Lösung und die Anwesenheit von 

Anionen induzieren eine α-Helix. Gleichzeitig korreliert der Anteil der α-

Helizität mit der antimikrobiellen Aktivität des Peptids; die α-Helix ist 

seine aktive Form.  

Auf der anderen Seite wird die Wirkung der AMPs in Überständen von 

Epithelzellen durch einen niedrigen pH (im Bereich von 3-5) sowie durch 

einen hohen Salzgehalt nachweislich inhibiert [11;67;93]. 

 

1.2.4 Die Rolle der antimikrobiellen Peptide bei Erkrankungen der 

Atemwege 

 

In den Sekreten der Atemwege finden sich zahlreiche kationische 

antimikrobielle Oligo- und Polypeptide, die vor lokaler Besiedelung mit 

Pathogenen schützen. Sie werden konstitutiv oder abhängig von 

inflammatorischen Stimuli von Epithelzellen und Leukozyten abgegeben 

und lassen sich in den Atemwegsflüssigkeiten nachweisen [3;24;28;109]. 

Sie leisten dort einen entscheidenden Beitrag zur lokalen Immunabwehr 

des Respirationstrakts und spielen eine Rolle bei einer Vielzahl von 

entzündlichen Erkrankungen der Atemwege unterschiedlicher Genese 

[58].  

Die Familien der Defensine und der Cathelizidine sind die wesentlichen 

antimikrobiellen Peptide in der Lunge. Ihre Induktion im Rahmen einer 

Infektion erfolgt über proinflammatorische Zytokine oder bakterielle 

Strukturkomponenten, wie z.B. LPS von Gram-negativen Bakterien 

[20;37;52].  

An der Regulation der Expression von hBD-2 sind der 

Transkriptionsfaktor NF-κB [136] sowie Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 

(z.B. Raf-MEK1/2-ERK) beteiligt [90]. Darüber hinaus spielen auch 

intrazelluläres Calcium und AP-1 eine Rolle bei der Expression dieses 

Defensins in den Atemwegen [135].  

Die Induktion des Cathelizidins LL-37/h-CAP-18 wurde über eine von 

dem durch Mycobacterium tuberculosis aktivierten Toll-like-Rezeptor-2 

induzierten Expression des Vitamin-D-Rezeptors (VDR) und des Vitamin-

D1-Hydroxylase-Gens beschrieben [83].  
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Neben der direkten antimikrobiellen Aktivität (s.o.) haben antimikrobielle 

Peptide verschiedene immunmodulatorische Funktionen. LL-37 

beeinflusst die Expression zahlreicher Gene verschiedener Chemokine 

sowie deren Rezeptoren mit anti- und proinflammatorischem Effekt 

[20;114]. LL-37 stimuliert die Freisetzung des Zytokins Interleukin 8 (IL-8) 

aus humanen Epithelzellen [114], wodurch Makrophagen und 

Neutrophile angelockt werden und wirkt auch selbst chemotaktisch auf 

Neutrophile, Monozyten und bestimmte Populationen von T-

Lymphozyten [148;150].   

In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass 

antimikrobielle Peptide im Rahmen von Infektionen der Atemwege 

vermehrt in die Sekrete abgegeben werden und mit weiteren 

Entzündungsparametern wie Differentialzellzahl und Zytokinmilieu 

korrelieren. So konnten im Rahmen von Pneumonien [8;61;64;109], 

diffuser Panbronchiolitis [10;60] sowie chronischer Infektionen bei der 

Zystischen Fibrose [24] oder COPD [146] erhöhte Konzentrationen von 

LL-37/hCAP-18, hBD-2 und hBD-3 in den Atemwegen gefunden werden. 

Auch bei der Lungentuberkulose durch Infektion mit Mycobacterium 

tuberculosis wurden α-Defensine im Plasma sowie in der 

bronchoalveolären Lavage Flüssigkeit (BALF) in erhöhten 

Konzentrationen nachgewiesen [9]. 

Außer bei Infektionen spielen antimikrobielle Peptide auch bei der 

allergischen Entzündung der Atemwege eine Rolle. 

Zu den atopischen Erkrankungen der Lunge gehört das extrinsische 

Asthma bronchiale. Asthma bronchiale ist eine durch Allergene oder 

inhalative Noxen getriggerte Hypersensitivitätsreaktion der 

Bronchialschleimhaut vom Soforttyp, die zu einer reversiblen Obstruktion 

und Hyperreagibilität der Atemwege führt und mit Eosinophilie, Dyskrinie 

und strukturellen Veränderungen der Bronchien einhergeht.  

Wie schon eingangs erwähnt ist das Immunsystem ein fein reguliertes 

System zahlreicher Effektoren der spezifischen und unspezifischen 

Abwehr. Bei der Modulation der spezifischen Immunantwort spielen zwei 

Arten von CD4+ T-Helfer-Zellen, Th-1- und Th-2-Zellen, eine Rolle, die 

sich in der Expression ihrer Zytokine und in ihren Zielzellen 

unterscheiden.  

 - 17 -



In einem gesunden Immunsystem besteht ein Gleichgewicht zwischen 

Th-1- und Th-2-Zytokinen. Ist diese Balance zu Gunsten der Th-2-

Zytokine gestört, treten Symptome atopischer Erkrankungen auf [49]. 

Eine gestörte Balance des erworbenen Immunsystems wirkt sich auch 

auf das angeborene aus. Die Th-2-Zytokine IL-4 und IL-13 supprimieren 

die Expression und Synthese der β-Defensine und des humanen 

Cathelizidins LL-37 [95]. Dies führt dazu, dass bei atopischen 

Erkrankungen, die mit einer vermehrten Expression von Th-2-Zytokinen 

einhergehen, durch den Verlust wichtiger Effektoren der lokalen 

Immunabwehr eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber Infektionen besteht 

[15;95;98].  

 

1.3  Muzine 
 
1.3.1 Einteilung der Muzine 

 

Die Oberflächen der Schleimhäute – so auch die der Atemwege – sind 

mit viskösen Sekreten muköser und seröser Drüsenzellen, Becherzellen 

sowie Epithelzellen bedeckt. Der Mukus der Atemwege ist ein stark 

hydriertes Gel (95 % Wasser), zu dessen wesentlichen Bestandteilen die 

hochmolekularen Muzine gehören.  

Mittlerweile sind 21 humane MUC-Gene beschrieben worden, die Muzine 

oder Muzin-ähnliche (mucin-like) Moleküle exprimieren (Tab.1). Dabei 

werden die sezernierten Muzine, die von MUC2, MUC5A, MUC5B, 

MUC6 exprimiert werden und für die gelartige Konsistenz des Mukus 

verantwortlich sind, von den transmembranen Muzinen MUC1, 

MUC3A/B, MUC4, MUC11, MUC12, MUC13, MUC15, MUC17 und 

MUC20 unterschieden [45;91;103;137]. Die löslichen Muzine (gel forming 

mucins) werden apikal von spezialisierten Epithelzellen sezerniert: MUC2 

und MUC5A von Becherzellen, MUC5B und  MUC6 von mukösen 

Drüsenzellen [63;103;142]. MUC5B wird von mukoiden Zellen der 

submukösen Drüsen in einer hoch- und einer niedermolekularen Form 

synthetisiert [134].  

Die membranständigen Muzine werden von Epithelzellen apikal 

exprimiert und dienen dem Schutz der Oberflächen der Schleimhäute 

(MUC4) und halten kanalikuläre Strukturen offen (MUC1) [103]. Darüber 

hinaus spielen die Glykoproteine an der Zelloberfläche als Rezeptoren 
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eine Rolle in der zellulären Signaltransduktion [82]. MUC1 und MUC4 

werden von Zellen muzinöser Karzinome exprimiert. Durch ihre 

Expression an der gesamten Zelloberfläche destabilisieren sie 

interzelluläre Kontakte und erleichtern so die Motilität maligner Zellen 

[103]. 

In den Atemwegen tragen vor allem die sezernierten löslichen Muzine 

MUC5AC, MUC5B und zu einem geringen Teil (2,5 %) MUC2 zur 

Viskosität der Sekrete bei [74]. In Sputum aus gesunden Atemwegen 

wurden Konzentrationen von 45-12000 µg/g MUC5AC und 2-1042 µg/g 

MUC5B nachgewiesen [74].  

Zusätzlich finden sich Produkte von MUC7 und MUC8 in den 

Atemwegssekreten [82]. MUC7 ist ein kleines Glykoprotein, welches 

vorwiegend in serösen Zellen der Speicheldrüsen, aber auch in den 

Atemwegen, exprimiert wird und über seine Adhärenz zu 

Mikroorganismen antimikrobielle, insbesondere antimykotische, Aktivität 

aufweist [18;82]. Über die Funktion von MUC8 ist noch wenig bekannt. 

Neben den sezernierten Muzinen sind auch die membranständigen 

Muzinfamlien MUC1, MUC4, MUC11, MUC13, MUC20 und MUC24 in 

den Atemwegen nachweisbar [82;132;137]. Durch Abschürfungen der 

Epithelien können auch diese Muzine im Mukus enthalten sein.  

 
Muzingene Lokalisation Vorkommen 

Sekretorische Muzine 

MUC2 11p15.5 Intestinum, kolorektale 

Karzinome, Gallenblase, 

Zervix, Bronchien 

MUC5AC 11p15.5 Respirationstrakt, Magen 

MUC5B 11p15.5 Speicheldrüsen, 

Respirationstrakt, 

Gallenblase, Pankreas, 

Zervix 

MUC6 11p15.5 Magen, Duodenum, 

Gallenblase, Pankreas 

Membranständige Muzine 

MUC1 1q21 Lunge, Pankreas, 

Urogenitaltrakt, Mamma- 

und Ovarialkarzinome 

MUC3A 7q22.1 Intestinum, kolorektale 

Tumoren, Leber, Pankreas, 

Gallenblase, Herz, Thymus, 
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Prostata 

MUC3B 7q22.1 Intestinum 

MUC4 3q29 Trachea, Lunge, Thymus, 

Schilddrüse, Intestinum, 

Hoden, Prostata, Ovarien, 

Uterus, Plazenta, Mamma, 

Speicheldrüsen, Karzinome 

diverser Organe 

MUC11 7q22.1 Intestinum, Leber, Pankreas, 

Urogenitaltrakt, Thymus, 

Lunge 

MUC12 7q22.1 Kolon 

MUC13 3q13.3 Intestinum, Magen, Trachea, 

Lunge, Niere 

MUC15 11p14.3 Mamma, Plazenta, Milz, 

Thymus, Intestinum, Lunge, 

Hoden, Ovarien, Prostata, 

lymphatisches Gewebe, 

Blutleukozyten, 

Knochenmark 

MUC17 7q22.1 Intestinum, Magen 

MUC20 3q29 Niere, Lunge, Leber, 

Urogenitaltrakt, Plazenta 

Muzinähnliche Glykoproteine 

MUC7 4q13.3 Speicheldrüsen 

MUC8 12q24.3 Trachea 

MUC9 1p13 Eileiter 

MUC14 4q24 Lunge, Niere, Herz 

MUC16 19q13.2 Ovarialkarzinom (CA 125), 

Kornea, Konjunktiva 

MUC18 11q23.3 Melanozyten (malignes 

Melanom), Gefäßendothel 

MUC19 12q12 ? 

MUC24 6q21 Intestinum, Lunge, 

Schilddrüse, kolorektale und 

pankreatische 

Adenokarzinome 

 
Tab. 1: Übersicht über die bislang bekannten Muzingene und ihre 

Expressionsorte [45;91;103;137] 
 
 
 

 

 - 20 -



1.3.2 Struktur und Eigenschaften von Muzinen 

  

Muzine sind hochmolekulare Glykoproteine mit molekularen Massen im 

Bereich von 10 bis 30 MDa [30;133].  

Die Muzinmonomere bestehen aus einer Proteindomäne, dem 

Apomuzin, mit zahlreichen posttranslational modifizierten O-

glykosidischen Seitenketten. Die Apomuzine werden von den MUC-

Genen kodiert und enthalten repetitive Sequenzen der Aminosäuren 

Prolin, Treonin und Serin, von denen die beiden letzten die O-

glykosidischen Bindungen zu den Zuckern Sialin-Säure und N-Acetyl-

Galaktosamin herstellen. Daneben kommen N-Acetyl-Glukosamin, 

Galaktose, Fukose und Sulfate in den Resten vor [78]. Die 

Kohlenhydratketten, die 70-80 % des Molekülgewichts ausmachen, sind 

in Länge und Struktur - linear oder verzweigt - sehr variabel und tragen 

zur Komplexizität der Glykoproteine bei. Die zahlreichen glykosidischen 

Seitenketten verleihen ihnen eine starke negative Ladung. 

Ein Muzinmakromolekül besteht aus vier bis fünf Untereinheiten  (~2 

MDa), die jeweils wieder mehrere Monomere (~400 kDa) von 

glykosylierten Apomuzinen enthalten [21;133]. Disulfidbrücken halten 

Untereinheiten und Monomere zusammen. Daraus ergeben sich lineare 

flexible Ketten verschiedener Länge (100 bis 5000 nm), die in keiner 

festen Sekundär- oder Tertiärstruktur vorliegen (random coil) [118]. 

Aufgrund ihrer hohen Flexibilität nehmen die Makromoleküle komplexe 

dreidimensionale Strukturen an.   

Die Glykoproteine werden, geschützt durch kationisches Calcium, 

dehydriert in Granula der Zellen gespeichert und erst nach Sekretion 

hydriert [77]. Hierfür spielen der Wasseranteil und die 

Ionenzusammensetzung der Atemwegssekrete eine entscheidende 

Rolle. Der tatsächliche Mechanismus der Hydrierung der Makromoleküle 

ist allerdings noch nicht geklärt. Doch Muzine binden Wasser, quellen auf 

und bedingen so die rheologischen Eigenschaften des Mukus wie seine 

Elastizität, Viskosität und Tendenz zur Adhärenz [132].  

 

1.3.3 Die Rolle der Muzine bei der Immunabwehr der Atemwege 

 

Die Flimmerepithelzellen der Atemwege sind mit einer Flüssigkeit aus 

Plasmatranssudat und Sekreten von Epithelien und Blutzleukozyten 
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bedeckt. Diese Flüssigkeit besteht aus zwei Phasen: Einer flüssigen 

Phase periziliär an der Epitheloberfläche und einer viskösen Phase von 

Mukus obenauf (Abb. 2). Bakterien, Staubpartikel und andere inhalierte 

Fremdkörper werden vom Mukus gebunden und zusammen mit der 

periziliären Flüssigkeit durch den Zilienschlag der Flimmerepithelien in 

Richtung Larynx transportiert [89]. Größere Sekretmengen können 

zudem durch Husten oder Niesen erzeugten Luftstrom zum Mund 

gelangen. Aufgrund der Diversität und der anionischen Ladung ihrer 

Kohlenhydratketten stellen Muzine im Mukus zahlreiche Epitope zur 

Verfügung und erhöhen so die Affinität zu den inhalierten Fremdkörpern 

[19;78].  

Die Effektivität dieses mechanischen Abwehrmechanismus ist 

entscheidend von der Höhe der das Epithel bedeckenden Flüssigkeiten 

abhängig. Übersteigt diese Höhe die Länge der Zilien des 

Flimmerepithels (~7µm), ist der Transport der Sekrete erschwert [19]. 

Dies kann bei Hypersekretion von Mukus im Rahmen verschiedener 

Erkrankungen der Atemwege zu verstärkter Retention führen. Für die 

Regulation des Volumens der Atemwegsflüssigkeiten sind die 

sekretorischen Eigenschaften des Epithels von Bedeutung, das sowohl in 

der Lage ist, Flüssigkeit zu sezernieren, wie zu absorbieren und so die 

optimale Höhe der bedeckenden Flüssigkeit schafft. Die 

Elektrolytkonzentration sowie das Angebot an wässriger periziliärer 

Flüssigkeit bestimmen die Höhe der mukösen Schicht. Denn vermehrte 

seröse Sekretion wird nicht dem Volumen der unteren wässrigen Phase 

zugeführt, sondern wird von dem Mukusgel aufgesogen, was dadurch an 

Höhe gewinnt [19;131].  

Neben der Funktion des Flimmerepithels, sowie Menge und Volumen 

des Mukus, tragen auch dessen rheologischen Eigenschaften zur 

Effektivität des mukoziliären Transports bei. Insbesondere seine 

Viskosität und seine Elastizität spielen hierbei eine Rolle, da beide 

Eigenschaften die Gleitfähigkeit des Mukus negativ beeinflussen [73].  

Bei Störung dieses empfindlichen Systems können inhalierte 

Fremdköper schlechter aus der Lunge entfernt werden, was die 

Besiedelung mit Bakterien erleichtert [143] (Kap. 1.3.4). 
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Abb. 2: Schema mukoziliärer Transport.  
Das Atemwegsepithel ist bedeckt mit einem Gemisch aus Plasmatranssudat und 
den Sekreten verschiedenster Zellen. Die hydrierten sezernierten Muzine bilden 
das Mukusgel, das auf einer dünnen Schicht wässriger Flüssigkeit schwimmt. Über 
die Sekretion von Wasser reguliert das Epithel die Höhe dieser mukösen Schicht 
[19]. Die periziliäre Flüssigkeit sowie der Mukus obenauf werden durch den 
Zilienschlag zusammen mit gebundenen Fremdkörpern in Richtung Larynx 
transportiert. 

 

1.3.4 Die Rolle der Muzine bei Erkrankungen des Respirationstrakts 

 

Bei vielen Erkrankungen der Atemwege, wie akuten oder chronischen 

Infektionen, allergischen Entzündungen, der chronisch obstruktiven 

Lungenerkrankung (COPD) oder der Zystischen Fibrose, kommt es zu 

Veränderungen von Volumen und Zusammensetzung des Mukus. 

Inflammatorische Reize führen zu Hyperplasie und Hypertrophie von 

Becherzellen und mukösen Drüsenzellen und damit zu einer 

Hypersekretion von Muzinen bei Infektion und Entzündung [106]. Neben 

den Muzinen wird auch die periziliäre Flüssigkeit im Rahmen der 

Entzündung vermehrt sezerniert [47]. Allerdings ist nicht nur die 

Hyperplasie der Becherzellen per se für die Hypersekretion der Muzine 

verantwortlich; vielmehr wird die Sekretion der Glykoproteine durch eine 

Vielzahl inflammatorischer Stimuli induziert [66]. Zu diesen gehören im 

wesentlichen neutrophile Elastase [139], bakterielle Toxine [34] und 

Zytokine aus T-Zellen [25;47;82].  

Ein entscheidender Faktor für die optimalen rheologischen Eigenschaften 

von Muzinen ist ihr Flüssigkeitsgehalt. Sind Ionen- und Wassersekretion 

des Epithels gestört, wie zum Beispiel bei der Zystischen Fibrose (Kap. 
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1.4), werden die Sekrete visköser und es bilden sich muköse Plaques, 

was den mukoziliären Transport stark beeinträchtigt.  

Die resultierende Mukostase erleichtert Bakterien die Kolonisation der 

Sekrete. Muzine haben aufgrund ihrer anionischen Kohlenhydratreste 

eine hohe Affinität zu bakteriellen Zellmembranen und erleichtern die 

Adhärenz von Bakterien [29;132;143;145]. Dies ist zum einen 

Voraussetzung für einen effektiven mukoziliären Transport von 

Mikroorganismen aus der Lunge, ermöglicht zum anderen Bakterien bei 

Mukostase im Mukus zu kumulieren. Bestimmte Bakterien können sogar 

dicke Schleimplaques penetrieren und sich darin trotz hypoxischer 

Umgebung vermehren. Worlitzsch et al. haben die Adhärenz von 

Pseudomonas aeruginosa an Mukus beschrieben und seine Fähigkeit, 

unter anaeroben Bedingungen zu wachsen und oxidativem Stress mit 

Alginate-Sekretion zu begegnen [145].  

 
1.4  Die Immunabwehr der Atemwege bei der Zystischen 

Fibrose 
 
Die Zystische Fibrose (CF) (Synonym: Mukoviszidose) ist eine 

Erbkrankheit, die sich im Kindesalter üblicherweise mit chronischen 

respiratorischen Infekten und Malnutrition manifestiert. Sie wird 

autosomal-rezessiv auf nachfolgende Generationen vererbt, wobei nur 

homozygote Genträger erkranken. Die Ursache ist eine Mutation im 

CFTR-Gen (cystic fibrosis transmembrane regulator) auf dem 

Chromosom 7q31-32 [71;104;107]. Das CFTR-Produkt ist ein Chlorid-

Kanal an der apikalen Zelloberfläche, der Cl--Ionen in beiden Richtungen 

über der Zellmembran leitet. Sein Defekt beeinträchtigt die Leitfähigkeit 

der Membran für Ionen und damit die Flüssigkeitssekretion der 

Epithelzellen [19].  

Dadurch werden die Sekrete in den Atemwegen immer visköser, was 

den mukoziliären Transport erheblich beeinträchtigt und zur Retention 

des zähen Schleims führt. Dieser bildet einen optimalen Nährboden für 

zahlreiche Keime, insbesondere Pseudomonas aeruginosa, 

Haemophilus influenzae und Staphylococcus aureus [87]. Obwohl die 

betroffenen Kinder mit gesunden Lungen geboren werden, verursachen 

chronische Infektionen schon schnell eine Zerstörung des Gewebes mit 

Einbußen der Lungenfunktion [87]. 
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Neben der Lunge sind noch weitere Organsysteme von der Erkrankung 

betroffen, auf die hier nicht näher eingegangen wird. 

 

1.5 Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) 

basierend auf einem α1-Antitrypsinmangel 

 

α1-Antitrypsin (AAT) ist ein Akute Phase Glykoprotein, das hauptsächlich 

in der Leber synthetisiert wird und als Protease-Inhibitor vor dem 

Gewebeverdau durch Proteasen, insbesondere der Elastase neutrophiler 

Granulozyten, schützt. Es gelangt über passive Diffusion aus dem 

Plasma oder durch lokale Sekretion von Epithelzellen und 

Alveolarmakrophagen in die Lunge [92]. 

Normalerweise besteht ein Gleichgewicht zwischen Proteasen und 

Antiproteasen, eine Imbalance zugunsten der Proteasen macht die 

Lunge anfällig für die unkontrollierte Zerstörung von Gewebe. Bei 

niedrigen Plasma-Spiegeln von AAT erhöht sich daher das Risiko zur 

Ausbildung eines Lungenemphysems [65]. 

Die Neutrophilen Elastase ist eine Serin-Protease, die Struktur-Proteine 

wie Kollagen, Elastin, Proteoglykane und Fibronektin des interstitiellen 

Lungengewebes spaltet [42]. Sie führt zu epithelialen Defekten [6] und 

beeinträchtigt den mukoziliären Transport, indem sie den Zilienschlag 

des Flimmerepithels vermindert [6] und die Hypersekretion von Mukus 

induziert [134].  

Der AAT-Mangel ist eine autosomal co-dominant vererbte Erkrankung, 

bei der in der schweren Form statt dem normalen M-Allel das Z-Allel 

vorliegt, welches abnorme Proteine exprimiert [127]. Bei der Expression 

des Z-Allels kommt es durch Polymerisation der abnormalen Proteine zur 

Akkumulation und Retention in der Leber, was den AAT-Plasma-Spiegel 

auf 10-15 % des normalen MM Phenotyps reduziert [85]. Zudem ist das 

in geringeren Mengen vorhandene Z-AAT funktionell schlechter in der 

Inhibition der Elastase [84;97]. Homozygote Träger des Z-Allels haben 

daher ein erhöhtes Risiko schon in jungen Lebensjahren an einer COPD 

zu erkranken [79]. 

Neben dem Z-Allel gibt es noch die Variante des S-Allels, die zu leicht 

erniedrigten AAT-Spiegeln führt, das seltene Null-Allel, bei dem 

überhaupt kein AAT im Plasma zu detektieren ist sowie seltene abnorme 

M-Varianten [32;79].  
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Neben dem Lungenemphysem prädisponiert die Akkumulation von Z-

AAT zu Lebererkrankungen wie neonataler Hepatitis, juveniler Zirrhose 

und hepatozellulärem Karzinom [100] sowie zu Manifestationen an Haut 

(z.B. Pannikulitis) und Gefäßen (z.B. Wegener Granulomatose) [127]. 

AAT-Polymere lassen sich auch in BALF nachweisen [36] und sind 

chemotaktisch für Neutrophile [92;101].  
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2. Fragestellung 

 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, das komplexe Zusammenwirken 

verschiedener Bestandteile der Sekrete der Atemwege zu untersuchen.  

Die Bronchialschleimhaut ist mit einer Flüssigkeit bedeckt, die zahlreiche 

Komponenten enthält. Muzine als hochmolekulare Glykoproteine sind 

Hauptbestandteil des viskösen Mukus, antimikrobielle Peptide werden 

von diversen Zelltypen abgegeben und vermischen sich mit den anderen 

Sekreten. Da Muzine und antimikrobielle Peptide gemeinsam in diesen 

Flüssigkeiten vorliegen und zudem stark gegensätzliche Ladungen 

aufweisen, ist eine Interaktion der beiden Proteine wahrscheinlich. Dabei 

stellt sich die Frage, ob diese Interaktion Auswirkungen auf die 

Eigenschaft und Funktion der Peptide mit Konsequenz für die lokale 

Abwehr der Atemwege hat. 

Daher sollte das Vorliegen einer elektrostatischen Interaktion von Muzin 

mit dem humanen Cathelizidin LL-37 untersucht werden sowie 

insbesondere deren Einfluss auf die Konformation und antimikrobielle 

Aktivität des AMP. Als nächstes stellte sich die Frage, ob eine solche 

Interaktion auch in vivo besteht und dort für die lokale Immunabwehr eine 

Rolle spielt. Dafür wurde die Interaktion von Muzin und LL-37 in 

humanen BALF-Proben gesunder Probanden und in Sputum-Proben von 

Patienten mit Zystischer Fibrose und chronischer Infektion der Atemwege 

analysiert. 

Im Rahmen der Arbeit sollte außerdem die Frage beantwortet werden, ob 

die antimikrobiellen Peptide hBD-2 und LL-37/h-CAP-18 in humanen 

Atemwegssekreten vorliegen und durch akute Infektionen in ihrer 

Konzentration beeinflusst werden. Hierfür wurden die AMPs in BALF von 

Patienten mit einer auf einem α1-Antitrypsinmangel basierenden COPD 

zu Beginn und nach Ausheilung einer akuten Exazerbation gemessen.  
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3. Material und Methoden 
 

3.1  Herstellung der Proteine 
 

3.1.1 Synthese und Aufbereitung von LL-37 

 

Das Cathelizidn LL-37 

(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-COOH) wurde von 

Dr. Peter Henklein, Charité Berlin, synthetisch hergestellt. Das 

lyophylisierte Peptid wurde in Konzentrationen von 1 mg/ml in 

destilliertem H2O gelöst und mit 0,01 % Essigsäure angesäuert 

aliquotiert. 

 

3.1.2 Aufbereitung von kommerziellem Muzin 

 

Kommerziell bezogenes Muzin, aufgereinigt aus Schweinemagen 

(mucine from porcine stomach type II, Sigma-Aldrich, München), wurde 

in neutralem Phosphat-Puffer (10 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,2) gelöst 

und auf die Endkonzentration von 6 mg/ml verdünnt. Um die 

Salzkonzentration in der Muzinlösung zu reduzieren, wurde diese 

zunächst für 24 Stunden gegen 5 l destilliertes Wasser und anschließend 

weitere 24 Stunden gegen 2 l des bereits zum Lösen verwendeten 

Phosphat-Puffers bei 4°C dialysiert. Hierfür wurden Spectra-Por® 

Dialyseschläuche (Serva, Heidelberg) mit einem MWCO von 6000 – 

8000 Da zunächst eine Stunde bei 70°C in destilliertem Wasser 

eingeweicht, dann mit 5 ml Portionen Muzin befüllt und durch Klemmen 

an den Enden fest verschlossen. Ständiges Rühren mit dem 

Magnetrührer gewährleistete eine gleichmäßige Verteilung der Ionen in 

der Dialyse-Flüssigkeit. 

Ob die Muzinlösung mit der Dialyse auf eine physiologische 

Salzkonzentration gebracht werden konnte, wurde im Rahmen eines 

antimikrobiellen Assays (Kap. 3.6.3) kontrolliert. Denn ein zu hoher 

Salzgehalt in der Lösung zeigt selbst antimikrobielle Wirkung und 

beeinträchtigt die Funktion der antimikrobiellen Peptide, was für die 

nachfolgenden Versuche ausgeschlossen werden musste.  
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Hierfür wurden 2 ml Muzinlösung in einem Ultrazentifugationsröhrchen 

von Vivaspin (Vivascience AG, Hannover) mit einem MWCO von 30.000 

Da 30 min. in der Kühlzentrifuge (Megafuge 1. OR, Heraeus, Hanau) bei 

4°C zentrifugiert. Es wurde davon ausgegangen, dass das 

hochmolekulare Muzin zwar von der Membran zurückgehalten wird, doch 

die proteinarme durchgepresste Flüssigkeit den gleichen Salzgehalt hat 

wie die Muzinlösung. Zwei 250 µl-Ansätze dieser Flüssigkeit, von denen 

einer 30 min. bei 37°C mit 50 µg/ml LL-37 inkubierte, wurden beide mit 

12,5 µl einer Bakterienlösung (Kap. 3.6.3) inkubiert und auf Nähragar 

ausgestrichen. Nur wenn keine bakterizide Wirkung der Lösung selbst 

und kein Wirkverlust des antimikrobiellen Peptids darin zu erkennen war, 

wurde die dialysierte Muzinlösung für Versuche verwendet. 

  
3.2  Analysen von humanen Sekreten der Atemwege 
 

3.2.1 Allgemeines zur Herkunft der verwendeten humanen Proben 

 

Bei den zur Analyse verwendeten humanen Proben handelte es sich um 

im Rahmen von Bronchoskopien gewonnene BALF und um spontan 

abgegebenes Sputum. Das Material wurde zur Verfügung gestellt von 

der Klinik für Innere Medizin, Abteilung Pneumologie, der Philipps-

Universität Marburg; dem Fraunhofer-Institut für Toxikologie und 

experimentelle Medizin (ITEM), Abt. Klinische Allergie-, Asthma-, und 

Inhalationsforschung der Universitätsklinik Hannover; des Queen 

Elizabeth Medical Centre, Birmingham, UK und der Kinderklinik der 

Ludwig-Maximilian-Universität München. An allen Standorten haben die 

jeweiligen Ethik-Komissionen der Verwendung der Proben für 

Proteinanalysen zugestimmt.  

    

3.2.2 Bronchoalveoläre Lavage Flüssigkeit (BALF) von Patienten 

mit α1-Antitrypsinmangel  

 

Die Lavage Flüssigkeiten von Patienten mit nachgewiesenem α1-

Antitrypsinmangel wurden von Herrn Prof. Dr. Robert Stockley aus dem 

Queen Elizabeth Medical Centre, Birmingham, England zur Verfügung 

gestellt.  
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Alle Patienten litten an einer COPD mit eingeschränkter Lungenfunktion 

(FEV1 31,85 ± 18,0 % pred.) und nachweislich an einem AAT-Mangel 

(Mutation PiZZ). Bis auf zwei Patienten hatten alle eine positive 

Raucheranamnese mit im Mittel 24,6 (± 16,1) pack years.  

In diesen BALF wurden im Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

die Konzentrationen des Cathelizidins LL-37/hCAP-18 und des humanen 

Defensins hBD-2 bestimmt (Kap. 3.3.1 und 3.3.2).  

Von den insgesamt 191 vorliegenden Proben hatten 147 BALF-Proben 

ausreichende Volumina für die Messung. Dennoch mussten die Proben 

1:5 mit Diluent, PBS-Puffer (225 mM NaCl, 1,05 mM KH2PO4, 2,2 mM 

K2HPO4, pH 7,4) mit 1 % Albumin (Kalbsserum, Fraktion V, Sigma-

Aldrich, München), verdünnt werden, um das erforderliche Volumen für 

den ELISA zur Verfügung zu haben. Der Verdünnungsfaktor wurde in die 

Konzentrationsberechnung mit einbezogen. 

Von einer Untergruppe aus 9 Patienten wurde beim Vorliegen einer 

akuten Exazerbation im Rahmen einer bronchoalveolären Lavage 

Probenmaterial gewonnen sowie nochmals 28 Tage danach. Hieran 

konnten die gemessenen Konzentrationen von LL-37/hCAP-18 und hBD-

2 in der BALF unter akuter Entzündung und nach deren Abklingen 

miteinander verglichen werden. 

 

3.2.3 Bronchoalveoläre Lavage Flüssigkeit (BALF) von 

Asthmatikern  

 

Diese BALF-Proben wurden im Rahmen einer Studie gewonnen, die vom 

Fraunhofer-Institut für Toxikologie und experimentelle Medizin (ITEM), 

Abt. Klinische Allergie-, Asthma-, und Inhalationsforschung durchgeführt 

wurde [39;62]. Hierbei wurden 16 Asthmatiker im Abstand von 24 

Stunden zweimal bronchoskopiert und lavagiert. 

Bei der ersten Bronchoskopie wurde sowohl BALF gewonnen, als auch 

in verschiedene Segmentbronchien Allergenextrakt, bakterielles 

Endotoxin (LPS), die Kombination aus Allergen und LPS sowie 

physiologische NaCl-Lösung als Kontrolle instilliert. 24 Stunden später 

wurden die Probanden erneut lavagiert und BALF nach der in vivo 

Stimulation aus den entsprechenden Segmentbronchien gewonnen. 
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In allen BALF-Proben wurden LL-37/hCAP-18 und hBD-2 quantitativ im 

ELISA (Kap. 3.3.1 und 3.4.1) bestimmt. Das Probenmaterial wurde dafür 

ohne weitere Behandlung direkt eingesetzt. 

  

3.2.4  Bronchoalveoläre Lavage Flüssigkeit (BALF) von Probanden 

ohne akute Infektion der Atemwege 

 

Die von der Klinik für Innere Medizin des Universitätsklinikums Marburg 

zur Verfügung gestellten BALF-Proben waren im Rahmen diagnostischer 

Bronchoskopien von 28 Patienten ohne akute oder chronische Infektion 

der Atemwege gewonnen worden. Sie wiesen keine pathologische 

Zytologie auf und ergaben daher keinen Anhalt für eine Entzündung der 

Atemwege. Für die Analyse in dieser Arbeit wurden sie gepoolt und zum 

quantitativen Nachweis von LL-37/hCAP-18 und Muzin verwendet. Mit 

SDS-Gelelektrophorese und Western Blot wurde untersucht, ob in der 

BALF vorwiegend LL-37 oder sein Propeptid hCAP-18 vorlagen. 

Nach dem Poolen der Proben (Volumen je 40 ml) wurden die Proteine 

darin mit Ultrazentrifugationsröhrchen von Vivaspin (Vivascience AG, 

Hannover) nach ihrer Größe getrennt. Durch den Zentrifugationsvorgang 

(4000 rpm für 30 min. bei 4°C) wurde die BALF durch eine Membran 

(MWCO 100.000 Da) gepresst. Die hochmolekulare Fraktion des Muzins 

blieb im viskösen Überstand oberhalb der Membran zurück, während ein 

großer Teil der Flüssigkeit in das Auffanggefäß darunter gelangte. LL-

37/hCAP-18 und Muzin wurden sowohl im Überstand als auch in der 

Flüssigkeit der unteren Fraktion quantitativ mit ELISA bzw. mit einem 

Enzym-linked Lektinsorbent Assay (ELLA) (Kap. 3.3.1 und 3.4.1) 

bestimmt.  

 

3.2.5 Sputumproben von Patienten mit Zystischer Fibrose 

 

In dieser Arbeit wurden fünf Proben spontanen Sputums von fünf 

Patienten mit Zystischer Fibrose zur Analyse verwendet. Die Proben 

wurden von Herrn Prof. Dr. Matthias Griese aus der Kinderklinik der 

Ludwig-Maximilian-Universität München gesammelt und zugestellt. 

Alle Patienten, im durchschnittlichen Alter von 29,8 ± 2,8 Jahren mit 

mäßig bis schwer eingeschränkter Lungenfunktion (FEV1 43,0 ± 5,8 % 

pred.), litten an einer chronischen Infektionen der Atemwege mit 
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Pseudomonas aeruginosa, befanden sich aber zum Zeitpunkt der 

Sputumabgabe in einem klinisch stabilen Zustand.  

Die Proben wurden für die quantitative Bestimmung von LL-37 und Muzin 

mittels ELISA bzw. ELLA (Kap. 3.3.1 und 3.4.1) aufbereitet. Das 

Vorliegen von LL-37 oder seinem Propeptid hCAP-18 wurde mit SDS-

Gelelektrophorese und Western Blot untersucht.  

Da die Proben sehr viskös waren, wurden sie mit dem Skalpell 

geschnitten und in ca. 20 µl Portionen aliquotiert. Danach wurden sie 

1:16 mit Kalium-Phosphat-Puffer (10 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,2) 

verdünnt und 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 50 µl DNAse (Quiagen, 

Hilden) inkubiert. Währenddessen wurden die Aliquots regelmäßig 

gevortext. Die Proben wurden anschließend in dieser Konzentration für 

die Gelelektrophorese verwendet. Doch mussten sie für den ELISA noch 

1:10000 und für den ELLA 1:100000 mit dem schon zuvor gebrauchten 

Phosphat-Puffer verdünnt werden.  

 

3.3  LL-37 und hBD-2 Enzym-linked Immunosorbent Assays 
(ELISA) 

 
3.3.1 Quantitative Bestimmung von LL-37 

 

Bei diesem ELISA wurde eine Mikrotiterplatte (Nunc-Immuno-Plate, 

Wiesbaden) direkt mit den Proben beladen, ohne vorhergegangene 

Beschichtung mit einem Antikörper. Diese Vorgehensweise bot sich an, 

da LL-37 ein sehr klebriges Peptid mit einer hohen Affinität zu Plastik ist. 

Zur Bestimmung der LL-37/hCAP-18-Konzentration in den Proben wurde 

zusätzlich ein Standard mitgeführt, bestehend aus sieben Verdünnungen 

von 1000 ng/ml bis 15,125 ng/ml des synthetischen Peptids in Diluent 

(s.o.). Als Leerwert (Blank) wurde der Verdünnungspuffer (Diluent) 

alleine verwendet. 

Alle Proben wurden grundsätzlich doppelt aufgetragen und aus diesen 

Doppelwerten der Mittelwert für die weitere Auswertung gebildet. 

Verdünnungsfaktoren wurden immer in die Konzentrationsberechnung 

einbezogen. 

Die Proben wurden über Nacht bei 37°C auf der Platte angetrocknet. Am 

nächsten Tag wurde dreimal mit Waschpuffer (PBS-Puffer mit 1% 

Tween-20 (Roth, Karlsruhe)) gewaschen. Zur Entfernung ungebundener 
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Antikörper oder Antigen folgten zwischen jedem der darauf folgenden 

Schritte drei Waschschritte. 

Um ein unerwünschtes Binden von Proteinen an die Platte zu verhindern, 

wurde diese mit 300 µl/well proteinreicher Blocking Reagenz (1% Protein 

in 50 mM Tris-HCl und 150 mM NaCl, pH 7,4, bezogen von Roche, 

Mannheim) für 2 Std. bei 37°C inkubiert.  

Zur Detektion des Cathelizidins wurde ein monoklonaler Antikörper aus 

Maus gegen LL-37/hCAP-18 (clone1-1C12, Hbt HyCult, Uden, 

Niederlande) verwendet. Dieser wurde 1:120 in Diluent verdünnt und für 

1 Std. bei RT inkubiert. Danach wurde ein sekundärer HRP-gekoppelter 

anti-Maus Antikörper (Amersham, Piscataway, NJ, USA) in einer 

Verdünnung von 1:6000 ebenfalls für 1 Std. bei RT aufgetragen. Als 

Substrat wurde das Chromogen TMB (Dako®, Glostrup, Dänemark) 

verwendet, das während 10-minütiger Inkubation bei RT von der 

Peroxidase zu einem blauen Farbstoff umgesetzt wurde. Anschließend 

wurde die Reaktion mit 3 N H2SO4 gestoppt und die Extinktion bei 450 

nm mit dem Elx 800 ELISA-Reader (Bio-Tek, Bad Friedrichshall) 

gemessen. 

 

3.3.2 Quantitative Bestimmung von hBD-2 

 

Für diesen ELISA wurde ein polyklonaler Antikörper gegen das humane 

ß-Defensin 2 (hBD-2) [11], gewonnen aus Kaninchen, in einer 

Verdünnung von 1:250 in Beschichtungspuffer (50 mM NaHCO3/Na2CO3, 

pH 9,6) auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht und über Nacht bei 4°C 

inkubiert.  

Am darauf folgenden Tag wurde die Platte nach dreimaligem Waschen 

mit Waschpuffer (s.o.) für 2 Stunden bei 37°C mit Blocking Reagenz 

(s.o.) geblockt. Anschließend wurden die Proben aufgetragen. Zur 

Quantifizierung der Menge des Peptids in den Proben wurde als 

Standard eine Verdünnungsreihe des rekombinanten hBD-2 (synthetisch 

hergestellt und bezogen von Prof. Dr. Forssmann, IPF-Hannover) von 

125 ng/ml bis 1,95 ng/ml aufgetragen. Die Proben inkubierten wieder 

über Nacht bei 4°C.  

Detektiert wurde das Defensin am nächsten Tag mit einem polyklonalen 

anti-hBD-2-IgG-Antikörper aus Ziege (Abcam, Cambridge, UK), welcher 

1:1000 in PBS mit 1 % Albumin eine Stunde bei RT inkubierte. Als 
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sekundärer Antikörper wirkte HRP-konjugiertes anti-Ziege-IgG (Sigma-

Aldrich, Taufkirchen) 1:40000 in Diluent ebenfalls für eine Stunde bei RT 

ein. Auch bei diesem ELISA wurde das Chromogen TMB als Substrat 

verwendet, der Farbumschlag mit 3 N H2SO4 gestoppt und die Extinktion 

bei 450 nm mit dem ELISA-Reader detektiert. 

 
3.4  Enzyme-linked Lektinsorbent Assay (ELLA) 
 
3.4.1 ELLA zur quantitativen Bestimmung von Muzin 

 

Zur Bestimmung von Muzin wurde eine Mikrotiterplatte mit dem Lektin 

UEA I (von Ulex europaeus, Sigma, Taufkirchen) 1:1000 in 

Beschichtungspuffer (s.o.) über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dem 

Waschen und Blocken mit Blocking Reagenz (s.o.) wurden die Proben 

aufgetragen, inklusive eines Standards aus einer Verdünnungsreihe des 

kommerziellen Muzins (Kap. 3.1.2) von 750 ng/ml bis 5,86 ng/ml. Die 

optimale Verdünnung der Proben wurde in vorhergegangenen 

Versuchen getestet. Die Proben inkubierten erneut über Nacht bei 4°C.  

Am darauf folgenden Tag wurde Muzin mit einem an Biotin gekoppelten 

Lektin aus Tritium vulgaris WGA (wheat germ agglutinin, Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen) detektiert, das in einer Verdünnung von 1:2000 in Diluent 2 

Std. bei RT einwirkte.  

Danach wurde POD-konjugiertes Streptavidin (Roche, Mannheim) in 

einer 1:1000 Verdünnung für 30 min. bei RT eingesetzt. Anschließend 

wurde das Chromogen-Substrat TMB auf die Platte gegeben und für 10 

min. inkubiert. Die Reaktion wurde mit 3 N H2SO4 gestoppt und die 

Extinktion bei 490 nm mit dem ELISA-Reader gemessen. 

 

3.4.2 Nachweis der elektrostatischen Interaktion von LL-37 und 

Muzin  
 
Zum Nachweis der elektrostatischen Bindung von Muzin an LL-37 wurde 

eine Mikrotiterplatte zur Hälfte mit LL-37 beschichtet. Hierfür wurde das 

antimikrobielle Peptid in einer Konzentration von 40 µg/ml in 

Beschichtungspuffer verdünnt und die Platte mit 100 µl/well (4 µg LL-

37/well) über Nacht bei 4°C inkubiert. Die andere Hälfte der Platte blieb 

zur Kontrolle unbeschichtet. 

 - 34 -



Am nächsten Tag wurde nach dem Blocken Muzin in einer 

Verdünnungsreihe von 1500 bis 11,22 µg/ml jeweils von A – H über die 

gesamte Platte aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Die Detektion des Muzins erfolgte am darauf folgenden Tag wie in Kap. 

3.4.1 beschrieben. Doch wurde hier kein Standard mitgeführt und die 

vom ELISA-Reader detektierte Extinktion nicht in Konzentrationen 

umgerechnet.  

Um die Interaktion von Muzin und LL-37 auf der Basis elektrostatischer 

Kräfte zu überprüfen, wurde in einem weiteren Experiment der Einfluss 

von Kochsalz auf die Bindung untersucht. Nach der Inkubation von Muzin 

wurde in drei verschiedenen Ansätzen jeweils dreimal mit verschiedenen 

NaCl-Konzentrationen (1 M; 2 M; 4 M) gewaschen. Als Kontrolle 

fungierte eine analog zum vorhergegangenen Versuch nicht mit Salz 

behandelte Platte. Nach dieser Behandlung wurde das Salz wieder mit 

Waschpuffer von den Platten entfernt, um die nachfolgende Detektion 

von Muzin nicht zu beeinträchtigen. Muzin wurde anschließend mit dem 

in Kap. 3.4.1 beschriebenen ELLA detektiert. 

 
3.5  Gelelektrophorese und Western Blot 
 

3.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Mit dieser Methode wurde ebenfalls die Interaktion von LL-37 und Muzin 

untersucht sowie BALF- und Sputum-Proben aufgetrennt, um das 

Vorliegen von LL-37 bzw. hCAP-18 darin nachzuweisen.  

Für die Untersuchung der Interaktion von LL-37 und Muzin in der 

Gelelektrophorese wurde dialysiertes Muzin (6 mg/ml) (Kap. 3.1.2) mit 20 

ng synthetischem LL-37 für 30 min. bei 37°C inkubiert und aufgetragen. 

Als Kontrollen wurden Muzin und LL-37 der gleichen Konzentrationen in 

Phosphatpuffer (10 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,2) verwendet. Von allen 

Proben wurden 30 µl 2:1 mit Probenpuffer Roti®Load 1 (Roth, Karlsruhe) 

vermischt. Anschließend wurden sie 10 min. bei 96°C im Heizblock 

erhitzt und dann 3 min. bei 13.000 rpm zentrifugiert, um Verluste durch 

den Erwärmungsvorgang einzusparen. 

Von den Humanproben wurden ebenfalls jeweils 30 µl eingesetzt und 

genauso behandelt. Als Kontrolle wurden hier 10 ng LL-37 in PBS-Puffer 

mitgeführt. 
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Die vorbereiteten Proben (45 µl) wurden auf ein 10-20% Tris-HCl 

CriterionTMPrecast Gel (Bio-Rad, München) in der entsprechenden 

Criterion Cell-Elektrophoresekammer (Criterion System, BioRad, 

München) aufgetragen. Um Anhalt über die Größe der aufgetrennten 

Proteine zu geben, wurden 10 µl eines Proteinstandards (SeaBlue2Plus; 

Invitrogen, Karlsruhe) mitgeführt. Als Laufpuffer wurde ein Tris-Tricin 

Puffer benutzt (1,2 M Tris, 800 mM Tricin, 2% SDS, pH 8,5). Die 

Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 60 V gestartet, bis alle 

Proben in das Sammelgel eingezogen waren und danach auf 100 V 

erhöht, bis die Lauffront des Probenpuffers das untere Ende des Gels 

erreicht hatte (Spannungsquelle: Power Pac 300, BioRad, München). 

Anschließend wurde das Gel für den Western Blot (Kap. 3.5.3) 

verwendet. 

 

3.5.2 Native-Polyacrylamidgelelektrophorese (Native-PAGE) 

 

In der nativen PAGE wurde ebenfalls die Interaktion von LL-37 mit Muzin 

untersucht.  

Im Gegensatz zur denaturierenden erfolgt bei der nicht-denaturierenden 

PAGE die Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld nach ihrer 

Nettoladung, Masse und nativen Gestalt. Der Elektrophorese- und 

Probenpuffer, sowie der Trenn- und Sammelgelpuffer, enthielten daher 

weder das Detergenz SDS noch Mercaptoethanol, um die Struktur der 

Proteine nicht zu zerstören. 

Die nativen Polyacrylamidgele wurden selbst hergestellt (Tab. 2).  

 
Komponenten Trenngel ( 7,5 % ) Sammelgel ( 4,5 % ) 

3 M Tris-HCl; pH 8,9 1,25 ml  

500 mM Tris-HCl ; pH 

6,7 

 1 ml 

Saccharose (40 %)  4 ml 

Acrylamid-Bisacrylamid  

(30 %) 

2,5 ml 1,2 ml 

ddH2O 6,5 ml 1,68 ml 

Ammoniumpersulfat  

(10 % w/v)  

100 µl 80 µl 

TEMED 8 µl 8 µl 

 
Tab.2: Herstellung von Trenngel und Sammelgel. 
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Für die Gelelektrophorese wurde dialysiertes Muzin (6 mg/ml) mit 50 ng 

LL-37 nach gemeinsamer Inkubation für 30 min. bei 37°C verwendet. Als 

Kontrollen fungierten wieder Muzin und LL-37 der entsprechenden 

Konzentration in Phosphatpuffer. 

30 µl Probe wurden 2:1 mit nicht-denaturierendem Probenpuffer (500 

mM Tris, 20 % v/v Glycerol, 0,1 % Bomophenol-Blau (Roth, Karlsruhe)) 

vermischt und im Gegensatz zur SDS-PAGE vor dem Auftragen auf das 

Gel nicht erhitzt, um eine Denaturierung der Proteine zu vermeiden. 

Zur Elektrophorese wurde nicht-denaturierender Laufpuffer (25 mM Tris, 

192 mM Glycin, pH 8,3) verwendet. Als Proteinstandard wurden 

ebenfalls 10 µl SeaBlue2Plus aufgetragen, um eine grobe Orientierung 

über die Größe der in dem nativen Gel wandernden Proteine zu erhalten.  

 
3.5.3 Western Blot 

 

Die in der Elektrophorese aufgetrennten Proteine wurden mittels 

Elektrotransfer auf eine 0,45 µm dicke Nitrozellulose-Membran 

(TransBlot®, BioRad, München) übertragen und für den nachfolgenden 

immunologischen Nachweis immobilisiert.  

Der Western Blot wurde nach der SDS- wie nach der nativen PAGE nach 

dem gleichen Verfahren durchgeführt. 

Zur Vorbereitung auf den Transfer wurden die Gele für ein paar Minuten 

in dem zum Blotten verwendeten Tris-Glycin-Puffer (25 mM Tris, 192 mM 

Glycin, 20 v/v % Methanol, pH 8,3) äquilibriert. Geblottet wurde für 2,5 

Stunden bei konstanten 30 V und 4°C. 

Vor der Immundetektion wurde die Membran zur Absättigung noch freier 

Bindungsstellen über Nacht bei 4°C in 10 %iger fettarmer Milch inkubiert. 

Dafür wurden 10 g fettarmes Milchpulver (Roth, Karlsruhe) in 100 ml 

PBS gelöst.   

In dieser Arbeit wurde nur das Cathelizidin LL-37/hCAP-18 im Western 

Blot detektiert, wofür der ebenfalls für den ELISA verwendete 

monoklonale Antikörper aus Maus IgG (Kap. 3.3.1) benutzt wurde. 

Hierbei wurde er 1:500 in 5 %iger Milch verdünnt und die Membran für 3 

Stunden bei Raumtemperatur damit beschichtet.  

Zwischen dem Antikörperwechsel wurde die Membran mehrfach mit PBS 

gewaschen und inkubierte danach 2 Stunden bei RT mit dem an eine 

ECL-Peroxidase gekoppelten sekundären Anti-Maus-Antikörper (Kap. 
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3.3.1), 1:6000 verdünnt in 5 %iger Milch. Nach diesem Vorgang wurde 

die Membran erneut gewaschen und dann für 5 min. mit dem Substrat 

Super-Signal®West Femto Kit (Pierce, Bonn) überschichtet. In der 

Dunkelkammer wurde in bestimmten Zeitabständen Filmmaterial (Kodak, 

Stuttgart) mit der fluoreszierenden Membran belichtet und anschließend 

entwickelt. 

 
3.6  Antimikrobielle Assays 
 
Zur Untersuchung des Einflusses der Bindung von LL-37 an Muzin auf 

die antimikrobielle Wirkung des Cathelizidins wurden verschiedene 

Assays durchgeführt, mit denen die antimikrobielle Aktivität von LL-37 in 

Anwesenheit von Muzin gegen Pseudomonas aeruginosa und gegen 

Streptococcus pneumoniae getestet wurde. Gemessen wurde die 

bakterizide Wirkung an dem Überleben der Kolonie bildenden Einheiten 

(KBE) in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen der beiden 

Proteine. Im ersten Experiment wurde bei konstanter LL-37-

Konzentration die Konzentration von Muzin schrittweise reduziert. Im 

darauf folgenden Versuch wurde stattdessen bei konstantem Muzin-

Gehalt die Konzentration von LL-37 in einzelnen Schritten angehoben. 

Beide Experimente wurden mit beiden Bakterienstämmen durchgeführt 

und lediglich deren unterschiedliche Anforderungen an die 

Wachstumsbedingungen berücksichtigt. 

 
3.6.1 Kultivierung und Aufbereitung der Bakterien 

 

Für beide Assays wurden die Bakterienstämme Pseudomonas 

aeruginosa (PAO1) und Streptococcus pneumoniae (PN36, von Dr. M. 

Witzenrath, Charité, Berlin) verwendet. Die Bakterien wurden bei –80°C 

in Glycin aufbewahrt. Für die Anzucht wurden Pseudomonaden mit einer 

Impföse in 10 ml einer peptonhaltigen Nährbouillon (Roth, Karlsruhe) 

überimpft und über Nacht bei 37°C und 180 rpm im Schüttelinkubator 

kultiviert. Am nächsten Morgen wurde 1 ml der Bakteriensuspension in 

10 ml frischer Nährlösung überimpft und erneut für 2-3 Stunden im 

Schüttelinkubator inkubiert bis eine optische Dichte (OD) von 0,1 erreicht 

war. Die OD wurde mit dem Photometer (Ultrospec® 2100 pro, 
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Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) bei einer Wellenlänge von 600 

nm bestimmt. 

Die Streptokokken wurden mit einer Öse auf einer Blutagarplatte 

(Merckoplate®, Merck, Darmstadt) ausgestrichen und über Nacht im 

Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 bebrütet. Am nächsten Tag wurden 

1-2 Kolonien dieser Platte in 10 ml des flüssigen Soja-Pepton-

Nährmediums (Caso Y, Roth, Karlsruhe) mit 2 % fötalem Kalbsserum 

(Gibco, Karlsruhe) überimpft. Die Bakterien wurden 3-4 Stunden in der 

Nährlösung bei 37°C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert bis eine 

OD600 von ~ 0,1 erreicht war.  

Die Bakterien der neu angesetzten Suspensionen wurden für 3 min. bei 

13.000 rpm abzentrifugiert und zweimal mit 2 ml Phosphat-Puffer (10 mM 

KH2PO4/K2HPO4, pH 7,2) gewaschen. Anschließend wurde das Pellet in 

1 ml Phosphat-Puffer resuspendiert und auf eine OD600 von 0,03 

verdünnt, was ca. 4 x 105 KBE/ml entsprach. Diese 

Bakteriensuspensionen wurden für den Assay verwendet. 

Als Agarplatten zur Kultivierung von Pseudomonas aeruginosa wurde 

Nähragar (Roth, Karlsruhe), von Streptococcus pneumoniae Blutagar 

(s.o.) verwendet.  

 

3.6.2 Assay mit Variation der Muzin-Konzentration 

 

Von dialysiertem Muzin (6 mg/ml) in Phosphat-Puffer (Kap. 3.1.2) wurden 

Verdünnungen angefertigt und je zwei 250 µl Ansätze der 

Konzentrationen von 6000, 3000, 1500, 750, 375, 187,5 und 93,75 µg/ml 

aliquotiert. Jeweils zu einem dieser Ansätze wurden 12,5 µg LL-37 (50 

µg/ml) gegeben. Bei dem anderen wurde das entsprechende Volumen 

durch Puffer ersetzt. Alle Ansätze inkubierten 30 min. bei 37°C, um die 

Bindung von LL-37 an Muzin zu optimieren. 

Zum Ausschluss einer Kontamination wurden je ein Ansatz des 

Arbeitspuffers und der Muzinlösung von 6 mg/ml mitgeführt. Alle 

Ansätze, bis auf die beiden Negativkontrollen von Puffer und Muzin, 

wurden mit 12,5 µl der zuvor hergestellten Bakteriensuspension 

inokuliert und gut gevortext.  

Zur Kontrolle der ausreichenden antimikrobiellen Aktivität wurden 50 

µg/ml LL-37 in Phosphat-Puffer gegeben und mit der gleichen Menge 

Bakterien inokuliert. Das Experiment wurde nur als gültig angesehen, 
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wenn die Konzentration von 50 µg/ml LL-37 im Puffer die maximale 

antimikrobielle Wirkung zeigte, d.h. kein Bakterienwachstum 

nachweisbar war und keine Kontamination des Puffers oder Muzins 

vorlag. Um ein repräsentatives Ergebnis zu erhalten, wurden von jedem 

Ansatz drei Ausführungen angefertigt. 

Die Ansätze der Pseudomonaden inkubierten anschließend bei 

geschlossenem, die der Streptokokken bei geöffnetem Deckel in ihren 

Eppendorf-Cups eine Stunde bei 37°C. Danach wurden die Agarplatten 

in der Mitte geteilt und auf die eine Hälfte 25 µl des ursprünglichen 

Ansatzes und auf die andere das gleiche Volumen dessen 1:100 

Verdünnung im Arbeitspuffer mit einer Impföse großflächig 

ausgestrichen.  

Die beimpften Agarplatten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert, die der 

Streptokokken zusätzlich bei 5 % CO2. Am nächsten Morgen wurden die 

gewachsenen Kolonien gezählt und der Versuch unter Berücksichtigung 

des Verdünnungsfaktors und Mittelung der gezählten KBE in den drei 

Ausführungen eines jeden Ansatzes ausgewertet. 

 

3.6.3 Assay mit Variation der LL-37-Konzentration 

 

In diesem Experiment wurde LL-37 in Konzentrationen von 50, 100, 125 

und 150 µg/ml in Muzin konstanter Konzentrationen gegeben, für eine 

Stunde bei 37°C inkubiert und wie im bereits beschriebenem Assay mit 

Bakterien inokuliert. Dabei wurde die Muzin-Konzentration so gewählt, 

dass den Ergebnissen des vorangegangenen Versuchs zu Folge (Kap. 

3.6.2) die antimikrobielle Aktivität von LL-37 darin gerade noch inhibiert 

war. Das war bei den Pseudomonaden bei 375 µg/ml, bei den 

Streptokokken bei 750 µg/ml der Fall.  

Als Kontrolle wurden 50 µg/ml LL-37 im Phosphat-Puffer und ein Ansatz 

der Muzinlösung ohne LL-37 mit Bakterien beimpft. Wieder waren alle 

Ansätze in dreifacher Ausfertigung vorhanden. Nach einer Stunde bei 

37°C wurden sie zusammen mit ihren 100fachen Verdünnungen auf 

Agarplatten ausgestrichen und über Nacht bebrütet. Am nächsten Tag 

wurden die überlebenden KBE ausgezählt. 
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3.7  Zirkulardichroismus Spektroskopie 
 
3.7.1 Allgemeines zur Methode 

 
Mit der Zirkulardichroismus-Spektroskopie lässt sich die Differenz der 

Absorption von links-drehendem und rechts-drehendem polarisierten 

Licht messen. Diese ist abhängig von der Struktur der Proteine in der 

Probe und bei den Enantiomeren einer chiralen Verbindung 

gegensätzlich.  

Die Absorption des zirkular gedrehten Lichts wird von einem CD-

Spektrometer über einen ganzen Wellenlängenbereich (für 

Proteinmessungen von 190 – 250 nm) gemessen. Abhängig von der 

Konformation der Proteine ergeben sich charakteristische Kurvenverläufe 

mit typischen Maxima und Minima bei bestimmten Wellenlängen, so 

genannte CD-Spektren. Anhand dieser lässt sich die Sekundärstruktur 

der Proteine erkennen, bzw. mittels geeigneter Programme genau 

berechnen (Kap. 3.7.3). 

Diese Methode wurde hier angewandt, um den Einfluss der 

elektrostatischen Interaktion von Muzin und LL-37 auf die Konformation 

von LL-37 zu untersuchen. 

 

Wellenlänge

Eliptizität

CD-SpektrumPhotomultiplierProbeElektro-Optik-ModulatorLichtquelle Monochromator

 
 

 
Abb. 3: Schema CD-Spektrometer. 
Das Licht einer Xenon-Lampe tritt durch ein doppeltes Prisma, den 
Monochromator, der die unterschiedlichen Wellenlängen generiert und das Licht 
linear polarisiert. Danach gelangt der Lichtstrahl durch einen Elektro-Optik-
Modulator, an dem eine Wechselspannung angelegt ist und der das linear 
polarisierte Licht in zirkular polarisiertes Licht transformiert. Dieses Licht tritt 
durch die Küvette und wird teilweise von der Probe darin absorbiert. Ob mehr 
rechts- oder mehr links-drehendes Licht absorbiert wird, ist abhängig von den 
Substanzen in der Probe. Das durchtretende Lichtsignal wird durch einen 
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Photomultiplier verstärkt und detektiert. Ein entsprechendes Computerprogramm 
registriert die Messung und erstellt die Kurven der CD-Spektren.  

 

3.7.2 Durchführung der Messungen  

 

Dialysiertes Muzin (Kap. 3.1.2) in Verdünnungen von 750, 375, 187,5 

und 94 µg/ml wurde mit 45 µg/ml (10 µM) und 180 µg/ml (40 µM) LL-37 

versetzt und die CD-Spektren dieser Lösungen sowie die der 

Muzinlösungen ohne antimikrobielles Peptid bestimmt. Um die natürliche 

Konformation des Cathelizidins bei dieser Konzentration zu ermitteln, 

wurde LL-37 der gleichen Konzentration in neutralem Phosphat-Puffer 

(10 mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,2) gemessen. Das Volumen aller Ansätze 

betrug 1 ml. 

Alle Messungen wurden mit freundlicher Unterstützung von Herrn Prof. 

Dr. Dr. Bringmann und der Hilfe von Frau Gulder aus dem Institut für 

Organische Chemie der Justus-Liebig-Universität Würzburg an einem 

Jasco J-715 Spektropolarimeter (Jasco, Easton, MD, USA) bei 

Raumtemperatur durchgeführt. Die CD-Spektren wurden in einem 

Wellenlängenbereich von 190 nm bis 250 nm bei einer 

Messgeschwindigkeit von 20 nm/min und einer Auflösung von 0.5 

nm/Messpunkt registriert. Jedes Spektrum wurde aus dem Mittelwert von 

fünf Messungen errechnet. 

Die Ansätze wurden in einer Quartz-Küvette mit 1 mm Länge gemessen. 

Zuerst wurde das Spektrum des Arbeitspuffers registriert und von allen 

weiteren Messungen als Leerwert abgezogen. Bei den übrigen Ansätzen 

wurde das Spektrum von Muzin der jeweiligen Konzentration im Puffer 

von dem Spektrum der gemischten Lösung von LL-37 und Muzin 

abgezogen, so dass der alleinige Effekt des Peptids im CD-Spektrum 

erkennbar wurde. 

 

3.7.3 Auswertung der Messergebnisse 

 

Die CD-Spektren wurden nach der Methode von Sreerama und Woody 

[124-126] mit den Programmen des Software-Pakets CDPro 

ausgewertet, welches im Internet frei erhältlich ist [123]. Darin sind die 

Programme SELCON 3, CDsstr und CONTIN/LL enthalten. Diese 

Programme vergleichen die Messdaten des Spektrums mit denen eines 
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Pools von Referenzproteinen, deren räumliche Struktur aufgrund von 

etablierten Methoden, wie z.B. NMR-Spektroskopie, bekannt ist. Anhand 

der Ähnlichkeit der Messdaten der Proben mit denen der 

Referenzproteine bekannter Konformationen wird der prozentuale Anteil 

der Sekundärstrukturen α-Helix, β-Faltblatt und „random coil“ errechnet. 

Dabei wird noch zwischen regulärer und verzerrter Helix, bzw. Faltblatt, 

unterschieden. Die Konformation mit dem höchsten prozentualen Anteil 

ist als die am wahrscheinlichsten vorliegende Struktur des analysierten 

Proteins zu werten.  

Die Auswahl des Proteinreferenzsets spielt eine wichtige Rolle. Das 

Referenzset sollte dem untersuchten Protein ähnliche Eigenschaften 

aufweisen, im Falle von LL-37 z.B. α-helikale Proteine enthalten. 

Die gemessenen CD-Spektren wurden mit allen drei Programmen 

analysiert und die Ergebnisse gemittelt. Dabei wurde die Unterscheidung 

zwischen regulärer oder verzerrter Konformation nicht beibehalten. 

Mit dieser mathematischen Auswertung ließen sich die Einflüsse der 

verschiedenen Muzinkonzentrationen auf die Konformation von LL-37 

quantifizieren und objektiv miteinander vergleichen. 

 
3.8  Statistische Auswertungen 
 

In dieser Arbeit wurden alle graphischen Daten mit der Software 

Sigmaplot (Version 10.0) für Windows erstellt und in Diagrammen als 

Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt.  

Die statistischen Auswertungen wurden in SPSS 14.0 für Windows 

durchgeführt.  

Der Unterschied zweier Gruppen der experimentellen Daten wurde mit 

dem T-Test (zweiseitig) getestet.  

Für die statistische Auswertung der antimikrobiellen Peptide in den 

humanen Sekreten der Atemwege wurden nicht-parametrische Tests 

verwendet. Für den Vergleich der AMP-Konzentrationen in der BALF der 

Patienten mit α1-Antitrypsinmangel zu Beginn und nach Ausheilung einer 

Exazerbation wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewendet. 

Dieser Test wurde ebenfalls für den Vergleich der LL-37/hCAP-18- und 

hBD-2-Konzentration in der BALF nach segmentaler Instillation 

verschiedener Substanzen bei der Gruppe der Asthmatiker benutzt.  

Das Signifikanzniveau wurde überall bei α= 0,05 festgesetzt.  
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Die Auswertung der CD-spektroskopischen Daten wurde in Kap. 3.7.3 

beschrieben. 
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4. Ergebnisse 
 

4.1  LL-37 und hBD-2 kommen in humanen Sekreten der 
Atemwege vor 

 
4.1.1  LL-37 und hBD-2 in bronchoalveolärer Lavage Flüssigkeit 

(BALF) von Patienten mit chronisch obstruktiver 

Lungenerkrankung basierend auf einem α1−Antitrypsinmangel 

  

Um den Einfluss akuter Infektionen der Atemwege auf die 

Konzentrationen der antimikrobiellen Peptide hBD-2 und LL-37/hCAP-18 

in den Atemwegsflüssigkeiten zu untersuchen, wurden diese in Proben  

von BALF quantitativ bestimmt. Diese Proben wurden im Rahmen von 

bronchoalveolären Lavagen von Patienten mit COPD und 

nachgewiesenem α1−Antitrypsinmangel (PiZZ) gewonnen (Kap. 3.2.2). In 

diesen BALF-Proben wurden im ELISA die Konzentrationen des 

Cathelizidins LL-37/hCAP-18 und des humanen Defensins hBD-2 

bestimmt (Kap. 3.3).  

Ausgewertet wurden die Konzentrationen der Peptide in den Proben des 

gesamten Patientenkollektivs und der Untergruppe der Patienten, die zu 

Beginn und nach Ausheilung einer Exazerbation lavagiert worden war.   

Im Mittel betrugen die in den BALF-Proben des gesamten 

Patientenkollektivs gemessenen Werte für das Cathelizidin LL-37/hCAP-

18 783,43 ng/ml und für das humane Defensin hBD-2 26,70 ng/ml 

(Standardabweichungen ± 2676,32 ng/ml und ± 39,20 ng/ml). Die 

gemessenen Konzentrationen der beiden AMPs standen in keinem 

Zusammenhang zueinander.    

In der Gruppe der Patienten, die am Beginn einer akuten Exazerbation 

und 28 Tage danach lavagiert worden waren, betrug die Konzentration 

von LL-37/hCAP-18 am Tag 1 im Mittel 538,59 ng/ml 

(Standardabweichung ± 504,33 ng/ml) und am Tag 28 nur noch 268,12 

ng/ml (Standardabweichung ± 366,69 ng/ml). Die mittlere Konzentration 

von hBD-2 betrug am ersten Tag 27,09 ng/ml und 28 Tage später noch 

10,59 ng/ml (Standardabweichungen ± 26,23 ng/ml und ± 14,74 ng/ml).  

Bei dem Vergleich der Konzentrationen von LL-37/hCAP-18 der beiden 

Tage (Wilcoxon-Rang-Test) zeigte sich ein signifikanter Abfall des 
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antimikrobiellen Peptids in den BALF-Proben nach dem Abklingen der 

akuten Exazerbation (p= 0,015).  

Auch das humane Defensin hBD-2 war bei der akuten Infektion deutlich 

höher in der BALF konzentriert als nach deren Ausheilung (p= 0,018).  

Damit lässt sich zeigen, dass die antimikrobiellen Peptide LL-37/hCAP-18 

und hBD-2 bei akuter Exazerbation einer COPD auf dem Boden eines α1-

Antitrypsinmangels und positiver Raucheranamnese vermehrt in die 

Atemwegsflüssigkeit abgegeben werden als im gesunden Zustand. 
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Abb. 4: LL-37/hCAP-18 (A) und hBD-2 (B) in BALF von COPD-Patienten mit α1-

Antitrypsinmangel zu Beginn und nach Ausheilung einer akuten 
Exazerbation. 

In den BALF, die zu Beginn und nach Ausheilung einer akuten Exazerbation 
gewonnen worden waren, wurden im ELISA LL-37/hCAP-18 (Diagramm A) und 
hBD-2 (Diagramm B) quantitativ bestimmt. Dargestellt sind die im Mittel 
gemessenen Konzentrationen und deren Standardabweichungen an beiden Tagen 
für jeden Patienten.  
Am ersten Tag der Exazerbation war LL-37/hCAP-18 in signifikant höherer 
Konzentration in der BALF nachzuweisen als 28 Tage später nach erfolgter 
Therapie (p= 0,015) (A).  
Dasselbe gilt für hBD-2, das ebenfalls bei akuter Infektion in der BALF erhöht war 
(p= 0,018) (B).   

   
4.1.2 LL-37 und hBD-2 in bronchoalveolärer Lavage Flüssigkeit 

(BALF) von Asthmatikern nach Allergen- und LPS-Exposition  

 

In der vom Fraunhofer-Institut durchgeführten Studie wurde Asthmatikern 

im Rahmen einer BAL segmental in verschiedene Bronchien NaCl, 

Allergenextrakt, das bakterielle Endotoxin LPS und ein Gemisch aus 
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beidem instilliert (Kap. 3.2.3). In Proben der nach 24 Stunden 

gewonnenen BALF wurden LL-37/hCAP-18 und hBD-2 im ELISA 

quantitativ bestimmt (Kap. 3.3).  

Die mittleren Konzentrationen der AMPs nach segmentaler Instillation 

der verschiedenen Extrakte sind in Tab. 3 aufgeführt.  

 
Segmentale 
BALF 

[hBD-2] 
(ng/ml) 

Standard

abw. ± 

(ng/ml)  

[LL-37/ 
hCAP-18] 
(ng/ml) 

Standard

abw. ± 

(ng/ml)  

Basalwert 
(B) 

0,1 0,16 153,39 60,65 

Kontrolle 
(NaCl-
Lösung) (K) 

0,18 0,17 299,27 194,34 

Allergenext
rakt (A) 

0,18 0,35 446,94  227,33 

LPS (L) 0,22 0,33 748,81 253,26 

Allergen 
und LPS 
(AL) 

0,34 0,42 585,50 294,64 

 
Tab. 3: Tabelle der mittleren hBD-2 und LL-37/hCAP-18-Konzentrationen in der 

BALF von Asthmatikern nach segmentaler Stimulation. 

 

In diesen BAL-Flüssigkeiten zeigte sich nach Allergen-Instillation im 

Mittel eine erhöhte LL-37/hCAP-18-Konzentration gegenüber der 

Kontrolle (p= 0,02) (Wilcoxon-Rang-Test). Doch eine noch stärkere 

Induktion des Cathelizidins in den Atemwegen war nach LPS- und nach 

kombinierter LPS- und Allergen-Instillation zu beobachten (p= 0,001 und 

p= 0,017). 

Die höchste Konzentration von LL-37/hCAP-18 wurde in der 

segmentalen BALF nach LPS-Instillation gefunden. Interessanterweise 

war bei der kombinierten Exposition mit Allergen und LPS dagegen 

weniger antimikrobielles Peptid vorhanden. 

In den gewonnenen BAL-Flüssigkeiten wurde auch hBD-2 detektiert 

(Tab. 3). Im Gegensatz zu LL-37/hCAP-18 unterschieden sich die hBD-2-

Konzentrationen in der BALF der verschiedenen Segmentbronchien aber 

kaum voneinander.  

Diese Daten zeigen, dass die antimikrobiellen Peptide LL-37/hCAP-18 

und hBD-2 im Rahmen akuter Infektionen sowie allergischer Entzündung 
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der Atemwege vermehrt exprimiert werden und in den Sekreten in 

erhöhter Konzentration nachzuweisen sind. 

 

 

Segmentale BALF
B K A L AL

LL
-3

7 
(n

g/
m

l)

0

200

400

600

800

1000

1200
p= 0,001

p= 0,02

p=0,017

 

Legende: Segmentale 
BALF 

B Basalwert 

K Kontrolle: NaCl 

A Allergen 

L LPS 

AL Allergen + LPS 

Abb. 5: LL-37/hCAP-18 in der segmentalen BALF.  
LL-37/hCAP-18 wurde in der segmentalen BALF der Asthmatiker quantitativ im 
ELISA bestimmt. In Abb. 5 sind die mittleren Konzentrationen von LL-37/hCAP-18 
und deren Standardabweichungen dargestellt.  
Die Konzentration von LL-37 war nach Allergen- (A) (p= 0,02) und mehr noch nach 
LPS-Exposition (L) (p= 0,001) deutlich erhöht gegenüber der Kontrolle (K). Bei der 
kombinierten Instillation von Allergen und LPS (AL) lag das Cathelizidin 
interessanterweise in einer geringeren Konzentration vor als nach LPS-Exposition 
alleine. 

 
4.2  LL-37 und Muzin interagieren elektrostatisch 
 
4.2.1 Muzin bindet an auf eine Festphase aufgebrachtes LL-37 

 

Entzündliche Erkrankungen der Atemwege führen nicht nur zu einer 

verstärkten Sekretion antimikrobieller Peptide, sondern stimulieren auch 

die Expression hochmolekularer Proteine wie Muzine, einem 

wesentlichen Bestandteil des Mukus.  

Mukus spielt eine wichtige Rolle beim mukoziliären Transport zur 

Reinigung der Atemwege. In ihm werden Pathogene und andere 

Fremdkörper gebunden und durch den Zilienschlag der 

Flimmerepithelien in Richtung Larynx transportiert. Seine starke 

Adhärenz zu sämtlichen Partikeln und Substanzen ist somit eine 

fundamentale Eigenschaft des Mukus.  
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Muzine bieten mit ihren stark verzweigten Ketten mit zahlreichen 

Zuckerresten eine große Auswahl an Epitopen zur Adhärenz 

verschiedenster Substanzen. Aufgrund ihrer starken negativen Ladung 

sind dabei auch elektrostatische Wechselwirkungen mit kationischen 

Molekülen von Bedeutung. Da die kationischen AMPs in den Atemwegen 

vorkommen, ist eine Interaktion mit dem anionischen Mukus 

wahrscheinlich und wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.  

Die elektrostatische Interaktion von LL-37 und Muzin wurde mit einem 

ELLA nachgewiesen. Zusätzlich wurde das Verhalten der Proteine in der 

denaturierenden SDS- und der nativen PAGE untersucht. 

Für den ELLA wurde LL-37 auf eine Mikrotiterplatte aufgebracht und 

Muzin daran gebunden und detektiert (Kap. 3.4.1). Als Maß für die 

Menge des an der Platte haften gebliebenen Muzins wurde die vom 

ELISA-Reader gemessene Extinktion verwendet.  

Das detektierte Signal war deutlich stärker nach Inkubation von Muzin 

auf der mit LL-37 beschichteten als auf der unbeschichteten Kontroll-

Platte, trotz der sonst gleichen Behandlung. Besonders bei den höheren 

Konzentrationen der aufgetragenen Verdünnungsreihe von Muzin zeigte 

sich ein deutlicher Unterschied des detektierbaren Signals (Student-T-

Test für gepaarte Stichproben: p= 0,00001 bei 750 µg/ml Muzin). Es ist 

davon auszugehen, dass dies auf eine Bindung von Muzin an das auf die 

Platte aufgebrachte LL-37 zurückzuführen ist.  
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Abb. 6: Bindung von Muzin an auf eine Festphase aufgebrachtes LL-37. 
Die mit dem ELISA-Reader gemessene Extinktion nach Bindung und Detektion 
verschiedener Muzin-Konzentrationen auf einer mit LL-37 beschichteten im 
Vergleich zu einer unbeschichteten Mikrotiterplatte.  
Nach der Inkubation von Muzin auf der mit LL-37 beschichteten Platte ließ sich 
signifikant mehr Muzin detektieren als auf der Kontroll-Platte (p= 0,00001). Dieser 
Effekt ist bei höheren Muzin-Konzentrationen stärker ausgeprägt und nimmt bei 
niederen Konzentrationen ab.  

 
In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die Bindung von 

Muzin an LL-37 rein elektrostatischen oder anderen Kräften unterliegt. 

Hierfür wurde durch das Waschen mit hohen Salzkonzentrationen von 1 

M, 2 M und 4 M NaCl nach der Inkubation von 750 µg/ml Muzin auf einer 

mit LL-37 beschichteten Platte die Bindung von Muzin an LL-37 wieder 

gelöst. Das ließ sich durch einen starken Rückgang des detektierbaren 

Signals nach Salzeinfluss zeigen. Dabei war die Abnahme der 

messbaren Absorption abhängig von der Höhe der angewendeten 

Salzkonzentration. Schon nach der Behandlung mit 1 M NaCl-Lösung 

blieb im Vergleich zur unbehandelten Platte deutlich weniger Muzin auf 

der mit LL-37 beschichteten Platte haften (p= 0,016; Student-T-Test für 

gepaarte Stichproben). Nach Einwirkung von 2 M und 4 M NaCl war der 

Unterschied noch größer (p= 0,008 und p= 0,009). Zwischen der 

Einwirkung von 1 M und 2 M bzw. 4 M NaCl wurde ebenfalls ein 

signifikanter Unterschied gefunden (p= 0,001).  
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Bindung von Muzin an LL-37 von der 

Salzkonzentration abhängig ist und damit sehr wahrscheinlich auf 

elektrostatischen Kräften beruht. 
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Abb. 7: Detektion von Muzin nach Behandlung mit 1 M, 2 M   
  und  4 M NaCl. 
Nach der Inkubation von Muzin auf der mit LL-37 beschichteten Platte wurde vor 
der Detektion des Glykoproteins dreimal mit hochkonzentrierten Salzlösungen 
gewaschen und Muzin anschließend im ELLA (Kap. 3.4.1) detektiert.  
Gegenüber der nicht mit NaCl behandelten Kontrolle führte die Einwirkung der 
Salzlösungen von 1 M, 2 M und 4 M konzentrationsabhängig zu einem 
verminderten Signal durch weniger haften gebliebenes Muzin (A).  
In Diagramm B ist das detektierte Signal bei 750 µg/ml Muzin auf einer mit LL-37 
beschichteten Platte nach einem eingeführten Waschschritt mit 1 M, 2 M und 4 M 
NaCl-Lösungen gegenüber der herkömmlich behandelten Kontroll-Platte 
dargestellt.  

 

4.2.2 Die elektrostatische Interaktion von Muzin und LL-37 hat 

Einfluss auf das Verhalten  in der Gelelektrophorese 

 

Die Interaktion von Muzin mit dem humanen Cathelizidin LL-37 wurde 

außerdem in der Gelelektrophorese untersucht. Dabei wurden 20 ng LL-

37 in der SDS-PAGE (50 ng in der nativen PAGE) und 180 µg 

dialysiertes Muzin (Kap. 3.1.2) nach gemeinsamer Inkubation sowohl in 

der denaturierenden SDS-PAGE als auch in der nativen PAGE 

aufgetrennt (Kap. 3.5).  

Dabei sollte geprüft werden, ob das AMP LL-37 aufgrund der Interaktion 

mit dem hochmolekularen anionischen Muzin in seiner Wanderung durch 

das Gel beeinflusst wird.  
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In der SDS-PAGE wanderte das mit Muzin inkubierte LL-37 auf 

derselben Höhe mit der unbehandelten Positiv-Kontrolle (20 ng LL-37). 

Im anschließenden Western Blot lagen beide Banden direkt 

nebeneinander (Abb. 8).  

In der nativen PAGE hingegen wanderte das zuvor mit Muzin inkubierte 

LL-37 entgegen seiner natürlichen Ladung zur Anode. Dabei war im 

folgenden Western Blot (Abb. 9) die Positiv-Kontrolle überhaupt nicht 

mehr zu detektieren, weil sie entsprechend ihrer positiven Ladung in 

Richtung Kathode aus dem Gel heraus gelaufen war. Die ebenfalls 

aufgetragene Muzin-Kontrolle reagierte kaum mit dem LL-37/hCAP-18-

Antikörper.  

 

Muzin Muzin + LL-37 LL-37

16 kDa

6 kDa

4 kDa

 
 
Abb. 8: Western Blot: An Muzin gebundenes LL-37 nach SDS-PAGE. 
180 µg Muzin (6 mg/ml) und 20 ng LL-37 wurden nach gemeinsamer Inkubation mit 
SDS-PAGE aufgetrennt. Als Kontrollen wurden 20 ng LL-37 und 180 µg Muzin im 
Puffer aufgetragen. Nach dem anschließend durchgeführten Western Blot wurde 
LL-37 immunologisch detektiert. 
Das mit Muzin inkubierte LL-37 wurde in der denaturierenden SDS-PAGE nicht von 
dem anionischen Glykoprotein zurückgehalten und erschien als Bande direkt 
neben der LL-37-Kontrolle. 
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Abb. 9: Western Blot: An Muzin gebundenes LL-37 nach nativer PAGE. 
Mit der nativen PAGE wurden drei Ansätze von 180 µg Muzin und 50 ng LL-37 nach 
gemeinsamer Inkubation aufgetrennt. Als Kontrollen wurden Muzin und LL-37 in 
gleicher Menge aufgetragen. Anschließend wurde das Gel auf eine 
Nitrozellulosemembran geblottet und gebundenes LL-37 immunologisch detektiert. 
Die Peptid-Kontrolle lässt nur eine schwache Bande erkennen. Es ist 
wahrscheinlich, dass das kationische LL-37 hier entgegen der Laufrichtung zur 
Kathode gewandert und damit aus dem Gel herausgelaufen ist. Doch die drei 
Ansätze mit LL-37 und Muzin zeigen deutliche Banden, die in Richtung Anode 
auslaufen. Da Muzin mit dem LL-37-Antikörper kaum reagiert, ist anzunehmen, 
dass es sich hier um das Cathelizidin handelt, das aufgrund der Interaktion mit 
dem anionischen Muzin entgegen seiner natürlichen Ladung zur Anode wandert.  

 

 

4.3  Die Interaktion von LL-37 und Muzin hemmt die 
antimikrobielle Aktivität des AMP  

 
Der Einfluss der elektrostatischen Interaktion von LL-37 und Muzin auf 

die antimikrobielle Aktivität des AMP wurde in antimikrobiellen Assays 

mit Pseudomonas aeruginosa (PAO1) und Streptococcus pneumoniae 

(PN36) untersucht.  

Hierfür wurde Muzin in seriellen Verdünnungen von 6000 µg/ml bis 93 

µg/ml mit LL-37 (50 µg/ml) inkubiert und anschließend die Bakterien 

inokuliert. Nach einer Einwirkzeit von 1 h wurden die Ansätze auf 

Agarplatten ausgestrichen und die überlebenden KBE am darauf 

folgenden Tag ausgezählt (Kap. 3.6.3).  

Bei den Muzin-Konzentrationen von 6000 bis 1500 µg/ml fand sich in den 

gemischten Ansätzen ein ungebremstes Bakterienwachstum. Mehr noch 

vermehrten sich die Bakterien in den Muzinlösungen besonders gut und 
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die ausgezählten KBE überstiegen die Zahl der Kolonien, die aus den im 

Arbeitspuffer überlebenden Bakterien hervorgingen.  

In dem Assay mit den Pseudomonaden zeigte sich in den Ansätzen mit 

750 µg/ml Muzin schon ein Rückgang des Bakterienwachstums, der ab 

der  Konzentration von 375 µg/ml signifikant war (T-Test: p= 0,028). Ab 

einer Muzin-Konzentration von 187 µg/ml war die antimikrobielle Wirkung 

von LL-37 mit der im Puffer gleichzusetzen und es wurden keine KBE 

mehr detektiert (Abb. 10). 

Diese konzentrationsabhängige Reduktion der antimikrobiellen Wirkung 

von LL-37 spricht dafür, dass es durch die Interaktion mit dem 

gegensätzlich geladenen Muzin in seiner bakteriziden Wirkung gehemmt 

wird.  

Um die Bedeutung des Konzentrationsverhältnisses der Bindungspartner 

für die antimikrobielle Aktivität von LL-37 zu untersuchen, wurde für ein 

weiteres Experiment der Assay modifiziert. Dabei wurde eine konstante 

Konzentration von Muzin (375 µg/ml) verwendet und LL-37 von 50 µg/ml 

auf 100 µg/ml, 125 µg/ml und 150 µg/ml gesteigert. Die Muzin-

Konzentration wurde so gewählt, dass LL-37 bei 50 µg/ml gerade noch in 

seiner Funktion inhibiert war, d.h. noch nicht alle Bakterien abgetötet 

worden waren.  

Mit Steigerung der LL-37-Konzentration war gegenüber den zuvor 

eingesetzten 50 µg/ml LL-37 ein deutlich vermindertes Überleben von 

Bakterien zu verzeichnen (p= 0,02) (Abb. 11). 
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Abb. 10: Die antimikrobielle Aktivität von 50 µg/ml LL-37 gegen Pseudomonas 

aeruginosa in Gegenwart von Muzin verschiedener Konzentrationen. 
Pseudomonas aeruginosa wurde in Muzinlösungen der Konzentrationen von 6000 
µg/ml bis 93 µg/ml mit und ohne Zusatz von 50 µg/ml LL-37 inokuliert. Nach einer 
Stunde Inkubation wurden die Ansätze ausgestrichen und die überlebenden KBE 
am nächsten Tag ausgezählt. Das Peptid LL-37 wurde in der gleichen 
Konzentration als Kontrolle für die vorhandene antimikrobielle Aktivität im Puffer 
verwendet. Zum Ausschluss von Kontaminationen fungierten Puffer-Ansätze ohne 
das AMP.  
Bis zu einer Muzin-Konzentration von 375 µg/ml war die antimikrobielle Aktivität 
von LL-37 in den Muzinlösungen deutlich inhibiert. Bei Muzin-Konzentrationen 
darunter überlebten dagegen keine Bakterien mehr.  
Die verwendete LL-37-Konzentration wurde im Puffer als bakterizid nachgewiesen. 
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Abb. 11: Die antimikrobielle Aktivität gegen Pseudomonas aeruginosae von 50, 
100, 125, 150 µg/ml LL-37 in 375 µg/ml Muzin. 

Bei der Muzin-Konzentration von 375 µg/ml ließ sich durch den Einsatz von 
höheren Konzentrationen des Cathelizidins wieder eine bakterizide Wirkung 
erreichen.  
In Abb. 11 sind die im Mittel gezählten überlebenden KBE und die zugehörigen 
Standardabweichungen in Ansätzen von 50, 100, 125 und 150 µg/ml LL-37 in 375 
µg/ml Muzin dargestellt. Als Kontrolle wurde Puffer mit und ohne LL-37 (50 µg/ml) 
verwendet. 
Durch die Steigerung der LL-37-Konzentration ließ sich dessen Inhibition durch 
das gegenwärtige Muzin teilweise aufheben und folglich weniger überlebende KBE 
in den Ansätzen nachweisen (p= 0,02 und p= 0,04). Allerdings konnten nicht alle 
Bakterien durch LL-37 dieser Konzentrationen abgetötet werden.  

  
Beide Assays wurden außerdem mit Streptococcus pneumoniae (PN36) 

durchgeführt (Abb. 12 und 13).  

Die Ergebnisse deckten sich weitgehend mit denen der Versuche mit den 

Pseudomonaden. Nur waren hier schon ab einer Muzin-Konzentration 

von 375 µg/ml alle Bakterien abgetötet. Bereits bei 750 µg/ml Muzin war 

die Zahl der überlebenden KBE gegenüber den höher konzentrierten 

Ansätzen signifikant reduziert (p= 0,017). Ob die Pneumokokken 

empfindlicher gegenüber LL-37 sind, bleibt offen, doch der inhibierende 

Effekt des Muzins auf die Aktivität des Cathelizidins ließ sich auch hier 

unzweifelhaft erkennen. 

Dementsprechend wurde bei dem zweiten Assay Muzin in der 

Konzentration von 750 µg/ml verwendet und LL-37 in den verschiedenen 

Konzentrationen (s.o.) zugesetzt. Auch hier ließ sich durch Steigerung 

der LL-37-Konzentration, trotz der Anwesenheit von Muzin, wieder eine, 
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wenn auch nicht signifikante, antimikrobielle Wirkung des Peptids 

erreichen. 
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Abb. 12: Die antimikrobielle Aktivität gegen Streptococcus pneumoniae von 50 

µg/ml LL-37 in Gegenwart von Muzin verschiedener Konzentrationen. 
Streptococcus pneumoniae wurde in Muzin der Konzentrationen von 6000 µg/ml 
bis 93 µg/ml mit und ohne Zusatz von 50 µg/ml LL-37 inokuliert. Nach Einwirkung 
von LL-37 wurden die Ansätze auf Nähragarplatten ausgestrichen und die KBE am 
nächsten Tag ausgezählt. Kontrollen wurden entsprechend des Assays mit den 
Pseudomonaden mitgeführt.  
Dargestellt sind die durchschnittlich überlebenden KBE der einzelnen Ansätze mit 
ihren zugehörigen Standardabweichungen. 
Die antimikrobielle Aktivität von LL-37 war bis zu einer Konzentration von 750 
µg/ml Muzin deutlich inhibiert. Bei niedrigeren Konzentrationen überlebten keine 
KBE mehr.  
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Abb. 13: Die antimikrobielle Aktivität gegen Streptococcus pneumoniae von 50, 

100, 125, 150 µg/ml LL-37 in 750 µg/ml Muzin. 
Da in dem vorhergegangenen Versuch die antimikrobielle Aktivität von LL-37 in der 
Muzinlösung von 750 µg/ml gerade noch inhibiert war, wurde in diesem Experiment 
die LL-37-Konzentration darin von 50 auf 100, 125, und 150 µg/ml gesteigert. Wie 
bei den anderen Versuchen wurden die Ansätze ausgestrichen und am folgenden 
Tag die KBE gezählt. Das Diagramm zeigt die in den Ansätzen durchschnittlich 
überlebenden KBE und deren Standardabweichungen. 
Während LL-37 in einer Konzentration von 50 µg/ml noch inhibiert war, reichte 
seine antimikrobielle Aktivität schon bei der doppelten Konzentration wieder aus, 
fast alle Bakterien in den Ansätzen abzutöten. Allerdings waren die Unterschiede 
zwischen den Ansätzen der verschiedenen LL-37-Konzentrationen hier nicht 
signifikant. 

 
 

4.4 Muzin beeinflusst die Konformation von LL-37 
 

Das Cathelizidin LL-37 ist nur in seiner α−helikalen Konformation 

antimikrobiell aktiv. Es nimmt diese Sekundärstruktur ab einer 

bestimmten Konzentration sowie in Interaktion mit anionischen 

Molekülen wie Salzen [67] oder mit Bakterienmembranen [56] an. Mit der 

CD-Spektroskopie wurde die Konformation von LL-37 unter Einfluss von 

Muzin analysiert, um herauszufinden, ob Muzin die Konformation von LL-

37 ändert und auf diesem Wege seine antimikrobielle Aktivität 

unterbindet. LL-37 wurde in den Konzentrationen von je 10 µM (45 
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µg/ml) und 40 µM (180 µg/ml) in Muzin von 750 µg/ml bis 93 µg/ml CD-

spektroskopisch untersucht. Dabei wurden die CD-Spektren des Puffers 

und der Muzinlösungen selbst von denen der gemischten Ansätze 

abgezogen, so dass das CD-Spektrum des humanen Cathelizidins LL-37 

erhalten wurde (Kap. 3.7.2 und 3.7.3).  

Voraussetzung für den Nachweis einer Konformationsänderung war, 

dass LL-37 in der angewendeten Konzentration im Phosphat-Puffer noch 

in keiner festen Sekundärstruktur vorlag. Da dies 

konzentrationsabhängig ist, war die Wahl der LL-37-Konzentration für 

diesen Versuch besonders bedeutend. Denn ab einer bestimmten 

Konzentration lagert sich das AMP LL-37 zu Oligomeren zusammen und 

nimmt dadurch ebenfalls eine α-helikale Konformation an [67]. 

Die gemessene Eliptizität aufgetragen auf die Wellenlänge ergibt das 

jeweilige CD-Spektrum eines Proteins. Die typischen Sekundärstrukturen 

α-Helix, β-Faltblatt und „random coil“ haben charakteristische 

Kurvenverläufe, die eine Annäherung an die tatsächliche 

Sekundärstruktur des analysierten Proteins geben können.  

Der prozentuale Anteil der im jeweiligen Protein vorliegenden Strukturen 

wurde mit dem Softwarepaket CDPro errechnet (Kap. 3.7.4). Dies 

ermöglichte einen objektiven Vergleich der einzelnen CD-Spektren von 

LL-37 unter Einfluss der verschiedenen Muzin-Konzentrationen. 

Bei einer Konzentration von 40 µM lag LL-37 bereits in einer α-helikalen 

Konformation vor, weshalb diese Messungen nicht zur Analyse von 

Konformationsänderungen verwendet werden konnten. 

Bei 10 µM hatte LL-37 noch eine weitgehend ungeordnete Struktur im 

Arbeitspuffer, wobei es schon die Tendenz zur Annahme einer α-Helix 

zeigte (27 % ungeordnet, 32 % α-helikal). Die Gegenwart von Muzin 

führte zu einer deutlichen Veränderung des CD-Spektrums in Richtung 

α-Helizität. Dies ließ sich schon an den für die α-Helix typischen Maxima 

(bei 190 nm) und Minima (bei 218 und 226 nm) der Kurve erkennen 

(Abb. 14) und letztendlich mit der Software CDPro berechnen (Abb. 15).  

Damit ließ sich nachweisen, dass Muzin in LL-37 eine α-Helix induziert. 

So hatten in Anwesenheit von 93 µg/ml, der niedrigsten der hier 

verwendeten Muzin-Konzentrationen, schon 61 % des antimikrobiellen 

Peptids eine α-helikale Konformation angenommen. Analog dazu nahm 

der Anteil der ungeordneten Struktur des Peptids von 27 % auf 12 % ab. 
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Bei weiterer Steigerung der Muzin-Konzentration in den folgenden 

Ansätzen änderte sich an dem prozentualen α-Helix-Anteil, der noch auf 

67 % anstieg, nicht mehr viel.  
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Abb. 14: CD-Spektren von LL-37 unter Einfluss von Muzin. 
Die CD-Spektren von 10 µM LL-37 wurden im Puffer und in Muzinverdünnungen 
von 750 µg/ml bis 93 µg/ml bestimmt.  
Aufgetragen ist die gemessene Eliptizität auf die Wellenlänge in dem Bereich von 
190 nm bis 250 nm. Jedes CD-Spektrum ist der Mittelwert aus 5 Messungen 
abzüglich der Ausschläge, die auf den verwendeten Phosphat-Puffer und die 
Muzinlösungen selbst zurückzuführen sind. 
Die in Gegenwart von Muzin detektierten CD-Spektren wiesen, im Gegensatz zu 

dem von LL-37 im Puffer, die für eine α-Helix-Konformation typischen 

Kurvenverläufe mit einem Maximum bei 190 – 200 nm und zwei Minima zwischen 
200 und 230 nm auf. Bei steigender Muzin-Konzentration veränderten sich die 
Kurven nicht mehr wesentlich.  
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Abb. 15: Helix-Induktion in LL-37 durch die Interaktion mit Muzin. 

Das Diagramm zeigt den prozentualen Anteil des in einer α-Helix vorliegenden 

antimikrobiellen Peptids und parallel dazu den Anteil an ungeordneten Strukturen 
in Abhängigkeit von der Muzin-Konzentration.  

Der Anteil der α-Helizität in dem AMP verdoppelte sich fast bei Vorliegen der 

niedrigsten Muzin-Konzentration von 93 µg/ml (von 32 % in Puffer auf 61 % in 
Muzin). Analog dazu nahm das Vorliegen der ungeordneten Struktur um die Hälfte 
ab (von 27 % auf 12 %). Bei weiterer Erhöhung der Muzin-Konzentration stieg der 
Helix-Anteil nur noch geringfügig an (67 %). 

 
 

4.5  Das humane Cathelizidin LL-37/hCAP-18 akkumuliert im 
Mukus der Atemwege   

 
4.5.1 LL-37-hCAP-18 und Muzin interagieren elektrostatisch in 

humaner bronchoalveolärer Lavage Flüssigkeit (BALF)  

 
Um die Interaktion von LL-37 und Muzin auch in humanen 

Atemwegssekreten nachzuweisen, wurden die Proteine in den 28 

gepoolten BALF-Proben von Patienten ohne nachweisbare Infektion der 

Atemwege nach ihrer Größe separiert. Hiefür wurden sie in einem 

Ultrazentrifugationsröhrchen mit einem MWCO von 100.000 Da 

zentrifugiert. Dabei blieb das hochmolekulare Muzin im viskösen 

Überstand über der Membran zurück, während sich eine wässrige Phase 

mit den kleineren Proteinen im Auffanggefäß darunter sammelte. Sowohl 
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im Überstand wie in der filtrierten Flüssigkeit wurden LL-37/hCAP-18 und 

Muzin im ELISA gemessen (Kap. 3.2.4).  

Dieser Versuch sollte zeigen, ob LL-37 (4493 Da) aufgrund der 

elektrostatischen Interaktion mit Muzin im Überstand zurückgehalten 

wird. 

Wie zu erwarten, konnte das hochmolekulare Muzin die Membran kaum 

passieren. Die ermittelte Konzentration von Muzin betrug im zähen 

Überstand im Mittel 2480 ng/ml (Standardabweichung ± 101,47 ng/ml) 

und im filtrierten Unterstand 109 ng/ml (Standardabweichung ± 19,22 

ng/ml).  

Aufgrund der vergleichsweise geringen molekularen Größe von LL-37 

wäre anzunehmen gewesen, dass das kleine AMP vorwiegend in der 

durchgepressten Flüssigkeit vorliegt. Allerdings betrug die mittlere LL-

37/hCAP-18-Konzentration im Überstand 495,62 ng/ml 

(Standardabweichung ± 466,29 ng/ml) und im unteren Kompartiment 

129,64 ng/ml (Standardabweichung ± 100,51 ng/ml).  

Das Peptid LL-37/hCAP-18 ist trotz seines geringen Molekulargewichtes 

größtenteils nicht durch die Membran getreten, sondern mit Muzin im 

viskösen Überstand zurückgeblieben. Das bedeutet, dass die Interaktion 

von Muzin und LL-37/hCAP-18 auch in humaner BALF vorhanden ist und 

das natürliche Verhalten der Proteine beeinflusst.  
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Abb. 16: LL-37/hCAP-18 und Muzin in der oberen und der unteren Fraktion der 

zentrifugierten BALF. 
Dargestellt sind die mittleren Konzentrationen von Muzin und LL-37 in der oberen 
und der unteren Fraktion der BALF nicht entzündeter Atemwege und deren 
Standardabweichungen. 
Muzin wurde entsprechend den Erwartungen vorwiegend im Überstand 
zurückgehalten. Doch auch LL-37/hCAP-18 war darin höher konzentriert als im 
Unterstand. 

  

Vor dem Vermischen wurden die BALF-Proben in der SDS-PAGE 

aufgetrennt und LL-37/hCAP-18 immunologisch im Western Blot 

detektiert, um die darin vorliegende molekulare Form des Peptids zu 

ermitteln.  

Dabei ließ sich ausschließlich hCAP-18 nachweisen. Die detektierten 

Banden lagen über der mitgeführten Kontrolle von synthetischem LL-37 

(4493 Da) und auf der Höhe der 16-kDa-Bande des mitgeführten 

Proteinstandards.  
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Abb. 17: Western Blot von BALF nicht entzündeter Atemwege. 
Bei diesem Western Blot wurden vier BALF-Proben, in denen sich anhand der 
Zellzahl keine Entzündung der Atemwege nachweisen ließ, analysiert. Die Proben 
wurden auf ein 10-20% Tris-HCl CriterionTMPrecast Gel (Bio-Rad) aufgetragen und 
bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 3.5.1). Synthetisches LL-37 (4493 Da) 
ist als Kontrolle mitgelaufen (100 ng) sowie ein Protein-Marker zum Abschätzen der 
Größe der detektierten Proteine.  
Anhand der Lage zum Marker (Höhe der 16-kDa-Bande) und zur LL-37-Kontrolle ist 
davon auszugehen, dass es sich bei den detektierten Banden um das Propeptid 
hCAP-18 handelt. 
 

 
4.5.2 LL-37/hCAP-18 und Muzin in Sputumproben von Patienten mit 

Zystischer Fibrose 

 

In diesen Proben spontan abgegebenen Sputums von fünf Patienten mit 

Zystischer Fibrose und chronischer Infektion mit Pseudomonas 

aeruginosa (Kap. 3.2.5) wurden LL-37/hCAP-18 und Muzin im ELISA 

bzw. ELLA quantitativ bestimmt (Kap. 3.3.1 und 3.4.1) und zudem mit 

SDS-PAGE und Western Blot analysiert (Kap. 3.5.1 und 3.5.3). 

Die in den Proben gemessene Muzin-Konzentration erreichte Werte von 

68,28 µg/ml bis zu 16,6 mg/ml (MW 7,5 mg/ml, Standardabweichung ± 

6,9 mg/ml). Das antimikrobielle Peptid LL-37/hCAP-18 war in 

Konzentrationen von 7,5 mg/ml bis zu 30 mg/ml (MW 17,5 mg/ml, 

Standardabweichung ± 9,1 mg/ml) darin zu finden. Genaue Angaben 

über die Konzentrationen der Proteine enthält Tabelle 4. 

Sowohl Muzin als auch LL-37/hCAP-18 waren in diesen Proben weitaus 

höher konzentriert als in den zuvor analysierten BALF aus nicht 

entzündeten Atemwegen. 
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Patienten [LL-37/hCAP-18] 
mg/ml 

[Muzin] 
mg/ml 

1 10,3 16,6 

2 7,6 10,2 

3 16,8 0,8 

4 22,6 9,8 

5 30,1 0,68 

 
Tab.4: Tabelle der gemessenen LL-37/hCAP-18- und Muzin-Konzentrationen 

in spontanem Sputum von fünf Patienten mit Zystischer Fibrose. 

 
Nach dem Auftrennen in der SDS-PAGE wurde im folgenden Western 

Blot die vorwiegend vorliegende Form des Peptids in den Proben 

ermittelt. Für die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben 1:16 

verdünnt und analog zur Analyse der BALF-Proben (Kap. 4.5.1) ein 

Proteinstandard und 100 ng synthetisches LL-37 als Kontrolle mitgeführt. 

Interessanterweise wurden in den Sputum-Proben von Patienten mit 

Zystischer Fibrose und chronischer Infektion mit Pseudomonas 

aeruginosa sowohl hCAP-18 als auch LL-37 und Oligomere des Peptids 

mittlerer Größe in großer Menge gefunden.  

 

22 kDa

16 kDa

6 kDa

4 kDa

Sputum-Proben LL-37  
 

Abb. 18: Western Blot mit Sputum-Proben von CF-Patienten. 
Im oben gezeigten Western Blot sind alle Sputum-Proben der fünf Patienten mit 
Zystischer Fibrose aufgetragen. Darin konnte sowohl LL-37 als auch hCAP-18 
nachgewiesen werden. Bei den Banden dazwischen handelt es sich wahrscheinlich 
um Oligomere von LL-37. Die oberen Banden sind auf der Höhe der 16-kDa-Bande 
des Proteinstandards gelaufen und entsprechen hCAP-18, die unteren kommen 
neben der Kontrolle des synthetischen LL-37 zu liegen. 
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5. Diskussion 
 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass das humane 

Cathelizidin LL-37 mit Muzinen der Atemwegsflüssigkeiten eine auf 

elektrostatischen Kräften basierende Bindung eingeht. Diese Interaktion 

hat Einfluss auf die Konformation des Cathelizidins, indem sie eine α-

Helix induziert, sowie auf seine antimikrobielle Aktivität. In humanen 

Sputum- und BALF-Proben ließ sich eine Anreicherung des 

antimikrobiellen Peptids im Mukus nachweisen. 

Diese Erkenntnisse geben Einblick in die Komplexität der 

antimikrobiellen Abwehr der Atemwege und bieten mögliche Erklärungen 

für die verminderte Effektivität der lokalen Immunabwehr bei 

Hypersekretion oder Retention von Mukus in den Atemwegen. 

  

Die antimikrobiellen Peptide LL-37/hCAP-18 und hBD-2 werden bei 
akuter Entzündung in die Sekrete der Atemwege abgegeben  
 
Antimikrobielle Peptide werden von Epithelzellen und zahlreichen Zellen 

der Immunabwehr sezerniert und sind bereits in diversen 

Körperflüssigkeiten nachgewiesen worden. Die wichtigsten Familien der 

AMPs in den Atemwegen sind die Defensine und das humane 

Cathelizidin LL-37/hCAP-18 (Kap. 1.2). In zahlreichen Studien wurden 

diese in BALF oder Sputum gesunder Individuen sowie bei 

unterschiedlichen Erkrankungen der Atemwege analysiert [3;10;24;72]. 

Es ist bekannt, dass AMPs bei Infektion und Entzündung vermehrt 

exprimiert werden [58]. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen von LL-37/hCAP-

18 und hBD-2 in humanen BALF-Proben von COPD-Patienten mit 

α1−Antitrypsinmangel sowie von Asthmatikern nach segmental 

bronchialer Instillation von NaCl, Allergen, LPS und LPS/Allergen (Kap. 

3.2.2 und 3.2.3) bestimmt. Darüber hinaus wurden LL-37/hCAP-18 und 

Muzin in BAL gesunder Probanden und in spontan abgegebenem Sptum 

von Patienten mit Zystischer Fibrose analysiert. 

Von den Patienten mit α1−Antitrypsinmangel litten alle an einer COPD mit 

eingeschränkter Lungenfunktion und hatten, bis auf zwei Ausnahmen, 

alle eine positive Raucheranamnese. Eine Untergruppe von 9 Patienten 

 - 66 -



wurde zu Beginn einer akuten Exazerbation lavagiert und nochmals 28 

Tage später. Somit wurden BALF-Proben zum Zeitpunkt einer akuten 

Entzündung sowie nach deren Ausheilung gewonnen. 

Im gesamten Patientenkollektiv zeigte sich gegenüber den Basalwerten 

in der BALF der Asthmatiker (Kap. 3.2.3) ein erhöhter Spiegel von LL-

37/hCAP-18 und von hBD-2. Dies könnte zum einen auf möglicherweise 

vorliegende chronische Infektionen der Atemwege mit permanenten 

Entzündungsreizen zurückgehen und zum anderen auf den gestörten 

mukoziliären Transport im Rahmen der COPD [88], der eine 

Anreicherung von LL-37 in retinierten mukösen Sekreten zur Folge hat. 

In der Untergruppe der Patienten, die zu Beginn und nach Ausheilung 

einer Exazerbation lavagiert worden waren, wurden die Konzentrationen 

von LL-37/hCAP-18 und hBD-2 zum Zeitpunkt der akuten Exazerbation 

signifikant höher gemessen als 28 Tage nach Beginn der Therapie.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass LL-37/hCAP-18 und hBD-2 im Rahmen 

von akuten Entzündungen der Atemwege vermehrt sezerniert werden. 

In der BALF der Asthmatiker ließ sich ein signifikanter Anstieg der LL-37-

Konzentration nach Instillation von Allergen und noch deutlicher nach 

Einwirkung von LPS zeigen. Bei der Stimulation mit der Kombination von 

LPS und Allergen lag LL-37 in geringerer Konzentration in der BALF vor 

als nach Einfluss von LPS alleine. Allerdings war dieser Unterschied 

nicht signifikant. Dennoch ist die Tatsache interessant, dass LPS bei 

gleichzeitiger Einwirkung von Allergen einen schwächeren Effekt auf die 

Sekretion von LL-37 zu haben scheint.  

Das β-Defensin hBD-2 war ebenfalls in der BALF messbar, veränderte 

sich nach LPS- oder NaCl-Stimulation aber kaum in seiner 

Konzentration. 

Wie die Ergebnisse zeigen, hat die Einwirkung von LPS auf die 

Bronchialschleimhaut eine Entzündungsreaktion mit nachweislich 

erhöhten LL-37-Konzentrationen in der BALF zur Folge (Kap. 4.1.2). 

Dabei kann nicht differenziert werden, ob LL-37 vermehrt von 

Epithelzellen abgegeben oder von angelockten Neutrophilen freigesetzt 

wurde.  

Die Einwirkung von Allergen auf die Bronchialschleimhaut induziert eine 

allergische Entzündung mit vermehrtem Influx von Zellen, neben 

eosinophilen auch von neutrophilen Granulozyten [86]. Dabei wird der 

Einstrom von Neutrophilen sogar weit vor dem Peak der Eosinophilen 
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beobachtet [86]. Da LL-37 vorwiegend von Neutrophilen sezerniert wird, 

kommt es vermutlich zu einer Freisetzung des AMP aus diesen Zellen, 

die im Rahmen der allergischen Entzündung in die Lunge wandern.  

Es ist bekannt, dass das bakterielle Endotoxin LPS zu einer Induktion 

antimikrobieller Peptide, insbesondere der β-Defensine, in Epithelzellen 

führt [14;128]. An der Regulation der Expression von hBD-2 sind der 

Transkriptionsfaktor NF-κB [136] und Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 

(z.B. Raf-MEK1/2-ERK) beteiligt [90]. Allerdings ließ sich in der hier 

durchgeführten Untersuchung keine Induktion der hBD-2-Sekretion durch 

die topische Stimulation mit Lipopolysacchariden nachweisen (Kap. 

4.1.2) und somit nicht mit den Erkenntnissen aus der Literatur in Einklang 

bringen.  

Auch das Cathelizidin LL-37/h-CAP-18 wird durch Produkte Gram-

negativer und Gram-positiver Bakterien, wie LPS und LTA 

(Lipoteichonsäuren), induziert [94]. Bei der Induktion von LL-37 spielt die 

über den aktivierten Toll-like-Rezeptor-2 hervorgerufene Expression des 

Vitamin-D-Rezeptors (VDR) und des Vitamin-D1-Hydroxylase-Gens eine 

Rolle [83]. Zudem induziert LPS die Expression entsprechender 

Zytokine, insbesondere IL-8, die für den Influx von Neutrophilen als 

entscheidende Quelle von LL-37 verantwortlich sind [94;128].  

Interessanterweise ist die stimulierende Wirkung von LPS auf die 

Sekretion von LL-37 bei gleichzeitigem Einfluss von Allergen tendenziell 

vermindert. Es ist möglich, dass bei der kombinierten Einwirkung von 

LPS und Allergen die über den Th-2-Weg induzierten Zytokine die 

Sekretion von LL-37 inhibieren. Es wurde bereits beschrieben, dass Th-

2-Zytokine, wie z.B. IL-4 und IL-13, einen hemmenden Effekt auf die 

Expression von antimikrobiellen Peptiden haben [95] und diese bei 

atopischen Erkrankungen in verminderter Konzentration vorliegen 

[15;95;98]. Die Suppression der Immunantwort auf das LPS durch die 

allergische Entzündung könnte eine Erklärung für die erhöhte Prävalenz 

von Infekten im Rahmen von atopischen Erkrankungen sein. 

Trotz der gegenüber der Norm erhöhten AMP-Spiegel gehen chronische 

Erkrankungen der Atemwege, wie das Asthma bronchiale, die COPD 

oder die Zystische Fibrose mit einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber 

respiratorischen Infekten einher. Dabei stellt sich die Frage, ob das 

lokale Abwehrsystem durch bestimmte Faktoren beeinträchtigt wird. 

Zugleich findet sich bei diesen Erkrankungen häufig eine vermehrte 
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Produktion von Mukus. Ursachen hierfür sind eine Hypersekretion von 

Muzinen, z.B. getriggert durch Entzündung, oder die Retention von 

Mukus in den Atemwegen durch gestörten mukoziliären Transport.  

Mukus spielt aufgrund seiner Interaktion mit zahlreichen Substanzen eine 

wichtige Rolle bei der Abwehr des Respirationstrakts. Chronische Reize 

wie der Einfluss von Zigarettenrauch oder die dauerhafte Besiedelung 

der Luftwege mit Bakterien verursachen eine Hyperplasie und 

Hypersekretion der Becherzellen [88;106]. Verschiedene 

Entzündungsmediatoren wie Interleukine [25;47;66], neutrophile Elastase 

[139] oder bakterielle Produkte [34;94] stimulieren ebenfalls die Sekretion 

von Muzinen. Durch die Hypersekretion von Muzinen wird die 

Zusammensetzung des Mukus verändert und er wird visköser. Dies 

beeinträchtigt den mukoziliären Transport und führt zur Retention von 

Mukus in den Atemwegen. Die retinierten Schleimplaques bieten nicht 

nur einen Nährboden für chronische bakterielle Infektionen, sondern 

beeinflussen zudem die Abwehrfunktion antimikrobieller Substanzen in 

diesen Sekreten. 

 

LL-37 und Muzin interagieren elektrostatisch 
 
Neben Muzinen werden auch antimikrobielle Peptide von den 

Epithelzellen abgegeben und finden sich ebenfalls in den viskösen 

Sekreten. Die starke gegensätzliche Ladung der kationischen 

antimikrobiellen Peptide und der negativ geladenen Muzine sowie ihr 

gemeinsames Vorkommen in den Atemwegsflüssigkeiten macht eine 

elektrostatische Wechselwirkung der beiden Moleküle wahrscheinlich.  

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Muzine im Mukus der 

Atemwege mit antimikrobiellen Peptiden, exemplarisch mit dem 

Cathelizidin LL-37, interagieren und dadurch das lokale Abwehrsystem 

der Lunge beeinflussen. Die elektrostatische Interaktion von LL-37 und 

Muzin wurde mit einem ELLA und in der nativen PAGE nachgewiesen.  

Für den Nachweis der Bindung mit dem ELLA wurde eine Mikrotiterplatte 

mit LL-37 beschichtet und mit Muzin inkubiert (Kap. 3.4.2).  

Muzin bindet nachweislich besser an eine mit dem AMP vorbeschichtete 

Platte als an eine unbeschichtete Kontroll-Platte. Diese Interaktion lässt 

sich durch die Einwirkung von Kochsalz behindern, was für eine 

Interaktion auf der Basis von elektrostatischen Kräften spricht.  
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Mit der PAGE (Kap. 3.5) sollte geprüft werden, ob aufgrund der 

elektrostatischen Interaktion der beiden Proteine das positiv geladene 

LL-37 bei seiner Wanderung durch das Gel von dem hochmolekularen 

anionischen Muzin zurückgehalten wird. Dies ist nur möglich, wenn die 

Proteine, wie in der nativen PAGE, in ihrer natürlichen Ladung nicht 

beeinträchtigt und in der Gelelektrophorese nach Ladung und Größe 

aufgetrennt werden. In der SDS-PAGE wandern dagegen alle Proteine 

an SDS gebunden zur Anode und werden nur nach ihrer Größe 

aufgetrennt.  

Unter der Annahme, dass die elektrostatische Interaktion von Muzin und 

LL-37 deren Verhalten in der Gelelektrophorese beeinflusst, kann dies 

nur in der nativen PAGE der Fall sein, denn in der SDS-PAGE dürfte 

aufgrund der veränderten Ladung der Proteine die Interaktion nicht mehr 

bestehen. 

Dies hat sich in den Ergebnissen bestätigt: In der SDS-PAGE wanderte 

das mit Muzin inkubierte LL-37 direkt neben der unbehandelten 

Kontrolle, in der nativen PAGE hingegen lief das sonst kationische AMP 

entgegen seiner natürlichen Ladung zur Anode (Kap. 4.2.2).  

Dies ist als weiterer Nachweis für eine auf elektrostatischen Kräften 

basierende Interaktion zu sehen, die durch die denaturierenden 

Eigenschaften des SDS aufgehoben wird. 

Allerdings handelt es sich hierbei um keine spezifische Bindung. Es ist 

bereits beschrieben, dass LL-37 mit anderen Proteinen wie 

Glykosaminoglykanen [13] oder Alginat [23] sowie sogar mit 

Nukleinsäuren wie DNA [140] Bindungen dieser Art eingeht. Das 

Cathelizidin LL-37 ist als kationisches, noch dazu sehr klebriges Molekül, 

zu solchen Interaktionen prädisponiert. Es handelt sich daher bei der 

Interaktion von LL-37 und Muzin ebenfalls um eine rein unspezifische 

Bindung, basierend auf elektrostatischen Kräften. Diese ist für eine 

Akkumulation des AMPs im Mukus der Atemwege verantwortlich. 

Um zu zeigen, dass LL-37/hCAP-18 auch in humanen 

Atemwegssekreten mit Muzinen interagiert, wurden 28 BALF-Proben von 

Individuen ohne entzündliche Erkrankung der Atemwege 

zusammengegeben und analysiert. Hierfür wurden die Proben durch eine 

Filtermembran mit einer Porengröße von 100.000 Dalton zentrifugiert 

und LL-37/hCAP-18 und Muzin in beiden Fraktionen, dem zähen 

Überstand und der durch die Membran gepressten Flüssigkeit, bestimmt 
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(Kap. 4.5.1). Wie zu erwarten, war Muzin von der Membran 

zurückgehalten worden und vor allem in der oberen Fraktion zu finden. 

Doch ließ sich zeigen, dass auch das Cathelizidin LL-37 trotz seiner 

geringen molekularen Größe, aufgrund welcher es problemlos die 

Membran hätte passieren können, im zähen Überstand mit dem 

zurückgehaltenen Muzin höher konzentriert war als in der 

durchgetretenen Flüssigkeit. Das bedeutet, dass LL-37/hCAP-18 auch in 

vivo in den Atemwegssekreten vermehrt an Muzin gebunden vorliegt und 

mit diesem akkumuliert. 

 

Muzin induziert eine α−Helix in LL-37  

 
Anschießend wurde der Frage nachgegangen, ob die elektrostatische 

Interaktion der beiden Proteine Einfluss auf die Sekundärstruktur des 

AMP LL-37 hat. Mit CD-spektroskopischen Konformationsanalysen von 

LL-37 in Gegenwart von Muzin konnte gezeigt werden, dass das 

Glykoprotein in dem Cathelizidin konzentrationsabhängig eine α-Helix 

induziert.  

Bei einer Konzentration von 10 µM lag das antimikrobielle Peptid im 

Puffer noch in weitgehend ungeordneter Struktur vor, zeigte aber schon 

deutliche Tendenzen zur Annahme einer α-helikalen Konformation (α-

Helizität ca. 30 %). In Muzinlösungen einer Konzentration um 100 µmol/l 

formierte sich LL-37 gleicher Konzentration bereits zu einem Anteil von 

über 60 % zu einer α-helikalen Sekundärstruktur. Dieser Effekt ließ sich 

durch Erhöhung der Muzinkonzentration nur noch geringfügig steigern 

(Kap. 4.4).  

Allerdings kann die α-Helizität von LL-37 nie mehr als 70-80 % erreichen, 

da der N-Terminus des Peptids keine fertige α-Helix bilden kann [35]. 

Das Cathelizidin LL-37 ist in seiner aktiven Form ein lineares α-helikales 

Peptid, das seine antimikrobielle Aktivität über die Interaktion mit 

Biomembranen von Mikroorganismen ausübt [99]. Seine 

Sekundärstruktur ist dabei abhängig von seiner Konzentration, dem pH 

und dem Salzgehalt bzw. der Konzentration starker Anionen des 

Mediums [67]. In höheren Konzentrationen lagert sich LL-37 zu 

Oligomeren zusammen, was in dem AMP ebenfalls eine α-Helix-

Konformation induziert. Die Konzentration des Peptids, ab welcher 

 - 71 -



dieses nicht mehr in einer ungeordneten Sekundärstruktur, sondern 

dominierend in einer Helix vorliegt, ist in der Literatur kontrovers 

beschrieben. So soll LL-37 allein im Puffer bei 40 µM noch weitgehend 

unformiert vorliegen [67] oder bereits bei 10 µM die Tendenz zur 

Annahme einer α-Helix zeigen [57]. Letzteres deckt sich mit den 

Ergebnissen in dieser Arbeit.  

Die Tatsache, dass die Einwirkung von Anionen jeglicher Art eine α-Helix 

in LL-37 induziert, ist ebenfalls nicht überraschend. Das AMP LL-37 

interagiert in seiner bekanntesten biologischen Funktion elektrostatisch 

mit anionischen Membranen von Mikroorganismen (Mechanismus s. 

Kap. 1.2.2). Bei der Anlagerung richtet sich das Molekül entsprechend so 

aus, dass sich die polaren Reste zur Membran hin und die unpolaren von 

ihr weg wenden. Dabei bildet sich physiologischerweise eine α-Helix aus, 

was schließlich Voraussetzung für die Penetration der Membran und die 

Zerstörung der Zelle ist.  

Ähnliches findet auch bei der Interaktion von LL-37 mit geladenen 

Molekülen oder Ionen statt. Bei zunehmender Ionen-Konzentration der 

Lösung wird es für das Peptid immer unbequemer seine hydrophoben 

Reste dem polaren Medium zuzuwenden und es bildet 

Sekundärstrukturen aus und aggregiert zu Oligomeren.  

Es ist denkbar, dass sich auch bei der elektrostatischen Interaktion mit 

Muzin alle positiv geladenen Anteile des kationischen AMPs dem Anion 

zuwenden, wobei es seine hydrophoben Reste dem polaren Medium 

aussetzen müsste. Um dies zu vermeiden, formiert sich das Peptid in 

einer α−Helix und umschließt seine unpolaren Reste im Inneren der 

Struktur. 

Daneben wirken auch andere anionische Proteine, z.B. Polysaccharide 

wie Alginat [57], in gleicher Weise auf das Cathelizidin LL-37 und auf 

andere kationische antimikrobielle Peptide [23] ein und induzieren eine 

α-helikale Konformation. 
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Muzin AMP  

Das Molekül LL-37 richtet seine 
kationischen Reste in Richtung 
der anionischen Zuckerreste 
des Muzins aus. Um seine 
apolaren Reste im Inneren der 
Struktur verbergen zu können, 
nimmt es die Konformation 

einer α-Helix an. 

Die Bindung des Cathelizidins 
an Muzin basiert auf rein 
elektrostatischen Kräften. 

 
Abb. 19: Muzin induziert eine α−Helix in LL-37.  

 
Die elektrostatische Interaktion zwischen Muzin und LL-37 hat 
Einfluss auf dessen antimikrobielle Aktivität  
 
Interessanterweise verliert LL-37 trotz der Induktion seiner biologisch 

aktiven Form durch die Interaktion mit Muzin seine antimikrobielle 

Aktivität.  

In den antimikrobiellen Assays mit Pseudomonas aeruginosa und 

Streptococcus pneumoniae ließ sich zeigen, dass die antimikrobielle 

Aktivität von LL-37 in Lösungen mit hohen Muzinkonzentrationen inhibiert 

war, in Anwesenheit geringerer Mengen Muzin hingegen nicht mehr. 

Durch Erhöhung der LL-37-Konzentration konnte trotz Vorliegen 

relevanter Muzinmengen wieder eine antimikrobielle Wirkung erreicht 

werden (Kap. 4.3).  

Es wurde bereits beschrieben, dass LL-37 elektrostatisch mit 

anionischen Makromolekülen wie DNA oder Glykosaminoglykanen 

interagiert und diese Interaktion einen negativen Einfluss auf seine 

antimikrobielle Aktivität hat [13;140]. Außerdem wurde gezeigt, dass die 

Interaktion mit anionischen bakteriellen Polysacchariden, insbesondere 

Alginat, die biologisch aktive α-Helix in LL-37 induziert, was auch hier mit 

einem Funktionsverlust einhergeht [57].  

Möglicherweise blockiert das anionische Glykoprotein durch die 

elektrostatische Bindung die für die Interaktion mit Bakterienmembranen 

oder für andere antimikrobiell wirksame Mechanismen notwendigen 

Bindungsstellen des Peptids. Wenn LL-37 an ein Muzinmolekül 

 - 73 -



gebunden hat, steht es für keine weitere Interaktion zur Verfügung. Dies 

erklärt auch die Tatsache, dass der Effekt der Inhibition der 

antimikrobiellen Aktivität von LL-37 von der Konzentration der beiden 

Bindungspartner abhängig ist. Das Verhältnis der beiden Proteine in 

einer Lösung ist somit entscheidend: Übersteigt die Menge an 

vorliegendem Muzin die des AMPs erheblich, wird alles LL-37 daran 

gebunden und steht nicht mehr für die Interaktion mit Biomembranen zur 

Verfügung. Folglich kommt es zum Funktionsverlust. Bei ausreichend 

hoher Konzentration des AMPs sind die unspezifischen „Bindungsstellen“ 

des Glykoproteins abgesättigt und es ist genug freies LL-37 für die 

Abtötung von Mikroorganismen vorhanden. Dies erklärt einen 

funktionellen Mangel von antimikrobiellen Peptiden bei Erkrankungen der 

Atemwege, bei denen dieses Verhältnis verschoben ist. 

 
Die Interaktion von LL-37 und Muzin hat klinische Relevanz für die 
lokale Immunabwehr der Atemwege 
 
Sowohl das AMP LL-37 als auch Muzine sind wichtige Bestandteile der 

Sekrete der Atemwege. Beide kommen in den die Epithelzelloberfläche 

bedeckenden Flüssigkeiten vor und leisten, wenn auch auf ganz 

unterschiedliche Weise, einen Beitrag zur unspezifischen Immunabwehr 

der Atemwege.  

Muzine haben aufgrund ihrer negativen Ladung und den 

Kohlenhydratresten in ihren Seitenketten eine hohe Affinität zu den 

verschiedensten Substanzen. Diese Tendenz zur Adhärenz ist eine 

wichtige Eigenschaft für das Binden von Fremdkörpern und deren 

Abtransport aus den Atemwegen. Das humane Cathelizidin LL-37 ist 

dagegen ein antimikrobielles Peptid, das über die Interaktion mit 

Biomembranen in der Lage ist, pathogene Mikroorganismen abzutöten.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass LL-37sowohl in 

vitro als auch in humanen Atemwegssekreten mit Muzinen interagiert. Es 

haftet in BALF-Proben gesunder Individuen an Muzin und reichert sich in 

hochviskösen Muzinplaques, wie sie z.B. bei der Zystischen Fibrose in 

den Atemwegen vorkommen, in hohen Konzentrationen an (Kap. 4.5).   

Es wäre zu erwarten, dass die verschiedenen Abwehrmechanismen von 

LL-37 und Muzin synergistisch miteinander im Einklang stehen und sich 

AMPs im Mukus anreichern, um dort ihre antimikrobielle Aktivität auf die 
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darin immobilisierten Pathogene auszuüben. Unter diesem 

Gesichtspunkt scheint es kontrovers, dass die Interaktion mit Muzin die 

antimikrobielle Wirksamkeit des AMPs stattdessen beeinträchtigt.  

Allerdings ist das Cathelizidin nicht sehr spezifisch in seiner Bindung an 

Phosphorlipide und hat in hohen Konzentrationen auch einen 

zytotoxischen Effekt auf eukaryote Zellen [34]. Somit kann eine Inhibition 

von LL-37, insbesondere wenn es in sehr hohen Konzentrationen vorliegt 

(z.B. CF-Sputum max. 30 mg/ml, s. Kap. 4.5.2), biologisch auch von 

Vorteil sein. Das umliegende Gewebe wird dadurch vor einer Schädigung 

durch eigenes LL-37 bewahrt. 

Vor allem ist jedoch zu bedenken, dass in Atemwegssekreten gesunder 

Individuen mit „normalen“ Konzentrationen von LL-37/hCAP-18 und 

Muzinen LL-37 trotz der Anwesenheit der Muzine antimikrobiell aktiv ist. 

Das weist darauf hin, dass das Verhältnis der beiden Proteine in den 

Atemwegsflüssigkeiten zueinander für eine funktionstüchtige 

Immunabwehr entscheidend ist. Ist dieses Verhältnis zugunsten der 

Muzine gestört, verliert LL-37 seine antimikrobielle Wirkung, was einen 

Funktionsverlust der lokalen Immunabwehr der Lunge bedeutet. 

Klinische Relevanz hat die Inhibition von LL-37 im Mukus der Atemwege 

wohl dann, wenn eine Imbalance der beiden Proteine in den 

Atemwegsflüssigkeiten vorliegt.  

Dies ist zum einen Folge einer chronischen Hypersekretion von Muzinen, 

z.B. im Rahmen eines chronischen Entzündungsreizes und beruht zum 

anderen auf dem gestörten mukoziliären Transport mit Retention von 

Mukus in den Atemwegen. Dabei stellen die chronische Infektion und der 

gestörte mukoziliäre Transport einen Teufelskreis dar. Durch die 

beeinträchtigte Entfernung von Mukus aus den Atemwegen können sich 

chronische bakterielle Infektionen etablieren. Der daraus resultierende 

permanente Entzündungsreiz stimuliert neben der Expression von 

antimikrobiellen Peptiden die Hypersekretion von Muzinen, was die 

Sekrete noch visköser macht und zu ihrer Retention in den Atemwegen 

führt. 

Bei chronischen Erkrankungen wie der Zystischen Fibrose oder der 

COPD ist der mukoziliäre Transport gestört und es kommt zur Retention 

von Mukus in den Bronchien [88;152]. Da der unspezifische 

Abwehrmechanismus der „mukoziliären Clearance“ nur noch 

eingeschränkt funktioniert, führt dies zu einer erhöhten Anfälligkeit 
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gegenüber akuten und chronischen Infekten [153;26]. Der zusätzliche 

Ausfall der antimikrobiellen Aktivität von LL-37, wie gegebenenfalls auch 

die anderer kationischer AMPs, könnte die Anfälligkeit gegenüber akuten 

und die Hartnäckigkeit chronischer Infektionen der Luftwege erhöhen. 

Das betrifft im Wesentlichen alle Erkrankungen des Respirationstrakts, 

die mit einer Hypersekretion oder Retention von Muzin einhergehen. 

Dies soll am Beispiel der Zystischen Fibrose noch näher erläutert 

werden. 

Bei der Zystischen Fibrose (Mukoviszidose) ist die Flüssigkeitssekretion 

des respiratorischen Epithels aufgrund der Mutation des CFTR-Kanals 

stark vermindert, was die Sekrete der Atemwege hochviskös macht (Kap. 

1.4). Bestimmte Bakterien, z.B. Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus 

influenzae und Staphylococcus aureus, können in diesen 

Schleimplaques überleben und sich vermehren [145;87]. So können sich 

mit Fortschreiten der Erkrankung chronische Infektionen in den 

Atemwegen etablieren, was Auswirkungen auf die lokale Immunabwehr 

hat. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Sputum-Proben von Patienten mit 

Zystischer Fibrose stark erhöhte Konzentrationen von Muzinen sowie 

des Cathelizidins LL-37/h-CAP-18 gefunden (Kap. 4.5.2). 

Es wurde bereits beschrieben, dass bei CF-Patienten in den Sekreten 

der Atemwege LL-37/hCAP-18 entzündungsabhängig erhöht ist und mit 

der Schwere der Lungenerkrankung korreliert [24]. Auch Muzin liegt in 

diesen Sekreten in erhöhten Konzentrationen vor [152]. Ob bei der 

Mukoviszidose tatsächlich eine Hypersekretion von Mukus mit einer 

gesteigerten Sekretion von Muzinen besteht, wird in der Literatur 

kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite soll die Hyper- und Metaplasie 

der Becherzellen zu einer gesteigerten Sekretion von MUC5AC führen 

[48], doch auf der anderen ist die Konzentration von MUC5AC und 

MUC5B gegenüber gesunden Individuen vermindert und die erhöhte 

Viskosität des Mukus eher auf die darin enthaltene DNA zurückzuführen 

[55]. Denn neben den Muzinen sind bei der Mukoviszidose auch 

Nukleinsäuren aus im entzündeten Gewebe zugrunde gegangen 

Neutrophilen für die hochviskösen Sekrete verantwortlich. Dabei ist sogar 

wahrscheinlich, dass kationische Peptide zur Stabilisierung der aus DNA 

gebildeten hochmolekularen Komplexe beitragen [129]. 
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Auch chronische Infektion und Entzündung, wie sie bei der Zystischen 

Fibrose regelhaft vorkommen, induzieren eine Hypersekretion von 

Muzinen [25;34;66;106]. Außerdem ist eine Ankonzentrierung von 

Muzinen schon aufgrund der starken Dehydrierung des Mukusgels 

anzunehmen.   

In der vorliegenden Arbeit wurden in Sputum-Proben von Patienten mit 

Zystischer Fibrose gegenüber Atemwegssekreten gesunder Individuen 

stark erhöhte Konzentrationen von Muzinen nachgewiesen. Es ist 

wahrscheinlich, dass das Verhältnis von Muzinen zu antimikrobiellen 

Peptiden in diesem Fall beeinträchtigt ist. Somit sind ein Großteil der 

antimikrobiellen Peptide an überschüssiges Muzin gebunden und stehen 

damit der Immunabwehr nicht mehr zur Verfügung.  

In diesem Zusammenhang lässt sich die Inhibition des humanen 

Cathelizidins LL-37 durch eine Interaktion mit Muzinen als eine Erklärung 

für die verminderte Effektivität der AMPs in Sekreten von CF-Patienten 

und eine damit verbundene erhöhte Anfälligkeit gegenüber akuten und 

chronischen Infektionen interpretieren.  

 

Ausblick 
 

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf ein komplexes 

System der Immunabwehr in den Atemwegen hin. Neben mechanischen 

und zellulären Abwehrmechanismen liegen verschiedene antimikrobielle 

Substanzen in den Atemwegsflüssigkeiten vor, die sich in ihrer 

Wirkungsweise überlappen, ergänzen und offenbar auch modulieren. Es 

handelt sich um ein feinreguliertes System, für dessen Funktionsfähigkeit 

das Verhältnis der einzelnen Substanzen von entscheidender Bedeutung 

ist. Ist dies aus dem Gleichgewicht geraten, wird die lokale 

Immunabwehr beeinträchtigt. Es ist davon auszugehen, dass es noch 

weitere Interaktionen zwischen den einzelnen Komponenten der 

Atemwegsflüssigkeiten gibt, deren Imbalancen ebenfalls einen negativen 

Effekt auf ihre antimikrobiellen Eigenschaften haben. 

Das humane Cathelizidin LL-37 ist ein sehr effektives antimikrobielles 

Peptid, das einen wichtigen Beitrag zur Abwehr in den Atemwegen 

leistet. Allerdings zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auch, 

dass LL-37 leicht durch hochmolekulare, glykosylierte Substanzen wie 

Muzine in seiner Funktion inhibiert werden kann. Im Gegensatz zu den 

 - 77 -



Defensinen, die über drei Disulfidbrücken stabilisiert werden, hat LL-37 

als lineares α-helikales Peptid eine instabilere Struktur und interagiert 

aufgrund seiner Tendenz zur Adhärenz mit sämtlichen Molekülen. Dies 

macht es besonders anfällig für Imbalancen der Komponenten des 

Gesamtsystems der lokalen Immunabwehr.  

Darüber hinaus wird die Bedeutung eines intakten mukoziliären 

Apparates ersichtlich. Eine Behinderung dieses mechanischen 

Abwehrsystems bedeutet nicht nur den Verlust der Elimination von 

Pathogenen aus den Atemwegen und die Etablierung chronischer 

Infektionen, sondern bedeutet auch den Verlust weiterer antimikrobieller 

Faktoren der lokalen Immunabwehr.   

Unter diesem Gesichtspunkt ist die Wiederherstellung der natürlichen 

Systeme in den Atemwegen ein erfolgversprechendes Therapiekonzept 

zur Bekämpfung respiratorischer Infektionen bei chronischen 

Lungenerkrankungen.  
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6. Zusammenfassung 
 

Der Respirationstrakt steht in engem Kontakt mit seiner Umwelt und 

potentiellen Pathogenen. Der für die mechanische Reinigung 

bedeutende mukoziliäre Apparat besteht aus dem Flimmerepithel und 

viskösen Sekreten, in denen Fremdkörper gebunden und durch Schlag 

der Zilien in Richtung Oropharynx transportiert werden. Der 

makromolekulare Hauptbestandteil des Mukus der Atemwege sind 

Muzine, hochmolekulare, anionische Proteine mit stark glykosylierten 

Seitenketten, die aufgrund ihrer Ladung und komplexen Struktur leicht 

verschiedene Substanzen binden können. Bei der lokalen Immunabwehr 

des Respirationstrakts spielen antimikrobielle Peptide (AMPs) eine 

wichtige Rolle. AMPs sind niedermolekulare, kationische Oligo- bis 

Polypeptide, die über ihre Interaktion mit Biomembranen die Lyse eines 

breiten Spektrums mikrobieller Zellen herbeiführen. Darüber hinaus 

fungieren sie als Entzündungsmediatoren, Induktoren von Angiogenese 

und Wundheilung und chemotaktische Faktoren. In den Atemwegen 

werden zwei Familien von antmikrobiellen Peptiden exprimiert: Die 

Defensine und die Cathelizidine. Das humane Cathelizidin LL-37/hCAP-

18 liegt in seiner biologisch aktiven Form in einer α-helikalen 

Konformation vor, abhängig von seiner Konzentration sowie pH und 

Salzgehalt des Puffers. Bei neutralem pH ist es stark positiv geladen.  

Das Ziel dieser Arbeit war, die Interaktion des kationischen Cathelizidins 

LL-37 mit hochmolekularem anionischen Muzin sowie deren 

Auswirkungen auf die Sekundärstruktur und die antimikrobielle Funktion 

des Peptids zu untersuchen. Da beide Proteine in den die 

Bronchialschleimhaut bedeckenden Flüssigkeiten vorkommen und 

gegensätzlich geladen sind, ist eine elektrostatische Wechselwirkung 

zwischen ihnen anzunehmen. Zusätzlich wurden AMPs in Abhängigkeit 

von akuten Entzündungsprozessen in humanen Atemwegssekreten 

nachgewiesen. 

Das Defensin hBD-2 und das Cathelizidin LL-37/hCAP-18 wurden 

quantitativ mit einem Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und 

Western Blot in Proben bronchoalveolärer Lavage (BAL) von Patienten 

mit COPD, Asthma bronchiale und gesunder Individuen bestimmt. Die 

antimikrobiellen Peptide waren dabei im Rahmen akuter Entzündungen 
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erhöht. Mit einem Enzym-linked Lektinsorbent Assay (ELLA) und nativer 

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) konnte die elektrostatische 

Bindung von LL-37 an Muzin nachgewiesen werden. Der Einfluss von 

Muzin auf die Sekundärstruktur von LL-37 wurde mittels 

Zirkulardichroismus-Messungen analysiert. Hier zeigte sich, dass die 

Anwesenheit von Muzin eine α-helikale Konformation des Peptids 

induziert. Anschließend wurden antimikrobielle Assays gegen 

Pseudomonas aeruginosa und Streptococcus pneumoniae durchgeführt, 

um die antimikrobielle Aktivität des Peptids in Gegenwart von Muzin zu 

untersuchen. Hierbei zeigte sich eine signifikante Inhibition der 

antimikrobiellen Aktivität von LL-37 in Abhängigkeit der Konzentrationen 

des Glykoproteins. Zur Klärung der Frage, ob LL-37 auch in vivo an 

muzinhaltige Atemwegsflüssigkeiten gebunden vorliegt, wurden 

Sputumproben von fünf Patienten mit Zystischer Fibrose und chronischer 

Infektion der Atemwege sowie BAL von Patienten ohne entzündlichen 

Prozess mittels ELISA und Western Blot analysiert. In den Proben von 

Patienten mit Zystischer Fibrose lagen stark erhöhte Konzentrationen 

sowohl von LL-37 als auch von Muzinen vor.  

Bei der Abwehr der Atemwege handelt es sich um ein komplexes, 

feinreguliertes System, zu dessen Funktionsfähigkeit das Verhältnis der 

einzelnen Komponenten zueinander von entscheidender Bedeutung ist. 

So wirkt sich ein Ungleichgewicht von antimikrobiellen Peptiden und 

Muzinen in den Atemwegssekreten mit Überwiegen der Muzine 

nachteilig auf die antimikrobielle Aktivität der AMPs aus. Vermutlich 

werden durch elektrostatische Kräfte die relevanten kationischen 

Gruppen des AMPs an das Muzin gebunden und stehen damit nicht 

mehr für die Interaktion mit Mikroorganismen zur Verfügung.  

Klinische Relevanz hat die Interaktion von LL-37 und Muzinen dann, 

wenn das Gleichgewicht dieser beiden Proteine in den 

Atemwegsflüssgkeiten gestört ist. Dies ist z.B. der Fall bei entzündlichen 

und chronischen Erkrankungen der Atemwege, wie der COPD oder der 

Zystischen Fibrose, die zu einer Hypersekretion von Muzinen und 

Retention von Mukus führen. Gleichzeitig gehen diese Erkrankungen mit 

einer erhöhten Anfälligkeit gegenüber respiratorischen Infekten einher. 

Das gestörte Verhältnis von AMPs und Muzinen könnte die 

Prädisposition gegenüber Infektionen der Atemwege begünstigen.  
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8. Anhang 
 
8.1   Abkürzungsverzeichnis 

 

AAT α1-Antitrypsin 

AMP Antimikrobielle Peptide 

BAL Bronchoalveoläre Lavage 

BALF Bronchoalveoläre Lavage Flüssigkeit 

CD Zirkulardichroismus (en.: Circulardichroism) 

CF Zystische Fibrose (en.: cystic fibrosis) 

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (en.: 

chronic obstructive pulmonary disease) 

ECL En.: enhanced chemiluminescence 

ELISA Enzym-linked Immonosorbent Assay 

ELLA Enzym-linked Lektinsorbent Assay 

FEV1 Forciertes expiratorisches Volumen 

hBD-(1-3) Humanes β-Defensin 

hCAP-18 Humanes kationisches antimikrobielles Peptid 18 

(en.: human cationic antimicrobial peptide) 

HNP Humanes neutrophiles Peptid 

HRP En.: horseradish peroxidase  

Ig Immunglobulin 

IL Interleukin 

KBE Kolonie bildende Einheiten 

LPS Lipopolysaccharid 

LTA Lipoteichonsäure (en.: lipoid teichoic acid) 

MW Mittelwert 

MWCO En.: molecular weight cut off 

NMR Magnetresonanzspektroskopie (en.: nuclear magnetic 

resonance) 

OD Optische Dichte 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS En.: phosphate buffered saline 

POD Peroxidase 

RT Raumtemperatur 

SDS Natriumdodecylsulfat (en.: sodium dodecyl sulfate) 
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TNF-α Tumor-Nekrose-Faktor-α 

VDR Vitamin-D-Rezeptor 

WGA Weizenkeimagglutinin (en.: wheat germ agglutinin) 
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