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1 EINLEITUNG

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD, chronic obstructive pulmonary disease)
ist mit weltweit bereits Uber 210 Millionen betroffenen Menschen eine Volkskrankheit.
Gegenwartig ist sie die vierthdufigste Todesursache. Die Weltgesundheitsorganisation geht
davon aus, dass die COPD in den kommenden Jahren stark zunehmen wird und bis zum
Jahr 2030 den dritten Platz unter den haufigsten Todesursachen einnimmt. Die Prognose der
COPD ist insgesamt als schlecht zu bewerten, wozu entscheidend beitragt, dass die
Erkrankung aufgrund der haufigen, aber sehr wenig spezifischen Symptome erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird. Dabei besteht durch die sehr hohen
gesundheitsbkonomischen Kosten ein grolkes Interesse an der Entwicklung neuer
Therapieansatze. Eine wesentliche Voraussetzung daflir ist ein grundlegend besseres

Verstandnis der komplexen und vielfaltigen Pathomechanismen der COPD.

1.1 Definition der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung

Die Bezeichnung chronic obstructive (broncho)pulmonary disease ist Anfang der 1960er
Jahre aus dem Bestreben entstanden, chronische Bronchitis und Emphysem vom Asthma
bronchiale abzugrenzen®. Erst (iber 20 Jahre spater, im Jahr 1987, wurde der Begriff COPD
von der American Thoracic Society eingefiihrt?>. Laut Definition der neuen Leitlinie der
Deutschen Atemwegsliga und der Deutschen Gesellschaft fiir Pneumologie (DGP)? ist die
COPD durch eine Atemwegsobstruktion charakterisiert, die nicht vollstandig reversibel und
typischerweise progredient ist. Sie wird von einer abnormen Entziindungsreaktion begleitet,
welche durch Partikel und Gase, in erster Linie durch Zigarettenrauch, ausgelost wird.
Klinisch ist die COPD durch eine Kombination aus chronischem Husten, Auswurf und
anfanglich nur unter Belastung auftretender Atemnot charakterisiert. Sie umfasst sowohl die
chronisch-obstruktive Bronchiolitis als auch das obstruktive Lungenemphysem und die
chronische Bronchitis und verbindet somit gleichzeitig mehrere Erkrankungen zu einem
komplexen Krankheitsbild*. GemaR der Leitlinie der Deutschen Atemwegsliga und der DGP
wird die COPD anhand der Messung der 1-Sekunden-Kapazitadt (FEV,, syn. Forciertes
Einsekundenvolumen?), der inspiratorischen Vitalkapazitat® (VC) sowie der Bestimmung des
Quotienten FEV/VC® in vier Schweregrade eingeteilt’. Diese Leitlinie verwendet VC fiir die
Definition der Obstruktion, welche durch FEV4/VC < 70 % des Sollwerts festgestellt wird:

@ Volumen, das innerhalb der ersten Sekunde einer forcierten Exspiration ausgeatmet wird

® \Volumen zwischen maximaler Ausatmung und maximaler Einatmung

° Volumen, das innerhalb der ersten Sekunde einer forcierten Exspiration ausgeatmet wird, bezogen
auf die inspiratorische Vitalkapazitat (sog. Tiffeneau-Wert)



Schweregrad | (leichtgradige COPD) ist durch eine Atemwegsobstruktion ohne eine
signifikante FEV-Verminderung charakterisiert (FEV, = 80 % und FEV/VC < 70 %, jeweils
im Prozent des Sollwerts).

Schweregrad Il (mittelgradige COPD) ist durch eine Atemwegsobstruktion bei gleichzeitig
moderater FEV,-Verminderung charakterisiert (50 % < FEV4 < 80 % und FEV4/VC <70 %).

Schweregrad Ill (schwere COPD) ist durch eine hoéhergradige FEVi-Verminderung
gekennzeichnet (30 % < FEV41 < 50 % und FEV4/VC < 70 %).

Schweregrad IV (sehr schwere COPD) liegt vor, wenn FEV, < 30 % des Sollwerts betragt

(FEV4/VC <70 %).
Ebenfalls zu Beginn der 1960er-Jahre wurde eine Assoziation zwischen wiederholten
bronchialen Infekten und der COPD diskutiert (Britische Hypothese)®. Bislang liegen
allerdings fir einen direkten Einfluss bakterieller und viraler Atemwegsinfektionen auf die
Ausbildung einer COPD keine eindeutigen Befunde vor. Mit bis zu 50 % stellen diese
Infektionen jedoch die haufigste Ursache der akuten Exazerbationen der COPD dar, welche
als AECOPD bezeichnet werden®’. Eine AECOPD ist durch eine akute Verschlechterung der
Symptome wie Husten und Auswurf, schwere Atemnot und Abnahme der Lungenfunktion
(insbesondere Abfall des FEV;) charakterisiert®®. Inzwischen deutet vieles darauf hin, dass
ein Zusammenspiel mehrerer verschiedener Faktoren und Mechanismen das komplexe
Erscheinungsbild einer COPD determiniert'®'". Dazu z&hlen insbesondere (i) Komponenten
der Immunabwehr, die aktiv am Entziindungsgeschehen mit irreversibler Schadigung des
Lungengewebes beteiligt sind, (ii) reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die eine Dysfunktion
der Zellen und schlief3lich den Zelltod bewirken sowie (iii) proteolytische Enzyme, welche fur
den Abbau der extrazellularen Matrix, die Auslésung der Apoptose und die Entwicklung
eines Lungenemphysems verantwortlich gemacht werden. Auf molekularer Ebene geht die
COPD mit einer veranderten Expression und Aktivitat von Genen einher, welche an
grundlegenden zellularen Prozessen beteiligt sind. Einige dieser Gene erflillen nach neuen
Erkenntnissen durch eine Modulation des epigenetischen Codes eine Schalterfunktion in der
transkriptionellen Regulation'?". In ihrer Gesamtheit I6sen sie eine Kaskade von Reaktionen
aus, die strukturelle und funktionelle Veranderungen in der Lunge bewirken und mit einer
Beeintrachtigung der angeborenen (antimikrobiellen) Abwehrmechanismen  wie

beispielsweise Mucus-Produktion und mukoziliare Clearance einhergehen.

1.2 Das Abwehrsystem der Lunge

Der Respirationstrakt ist standig Mikroorganismen ausgesetzt, die mit der Atemluft in die
tieferen Atemwege gelangen kénnen. Dennoch kommt es in der gesunden Lunge nur selten
zu einer Kolonisierung oder Infektion. Das intakte Atemwegsepithel stellt die erste,
"physikalische Barriere" gegen potenzielle Krankheitserreger dar'®. Undurchléssige

Verbindungen zwischen benachbarten Epithelzellen (sog. tight junctions) verhindern, dass



potenzielle Pathogene leicht eindringen kénnen. Durch den standigen Fluss des Mucus, das
hauptsachlich aus sezerniertem Mucin und anderen Glykoproteinen besteht, halten
Epithelien die Krankheitserreger ab. Sie verhindern die Adhasion von Mikroorganismen und
erleichtern durch den trachealwarts gerichteten Zilienschlag ihre Beseitigung aus der
Lunge'®. Neben dieser rein physikalischen Entfernung von Partikeln und Pathogenen aus der
inhalierten Atemluft sind Epithelien aktiv mit Hilfe einer "chemischen Barriere" an der

Bekampfung von Infektionen beteiligt'’

. Diese Barriere besteht aus Enzymen, Protease-
Inhibitoren und weiteren Proteinen, die antimikrobiell wirken und vom sekretorischen Apparat
der Atemwege produziert werden'®. Klassische antimikrobielle Molekiile wie beispielsweise
Lysozym, Laktoferrin, sekretorische Phospholipase-A, sowie secretory leukoprotease
inhibitor (SLP1) kénnen Pathogene direkt abtdéten oder ihr Wachstum hemmen'®?'. Als
wesentlicher Bestandteil der basalen chemischen Abwehr tragen sie zur Erhaltung der
natdrlichen Integritat der Epithelien bei.

Um einen noch effektiveren Schutz gegen eine Infektion zu gewahrleisten, hat das
Abwehrsystem der Lunge eine Vielzahl weiterer Abwehrmechanismen entwickelt. Dabei
bilden Epithelzellen, Alveolarmakrophagen und neutrophile Granulozyten die wichtigsten

zelluldren Bestandteile dieser Abwehr???®

. Sie gehdren zu den ersten Zellen, die auf
eingedrungene Mikroorganismen stof3en, und besitzen vielfaltige Rezeptoren, die es ihnen
ermoglichen, potenzielle Krankheitserreger direkt zu erkennen. Auf molekularer Ebene
vermitteln die keimbahnkodierten Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, pattern recognition
receptors) die erste Interaktion mit Mikroorganismen. Sie erkennen konservierte Merkmale
von Pathogenen (PAMPs, pathogen-associated molecular pattern) wie verschiedene
Oberflachenmoleklile von Bakterien, Molekile in den Zellwanden von Pilzen oder
doppelstrangige RNA mancher Viren. Zu diesen PRRs zahlen I6sliche Rezeptoren wie
Komponenten des Komplementsystems, Surfactant-Protein (SP)-A und SP-D aus der

Kollektin-Familie?*2°

sowie long pentraxin 3 (PTX3) und C-reaktives Protein aus der Familie
der Pentraxine®. Die Aktivierung dieser Rezeptoren 16st die Komplementkaskade aus, leitet
die Phagozytose des Pathogens ein und verhindert die Ausbreitung der Infektion. Durch
direkte Interaktion mit Zelloberflichen-PRRs wie dem Toll-like-Rezeptor (TLR, toll-like
receptor)-2 und TLR-4 unterstiitzen Surfactant-Proteine ebenfalls die Wirtsabwehr bei ihrer
Verteidigung gegen Infektionen?’. TLRs wurden auf Basis von Sequenzhomologien zum Toll-
Protein der Fruchtfliege Drosophila identifiziert, welches neben der Polarisierung der dorso-
ventralen Achse wahrend der Embryogenese auch an der Abwehr von Pathogenen beteiligt
ist?®?°. Bis heute sind im humanen System zehn TLRs (TLR-1-10) beschrieben, die
unterschiedliche bakterielle, virale, fungale und parasitire PAMPs erkennen***. So ist
beispielsweise TLR-4 der Rezeptor fur das Lipopolysaccharid (LPS) der Gram-negativen

33,34

Bakterien®™", wahrend TLR-2 als Heterodimer mit TLR-1 bzw. TLR-6 Lipoteichonsaure



Gram-positiver Bakterien und bakterielle Lipoproteine erkennt®®. Ein weiteres Alarmsystem
bilden die intrazellularen nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren
mit Giber 20 Mitgliedern®. Fiir die bekanntesten Vertreter dieser Familie, NOD-1 und NOD-2,
konnten unterschiedliche bakterielle Peptidoglykanstrukturen als Agonisten identifiziert
werden® . Jeder dieser Rezeptoren tragt zur spezifischen Erkennung von Pathogenen bei
und ist an der unmittelbaren Ausldsung einer Entziindungs- und Immunreaktion beteiligt. Die
durch PRRs aktivierten Signaltransduktionswege filhren zur Induktion einer Reihe von
Genen, darunter auch Gene fiir Chemokine, Cytokine und costimulierende Molekiile®**2.
Diese sind bei der Steuerung von angeborener und - in spateren Phasen einer Infektion -
erworbener Immunitat von entscheidender Bedeutung. In den letzten Jahren haben PRRs
vermehrt an Bedeutung gewonnen, als erkannt wurde, dass sie auch in der Auslésung und

Kontrolle einer akuten antimikrobiellen Abwehrreaktion eine Schliisselstellung besitzen**¢.

1.3 Endogene Peptidantibiotika der Lunge

Die Existenz epithelialer Peptidantibiotika tauchte in der Literatur erstmals 1922 auf*’. Sir
Alexander Flemming (1881-1955) gelang es, das korpereigene Abwehrenzym Lysozym aus
eigenen Nasalsekreten zu isolieren, welches bakteriolytische Eigenschaften aufwies. Seinen
Befund interpretierte er damals als einen in allen Korperteilen wirksamen
Abwehrmechanismus*’. Seitdem ist die Anzahl der entdeckten antimikrobiellen Peptide
(AMPs) auch in der humanen Lunge stark angestiegen. Sie sind typischerweise relativ klein
(12 bis 60 Aminosauren) und werden sowohl konstitutiv als auch erst auf eine Infektion hin
gebildet*®*°. Sie bilden eine groRe Gruppe evolutionar alter Molekiile und ihre Gene sind in
vielen Organismen hoch konserviert®™®. In der humanen Lunge werden hauptsachlich zwei
Familien der AMPs, die Defensine und die Cathelicidine, exprimiert51. Sie unterscheiden sich
in ihrer GroRe, Aminosauresequenz und in der dreidimensionalen Struktur. Aufgrund der
Bedeutung fir die vorliegende Arbeit wird im Folgenden auf die Familie der Defensine naher

eingegangen.

Der Begriff "Defensin” wurde erstmals im Jahr 1985 von Tomas Ganz®? und Michael E.
Selsted® gepragt. Dieser kommt aus dem lateinischen "defendo" und bedeutet soviel wie
abwehren oder verteidigen®. Defensine stellen endogene Antibiotika dar, die durch
Entziindungszellen und insbesondere Epithelzellen gebildet werden®. Dabei handelt es sich
um Kkleine Kkationische Peptide mit einer Molekularmasse von 3 bis 5 kDa. Das
charakteristische Merkmal bilden sechs konservierte Cysteine, die jeweils Uber
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind®®*’. Die relative Position und Verkniipfung

dieser Cysteine stellt die Grundlage fiir die weitere Klassifizierung der Defensine dar*. In der



humanen Lunge sind zwei Subgruppen der Defensine, a- und p-Defensine, von groler
Bedeutung.

Bis heute konnten vier a-Defensine in der humanen Lunge charakterisiert werden: defensin,
alpha 1, 2 und 3 (DEFA1-3, bekannt auch als human neutrophil peptides HNP-1-3) sowie
defensin, alpha 5 (DEFAS5, syn. HD-5). Die ersten drei wurden im Jahr 1985 erstmals aus
neutrophilen  Granulozyten isoliet und identifiziert®®*>. Nach ihrer relativen
elektrophoretischen Mobilitdt im Urea-Polyacrylamid-Gel wurden diese HNP-1 (Peptid mit
der hochsten Mobilitat), HNP-2 (Peptid mit intermediarer Mobilitat) und HNP-3 (Peptid mit

niedrigster Mobilitat) genannt®

. Sie werden in der azurophilen Granula von Neutrophilen
gespeichert, wo sie den Hauptteil des Granulaproteininhalts und bis zu 18 % der gesamten
zelluldren Proteinmasse ausmachen®. Hohe Konzentrationen der a-Defensine in der Lunge
konnen demnach durch verstarkte Infiltration von Neutrophilen und Freisetzung des
Granulainhaltes bei Entziindungen und Infektionen erreicht werden®*®'. Das letzte Mitglied
dieser Subgruppe, DEFAS5, konnte sowohl im Nasal- als auch im Bronchialepithel, allerdings
nur auf der mRNA-Ebene, detektiert werden®?. Das Protein konnte dort bis heute nicht
nachgewiesen werden.

Aus der Subgruppe der B-Defensine konnten bis heute in der humanen Lunge ebenfalls vier
Mitglieder charakterisiert werden: defensin, beta 1 (DEFB1, syn. HBD1), 4 (DEFB4, syn.
HBD-2), 103A (DEFB103A, syn. HBD-3) und 104A (DEFB104A, syn. hBD-4). Das erste
native humane B-Defensin DEFB1 wurde 1995 aus Hamofiltrat isoliert und charakterisiert®.
DEFB1 wird konstitutiv von Zellen des respiratorischen Epithels gebildet®. Zwei Jahre
spater, 1997, wurde aus Schuppenextrakten das erste humane, induzierbare Peptid
DEFB4% und im Jahr 2001 DEFB103A® isoliert und charakterisiert. Im Respirationstrakt
stellen Epithelzellen sowie Typ II-Pneumozyten die bedeutendste Quelle fiir DEFB4 dar®"°.
DEFB103A wird dagegen im Wesentlichen nur durch Epithelzellen gebildet’®. Dort werden
sie als Antwort auf eine entzindliche Reaktion bzw. Kontakt mit bestimmten Bakterien oder
deren PAMPs in groRen Mengen gebildet und in die Atemwegssekrete abgegeben. Dabei
sind neben den klassischen Atemwegspathogenen wie Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa)®®’" und bakteriellen PAMPs wie LPS’® oder bakterielles Lipopeptid™ auch
eine Vielzahl proinflammatorischer Cytokine wie tumor necrosis factor (TNF)-o®®"",
Interleukin (IL)-1", IL-17"* und Interferon (IFN)-y"® von besonderer Bedeutung. Das vierte
Mitglied dieser Subgruppe, DEFB104A, wurde durch eine gezielte Suche in der
Genomdatenbank entdeckt’®. Wie DEFB4 und DEFB103A stellt auch dieses ein
induzierbares Peptid der humanen Lunge dar. So flihrt der Kontakt mit P. aeruginosa oder
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) zu einer Induktion des Peptids.
Entziindungsmediatoren wie IL-1a, IL-6, TNF-a oder IFN-y haben dagegen keinen Einfluss

auf dessen Genexpression’®.



1.4 Funktionen der Defensine in der Lunge

Als endogene Antibiotika bilden a- und B-Defensine gemeinsam eine starke Abwehrfront
gegen Atemwegsinfektionen mit Bakterien, Pilzen und Viren’”®°. Sie sind antimikrobiell aktiv
gegen ein breites Spektrum Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien. Die direkte
Interaktion mit der Bakterienmembran stellt dabei das wesentliche Wirkprinzip der Defensine
dar®'. Deren starke positive Ladung und amphiphile Natur erlauben eine direkte Interaktion
mit den negativ geladenen Bestandteilen der mikrobiellen Membran wie beispielsweise
Phosphatgruppen vom LPS Gram-negativer Bakterien oder Lipoteichonsaure Gram-positiver
Bakterien. Durch Ausbildung von ungleichférmigen Kanalen (aggregate model),
transmembranen Poren (toroidal pore model sowie barrel-stave model) oder konzentrierten
Peptidaggregaten (carpet model) auf der Oberflache von Bakterien sind Defensine fir die
Stérung der Integritit und Funktion dieser Membranen verantwortlich®. Die daraus
resultierende  Permeabilisierung der Membranen, der Zusammenbruch des
Membranpotentials, der Membran-Umbau oder die direkte Zelllyse fuhren schlieBlich zum
Abtdten der Bakterienzelle®®®. Des Weiteren kdnnen Peptide nach der Passage durch die
mikrobielle Membran im Cytosol der Bakterienzelle akkumulieren und von dort aus
Uberlebenswichtige zellulare Prozesse wie die Nucleinsdure- und Proteinsynthese sowie die
Aktivitat essenzieller Enzyme beeintrachtigen®®. Nach aktuellen Vorstellungen werden von
Defensinen  gleichzeitig mehrere  Mechanismen benutzt, um eine effiziente
Pathogenbeseitigung zu gewahrleisten (muititarget mechanism)®.

Die fungizide Wirkung der a- und p-Defensine ist besonders gut gegen das orale Pathogen
Candida albicans sowie weitere Candida-Spezies charakterisiert’®. Uber die
Wirkmechanismen dieser Peptide ist man sich in der Literatur allerdings nicht einig: wahrend
einerseits die Membranpermeabilisierung als tédlicher Schritt angesehen wird®®, liefern
andererseits neuere Untersuchungen keine Hinweise auf eine Membranschadigung®.
Stattdessen wird ein weiterer Wirkmechanismus postuliert, der auf einer induzierten nicht-
lytischen ATP-Freisetzung aus lebenden Candida-Zellen ohne Zerstdrung der
Membranintegritat basiert®?".

Der erste Bericht Uber die antivirale Wirkung der humanen Defensine tauchte in der Literatur
bereits Mitte der achtziger Jahre auf®?. Die Entzifferung der molekularen Grundlagen dieser
Wirkung hat aber erst kirzlich begonnen. Untersuchungen an DEFB4 zeigen, dass die
direkte Interaktion des Peptids mit dem Lipidanteil der Virushille zu einer Destabilisierung
und Zerstoérung der Hiulle fuhrt. Die gleichzeitige Anlagerung des Peptids an die
Plasmamembran der Wirtszelle resultiert in der Beeintrachtigung der Adsorption und
Penetration des Viruspartikels und verhindert so eine Infektion®.

Neben ihrer essenziellen Rolle bei der Bekampfung von Atemwegsinfektionen weisen

humane Defensine noch eine Vielzahl weiterer biologischer Funktionen auf. Sie wirken als



"Alarmsystem" (auch Alarmine genannt), das sowohl die angeborene als auch die adaptive
Immunabwehr vor aufkommenden Infektionen warnt. Als chemische Lockstoffe, auch
"Mikrochemokine" genannt, mobilisieren sie durch die Bindung an den CC-Chemokin-
Rezeptor-6 (CCR6) Neutrophile in groRer Zahl und leiten sie an die Stelle einer Infektion®.
Andere locken Monocyten’, unreife dendritische Zellen (DC) und T-Gedachtniszellen®® an
und setzen so die AbwehrmalRnahmen des adaptiven Immunsystems in Gang. Darlber
hinaus sind sie an der Aktivierung von Mastzellen und dadurch an der Freisetzung

9% Diese

verschiedener Mediatoren, u.a. Histamin und Prostaglandin D,, beteilig
Mediatoren vermitteln ihrerseits eine erhéhte Mucus-Sekretion, eine Kontraktion der glatten
Muskulatur und eine erhéhte GefalRdurchlassigkeit. In ihrer Gesamtheit I6sen sie eine akute
lokale Entziindungsreaktion aus und verstarken die Abwehrfront gegen Pathogene.
Derzeitige Hinweise lassen vermuten, dass humane Defensine neben der Abwehrfunktion
auch in der Regulation der epithelialen Wundheilung eine entscheidende Rolle ibernehmen.
Die Eigenschaften der a-Defensine, die Zellmigration und Proliferation des Atemwegsepithels
zu aktivieren sowie die Mucus-Produktion zu induzieren, bilden eine wichtige Grundlage
dieser Funktion®®'%.

Durch die Vielzahl der beschriebenen Funktionen, angefangen mit der Rolle bei der initialen
Auseinandersetzung mit Pathogenen (ber die Veranderung einer lokalen
Entziindungsreaktion bis hin zur Aktivierung der antigenprasentierenden DC und
T-Effektorzellen, stellen humane Defensine ein zentrales Bindeglied zwischen der

angeborenen und der erworbenen Immunabwehr dar.

1.5 Weitere potenzielle Peptidantibiotika der Lunge

An der effektiven Abwehr von potenziellen Krankheitserregern sind mehrere weitere
endogene Peptid- und Proteinantibiotika beteiligt. Proteine vom S100-Typ zeichnen sich
durch ihre ungewdhnliche Struktur und geringe Molekularmasse von 9 bis 13 kDa aus'®'.
Dabei wurde das erste S100-Protein bereits 1965 aus Gehirn-Homogenaten mehrerer
Spezies isoliert und als integraler Bestandteil des Nervensystems identifiziert'®2. Dank seiner
Loslichkeit in einer gesattigten Ammoniumsulfat-Losung bei einem pH-Wert von 7,2 wurde
das Protein auf den Namen "S100" (soluble in 100 % ammonium sulfate) getauft'®.
Basierend auf den Gemeinsamkeiten in der Aminosaure-, Protein- und Genstruktur dieser
Protein-Familie konnten bis heute mindestens 25 Mitglieder charakterisiert werden'®. Sie
alle zeichnen sich durch eine ausgepragte zelltyp- und gewebespezifische Expression
aus'™. |hr charakteristisches Merkmal bilden zwei Ca®"-bindende Helix-Turn-Helix-Motive
(EF-Hand), welche durch eine zentrale flexible Scharnier-Domane getrennt und jeweils von
einer a-Helix flankiert sind'®. Neben ihrer funktionellen Beziehung zu grundlegenden

zellularen Prozessen wie Zellzyklus, Zelldifferenzierung und Zellkommunikation Gben S100-



Proteine einen Einfluss auf die Organisation des Cytoskeletts und somit auf das
Zellverhalten wie Zelladhasion, -migration und Chemotaxis aus'®. Fiir einige wenige
Mitglieder dieser Familie wie Calprotectin'®, Calgranulin C'® und S100A7 (syn. Psoriasin)'®
konnten bereits antimikrobielle, antifungale sowie antiparasitare Wirkungen gezeigt werden.
Erst vor kurzem konnte das letztere, S100A7, im Oralepithel detektiert werden'®.

Eine weitere bedeutsame Komponente der Verteidigungstrategie gegen Mikroorganismen
bilden Mitglieder der Ribonuclease (RNase)-A-Superfamilie. Dabei wurde das erste
Nucleinsdureabbauende Enzym bereits 1920 von Walter Jones entdeckt und beschrieben'"°.
Der Name "Ribonuclease" wurde allerdings erst 1938 vergeben und in der Literatur

erwahnt!"

. Aus den Beobachtungen der Interaktion des Enzyms mit abgetoteten Bakterien
("pneumococci”) wurde schon damals die antimikrobielle Wirkung dieser RNase postuliert'"".
Mittlerweile gibt es mindestens fiinf unterschiedliche humane RNasen (RNASE2 und 3'2™*?,
ANG™ RNASE7""*™” und RNASES8''®), welche neben ihren spezifischen Funktionen wie
beispielsweise Chemotaxis oder Angiogenese auch als endogene Antibiotika wirken. Dabei
handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe pyrimidin-spezifischer RNasen, die von
verschiedenen Zelltypen, unter anderem von Neutrophilen, Eosinophilen und Keratinocyten,
synthetisiert werden und dort gegen potenzielle Krankheitserreger mitwirken. In der
humanen Lunge konnte bisher allerdings nur RNASE7 als einziges epitheliales, antibiotisch-

aktives Mitglied dieser Proteinfamilie identifiziert werden'®""°.

1.6 Epigenetik und Genregulation

Das chemische Abwehrsystem der Lunge besteht sowohl aus konstitutiv produzierten, gegen
verschiedene Erreger gerichteten AMPs als auch erst durch Kontakt mit bestimmten
Mikroorganismen induzierbaren Peptidantibiotika. Mechanismen, welche die Genexpression
kontrollieren, operieren auf verschiedenen Ebenen. Eine davon ist das Chromatin selbst'®.
Diese Ebene ist epigenetischer Natur und vermittelt nicht nur die Umsetzung des
genetischen Codes, sondern passt diese auch gleichzeitig an die Umwelteinflisse an.

Unabhangig von seiner geschichtlichen Entwicklung wird der Begriff "Epigenetik" heutzutage
haufig als eine Regulationsebene tber der DNA (abgeleitet vom griechischen "epi" = "liber",
"an", "bei") bezeichnet. Obwohl diese Wortdeutung einen wichtigen Aspekt in der Epigenetik
betrifft, ist der Ursprung des Wortes historisch gesehen nicht korrekt. Die eigentliche
Epigenetik entwickelte sich ab Beginn der 1940er Jahre, obwohl ihre Ansatze und
Grundlagen bereits auf frihere Zeiten zurickgehen. Schon Aristoteles (384-322 v. Chr.)
glaubte an die Epigenese und vertrat die Meinung, dass sich individuelle organische Formen
aus formlosen Substanzen entwickeln'®'?'. Er war ein Gegner des Praformismus und stellte
seine "epigenetische" Betrachtungsweise gegen die damalige Ansicht, wonach sich die

vollstdndigen Organismen aus winzigen, bereits vollstandig geformten, praformierten



Korpern entwickeln. Doch um die Kontinuitdt und die zunehmende Komplexitat der
Organismen wahrend der Entwicklung zu erklaren, mussten Epigenetiker eine
unbeobachtbare Kraft postulieren, die in der Lage wére, diese Entwicklung zu steuern'®’.
Und damit hatte die Theorie der Epigenese ein ernstes Problem. Einen wichtigen Beitrag zur
Aufklarung der Epigenetik lieferten die Arbeiten des britischen Biologen Conrad Hal
Waddington (1905-1975). Er hat als erster zwei damals vdllig getrennte Disziplinen,
Entwicklungsbiologie und Genetik, miteinander verknlpft und 1966 in seinem Werk
"Principles of development and differentiation" veréffentlicht'?®. Nach Waddington bestimmen
nicht nur Gene, sondern auch deren "Umwelt", die er als "...a certain number of different
regions of cytoplasm..." oder Epigenotyp definiert hat, einen bestimmten Phanotyp wahrend
der Entwicklung. Dabei pragte er durch das Zusammenziehen der beiden Worter
"epigenesis" und "genetics" den Begriff "epigenetics" (Epigenetik) und beschrieb damit den
Prozess, durch den sich ein Genotyp zum Phanotyp auspragt. Mit seiner Definition
Uberbrickte er erstmals das Spannungsfeld zwischen der klassischen Genetik und der
Umwelt und vereinigte in der Epigenetik Prozesse wie Vererbung, Entwicklung und
Evolution. Noch heute gibt es jedoch keine einheitliche Meinung dazu, inwiefern unsere
genetische Information durch unsere Umwelt (vor)gepragt wird.

Die moderne Epigenetik wird meist definiert als das Studium von Effekten, die mitotisch
und/oder meiotisch vererbbar sind, aber nicht auf eine Anderung der DNA-Sequenz
zuriickgefiihrt werden kénnen'?. Demnach sind epigenetische Effekte stabile, aber zugleich
potenziell reversible Anderungen der Genexpression. Sie werden durch Umwelteinfliisse und
endogene Faktoren bestimmt und sind in ein komplexes regulatorisches Netzwerk
eingebunden’®. Und dieses steuert, wann, wo und unter welchen Bedingungen bestimmte
Gene aktiviert und abgelesen oder inaktiviert werden. Diese Form der Genregulation wird
durch Mechanismen bestimmt, welche nachhaltig vererbbare Markierungen und Variationen
in das Chromatin einbringen'®. Sie wird im Wesentlichen durch DNA-Methylierung,
kovalente Histon-Modifikationen und Nucleosomen-Umformungen festgelegt, die lokale
Veranderungen in der Chromatinstruktur ermoglichen und somit deren funktionelle Aktivitat
bestimmen kdénnen'?>'®. Zahlreiche weitere Faktoren wie beispielsweise nicht-codierende
RNAs und Proteine des Polycomb-Trithorax-Systems stehen ebenfalls im Zusammenhang
mit der Regulation der Genaktivitat und sind fir viele grundlegende Prozesse wahrend der

121128 |n jhrer Gesamtheit stellen sie einen

Entwicklung und Differenzierung unabdingbar
eigenen, an die ndchste Zellgeneration vererbbaren Code dar und werden gemeinsam unter
dem Begriff "Epigenetik” zusammengefasst.

Aufgrund der Bedeutung fur die vorliegende Arbeit wird im Folgenden auf die beiden
erstgenannten Mechanismen, DNA-Methylierung und kovalente Histon-Modifikationen, naher

eingegangen.



1.6.1 DNA-Methylierung

Bereits im Jahr 1904 gelang es Wheeler und Johnson'®, das damals noch erste
Aminopyrimidin, 5'-Methylcytosin, synthetisch herzustellen und seine Eigenschaften zu
charakterisieren. Erst Uber 20 Jahre spater, im Jahr 1925, wurde 5'-Methylcytosin von
Johnson und Coghill'® aus den Hydrolyseprodukten der bakteriellen ("tubercle bacillus")
DNA isoliert und damit die Anzahl der schon damals bekannten Pyrimidinucleotide Cytosin,
Uracil und Thymin um das vierte Mitglied erweitert. In den spaten 1940er und frihen 1950er
Jahren konnte das methylierte Cytosin auch als Bestandteil der eukaryotischen DNA

identifiziert werden'3%:131

. Die ersten Diskussionen um einen mdglichen, damals allerdings
noch hypothetischen Zusammenhang der DNA-Methylierung mit der Genaktivitat wurden
durch die Arbeiten von Riggs'? und Holliday' erdffnet. Mittlerweile stellt sie eines der
wesentlichen Prinzipien der Genregulation dar'>*.

Noch bis heute ist die Methylierung von Cytosin die einzige bekannte Modifizierung der DNA
von Saugetieren. Sie erfolgt durch kovalente Anheftung einer Methylgruppe an die flnfte
Position des Pyrimidinrings von Cytosin und wird von Enzymen vermittelt, die als DNA-
Methyltransferasen (DMTs) bezeichnet werden'®. Sie ist im Wesentlichen auf das Cytosin
beschrankt, das sich innerhalb der Sequenz 5'-CG-3' befindet (CpG- oder symmetrische
Methylierung), obwohl eine Methylierung auflerhalb dieser Sequenz ("non-CpG"- oder

136 hre

asymmetrische Methylierung) ebenfalls in der Literatur beschrieben wurde
funktionelle Bedeutung und Regulation ist allerdings noch nicht vollstandig geklart. Im
Genom von Saugetieren sind CpG-Sequenzen sehr ungleich verteilt. Die meisten davon
(etwa 98 %) kommen vereinzelt vor (etwa eine CpG-Sequenz auf 100 bp), wo sie bis zu
80 % methyliert vorliegen. Oder sie konzentrieren sich zu héheren Dichten (etwa eine CpG-
Sequenz auf 10 bp), den so genannten CpG-Inseln, wo sie bis auf einige wenige
Ausnahmen unmethyliert verbleiben'’. Im humanen Genom wird die Anzahl solcher Inseln
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auf etwa 29 Tausend geschatzt'™. Sie finden sich haufig in regulativen Abschnitten,

bevorzugt in Promotorbereichen, oder sie markieren das 5'-Ende von Transkriptionseinheiten
wie beispielsweise von nicht-codierenden RNAs '3,

Die CpG-Methylierung gilt als stabilste unter den epigenetischen Modifikationen. Sie erfullt
wichtige Funktionen bei der Strukturierung des Chromatins und bildet die Grundlage fur das
Phanomen der genomischen Pragung (genomic imprinting) und X-Chromosom-
Inaktivierung'®’. Neben diesen essenziellen genetischen Funktionen ist sie auch an der
Regulation der Genaktivitat beteiligt. Und obwohl die genauen Mechanismen gegenwartig
noch wenig bekannt sind, gilt die direkte Interaktion von 5'-Methylcytosin mit spezifischen
Proteinen, welche Uber eine Methyl-CpG-Binde-Domane verfligen (wie beispielsweise
MECP2, methyl CpG binding protein 2), als das Schliissel-Element dieser Funktion'°. Auch

die Wechselwirkungen mit spezifischen Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise MYC



(avian myelocytomatosis viral oncogene homolog, syn. C-Myc), welche die CpG-Sequenzen
in seinem Erkennungsmotiv enthalten und deren Bindung durch das 5'-Methylcytosin direkt
vermittelt werden, werden im Zusammenhang mit der Genregulation duskutiert™. Dabei gilt
eine langfristige Abschaltung von Genen als die am weitesten akzeptierte Funktion, die

durch CpG-Methylierung vermittelt wird'*.

1.6.2 Kovalente Histon-Modifikationen

Einen der ersten Beitrage zur Aufklarung der Rolle der Histon-Modifikationen in der
Genregulation lieferte bereits 1964 die Arbeit von Allfrey et al.™'. Dabei stellten sie fest, dass
Anderungen in der Histon-Struktur die Ableserate der DNA und somit die RNA-Synthese
beeinflussen. Und obwohl schon damals erkannt wurde, dass Modifikationen an Histonen
einen dynamischen, reversiblen Mechanismus darstellen, Uber den Zellen ihre
Transkriptionsprogramme steuern, wurde ihre epigenetische Bedeutung erst vor wenigen
Jahren erkannt. Mit der Beschreibung der ersten Histon-Acetyltransferase (HAT) im Jahr
1996'*? und der ersten Histon-Methyltransferase (HMT) im Jahr 2000'* gelang der
wesentliche Durchbruch in der Aufdeckung der molekularen Grundlagen der Epigenetik.
Heute wei® man, dass die N-terminalen Regionen der Histone, welche grundlegende
Funktionen bei dem Verpacken der DNA und dem Aufbau des Nucleosoms Ubernehmen,
vielfaltig kovalent modifiziert werden kénnen'*. Zu diesen Modifikationen gehdren im
Wesentlichen die Acetylierung spezifischer Lysinseitenketten durch HATs sowie die
Methylierung von Lysin- und Argininresten durch HMTs." Die Phosphorylierung von
Serinresten durch Histon-Kinasen sowie die Anheftung von Ubiquitin- (Ubiquitinierung),
SUMO- (SUMOylierung) und Poly(ADP-Ribose)-Einheiten (ADP-Ribosylierung) werden
ebenfalls als weitere Modifikationsmdglichkeiten in der Literatur beschrieben'®. Diese
Modifikationen stellen eine Art epigenetischer Markierungen dar, welche genaue
Informationen Uber den Aktivitatszustand von Genen enthalten kénnen. Insbesondere im Fall
des Histons H3 konnte gezeigt werden, dass sie in einem engen Zusammenhang mit der
Aktivierung und der Repression von Transkriptionsvorgdngen stehen'’. So fiihrt
beispielsweise die Acetylierung des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9-Acetyl) und Lysin-14
(H3K14-Acetyl) ebenso wie die Di- oder Tri-Methylierungen am Lysin-4 (H3K4me,,
H3K4me;) im Allgemeinen zu einer Aktivierung der Transkription. Dagegen stehen die Di-
und Tri-Methylierungen des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9me,;, H3K9me;) im

48 Alle diese Histon-

Zusammenhang mit der Repression bestimmter Genabschnitte
Modifikationen kénnen miteinander "kommunizieren" und sich wechselseitig beeinflussen'®.
Sie bestimmen durch die Anderungen der Gesamtladung, der Basizitdt oder der
Hydrophobie der Histon-Proteine deren Affinitadt gegentiber der DNA und schaffen zahlreiche

Bindungsstellen fur chromatinassozierte Proteine. Dabei stellt beispielsweise das H3K9me;



die Bindungsstelle fir das Heterochromatin-Protein-1 (HP1, heterochromatin protein 1),
welches mit der Inaktivierung von Genen und der Repression der Transkription in
Verbindung gebracht wird, dar'®®. In ihrer Gesamtheit vermitteln die Histon-Modifikationen
funktionell vielfaltige Interaktionen mit ATP-getriebenen Chromatin-Umformungskomplexen,
welche schlieBlich zu veranderten nucleosomalen Strukturen fihren und somit das
Chromatin funktionell determinieren’. In ihrer Vielfalt werden sie als "Histon-Code"
bezeichnet und bilden ein eigenes zellulares Informationssystem, das zur Steuerung
transkriptionsabhéngiger Vorgdnge verwendet wird"'. Dieses System unterliegt einer
strengen Kontrolle, deren Etablierung auf unterschiedlichen Enzym-Familien wie

beispielsweise HATs, HMTs oder Histon-Deacetylasen (HDACs) beruht.

1.6.3 Humane Histon-Deacetylasen

Nur einen Monat nach der Beschreibung der ersten HAT'*, die Acetylgruppen auf Histone

Ubertragen kann, hatten Jack Taunton et al.'®

ein ahnliches Ergebnis, allerdings mit
umgekehrten "Vorzeichen", erzielt. Ihnen gelang der Nachweis der ersten Histon-
Deacetylase, HDAC1, die Acetylgruppen von Histonen entfernt und damit den Gegenpart in
der Regulation des Acetylierungsstatus darstellt. Bis heute wurden 18 humane HDACs
identifiziert, die aufgrund (i) von Sequenzhomologien zu den Hefe-Proteinen von
Saccharomyces cerevisiae, (ii) der Lokalisation in der Zelle, (iii) Gewebespezifitat und
(iv) enzymatischen Aktivitdten in vier Klassen eingeteilt werden'*"'**. Die Mitglieder der
Klassen I, Il und IV werden von Zink (Zn?**)-abhéngigen Metalloproteasen gebildet und in der
Literatur als klassische HDACs bezeichnet. Durch ihre Zn?*-Abhéngigkeit unterscheiden sie
sich von der Klasse Ill der HDACs, welche in ihrer Katalyse das Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid (NAD") als Cofaktor bendtigen und durch ihre Homologie zum Hefeprotein silent
information regulator 2 (Sir2) als Sirtuine (SIRT) bezeichnet werden. Aufgrund der
Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit werden die Zn?*-abhangigen HDACs im Folgenden

naher erlautert.

HDACs der Klasse | zeichnen sich durch ihre Homologie zu den reduced potassium
dependency 3 (RPD3)-Proteinen der Hefe aus und umfassen HDAC1'%?, 2'%°, 3'% ynd 8",
Ihnen gemeinsam ist eine kompakte Struktur mit nur einer katalytischen Domane, eine
vorwiegend nucleadre Lokalisation sowie eine ubiquitdre Expression. Die katalytische
Domaéne ist generell bei allen HDACs hoch konserviert, wahrend die N- und C-terminalen
Abschnitte sehr unterschiedlich sein kénnen.

Zu den HDACs der Klasse Il werden die Homologen des Hefeproteins histone deacetylases
A1 (Hda1) gerechnet. Sie umfassen HDAC4'%%'%9 559 §'59 7160 9'6" ynd 10'%? und zeichnen

sich durch eine gewebespezifische Expression aus, wobei sie sowohl eine nucleédre als auch



eine cytoplasmatische Lokalisation aufweisen. Sie unterscheiden sich in der Anzahl ihrer
katalytischen Domanen, welches die Basis fur eine weitere Klassifizierung dieser Proteine
darstellt: Wahrend die Mitglieder der Subklasse HDACIla (HDAC4, 5, 7 und 9) Uber eine
katalytische Domane verfligen, bilden zwei solche Domanen das charakteristische Merkmal
der Subklasse HDACIIb (HDAC6 und 10)".

Die zuletzt entdeckte HDAC11'® weist sowohl charakteristische Merkmale der Klasse | (wie
beispielsweise nucleare Lokalisation) als auch der Klasse Il (gewebespezifische Expression)
auf, wird allerdings aufgrund zu geringer Sequenzhomologien zu den beiden Klassen in die

eigene Klasse |V eingegliedert.

Als Gegenspieler der HATs spielen HDACs eine bedeutende Rolle in der Regulation der
Transkription und sind in das Kontrollsystem fundamentaler zellularer Prozesse wie
Zellzyklus, Differenzierung und  Zelliberleben  eingebunden'®'*.  Fehlerhafte
Enzymaktivitaten fihren damit nicht nur zu einem fehlerhaften Muster der Genexpression.
Sie zerstoren die zelluldare Homobostase und haben schwerwiegende neurodegenerative und
psychiatrische Erkrankungen sowie Krebs zur Folge'®. Es gibt mindestens zwei chronisch
obstruktive Atemwegserkrankungen, bei denen eine gestorte HDAC-Aktivitat als
wesentlicher pathogenetischer Mechanismus postuliert wird: das Asthma bronchiale und die
COPD14’165'166.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die COPD stellt mit weltweit Gber 210 Millionen betroffenen Menschen ein hochrelevantes
medizinisches Problem mit einer kontinuierlich ansteigenden Inzidenz dar. Als wesentlicher
Teil der molekularen Pathogenese bei der COPD wird eine veranderte Expression bzw.
Aktivitdt von Genen postuliert, die an grundlegenden zelluldren Prozessen beteiligt ist'>">.
Ob die angeborenen Abwehrmechanismen des Bronchialepithels dabei beteiligt sind, ist aber
bisher ungeklart. Untersuchungen der letzten Jahre haben die molekularen Mechanismen
der antimikrobiellen angeborenen Immunabwehr bei entzindlichen und infektidsen
pulmonalen Erkrankungen wie der Pneumonie oder dem Asthma bronchiale naher
beleuchtet'®'®®. Einige epidemiologisch-genetische Untersuchungen belegen zudem einen
Zusammenhang zwischen DEFB1-Genpolymorphismen und dem Auftreten der COPD'®.
Basierend auf der Hypothese, dass die antimikrobielle angeborene Abwehr eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der COPD spielt, sollten in der vorliegenden Arbeit
AMPs beziglich ihrer Genexpression in der humanen Lunge und im Hinblick auf eine
Modulation beim Fortschreiten einer COPD charakterisiert werden. In diesem

Zusammenhang sollte neben den humanen Defensinen die Expression zweier neuartiger,



bisher wenig charakterisierter antimikrobieller Peptide, RNASE7 und S100A7, in der Lunge

ebenfalls untersucht werden.
Im Detail sollten untersucht werden:

= Die Expression von a- und p-Defensinen, RNASE7 und S100A7 in der humanen Lunge
im Zusammenhang mit der COPD. Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:
— Ist die Expression dieser Peptide bzw. Proteine bei der COPD gestort?
— Besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression dieser Peptide bzw. Proteine
und den - fir die COPD-Diagnostik relevanten — Parametern?
— Welchen Einfluss haben potenzielle Krankheitserreger der Atemwege auf die

Expression dieser Peptide bzw. Proteine?

= Die molekularen Mechanismen der Genexpression von DEFB1 im Zusammenhang mit
der COPD. Hier sollten folgende Fragen beantwortet werden:
— Welche epigenetischen Mechanismen sind an der transkriptionellen Aktivierung von
DEFB1 beteiligt?
— Ist die transkriptionelle Aktivierung von DEFB1 mit einem Muster bestimmter
Histon-Modifikationen assoziiert?
— Besteht ein Zusammenhang zwischen der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1

und humanen Histon-Deacetylasen?



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Ausgewahlte Gerate und Zubehor

Binocular und Durchlichtmikroskop:

Brutschrank:

BioPhotometer:
Centrifuge 5415C:
LightCycler 2.0 und 480:

LightCycler 480 Multiwell Plate 96 (white):

20 pl LightCycler Sample Carousel 2.0:

Mastercycler gradient:

Pellet Pestle Cordless Motor:

RNase Free Pellet Pestle Only (1,5 ml):
RNase Free Pellet Pestle w/tube (1,5 ml):
Rotanta 46RC:

Rotixa 50 RS:

Sonifier 250 mit Regeleinheit TM2:

2.2 Kits

AccuPrime Taq DNA Polymerase High Fidelity:

Absolutely RNA Miniprep Kit:

EpiTect Bisulfite Kit:
Hemacolor-Schnellfarbung-Farbeset:
Human Interleukin-8 (Hu IL-8) ELISA Kit:
LightCycler Fast Start DNA MasterPlus

SYBR Green Master:
LightCycler TagMan Master:
LightCycler 480 SYBR Green Master:

LightCycler 480 Probes Master:

PureLink HQ Mini Plasmid Purification Kit:

Promega-PCR-Mix:

Zeiss (Jena, Deutschland)

Heraeus Instruments (Hanau,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Kontes (New Jersey, USA)
Kontes (New Jersey, USA)
Kontes (New Jersey, USA)

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen,
Deutschland)

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen,
Deutschland)

Bradson (Danbury/CT, USA)

Invitrogen (Leek, Niederlande)
Stratagene (Amsterdam, Niederlande)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Leek, Niederlande)

Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim, Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Invitrogen (Leek, Niederlande)
Promega (Madison, USA)



QlAamp DNA Mini Kit:
SuperScript Il Reverse Transcriptase Kit:
TOPO TA Cloning Kit for Sequencing:

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Agarose:

Aqua ad iniectabilia:
Bacto-Agar:

Bovine serum albumin (BSA):
Bromphenolblau:

Complete Mini EDTA-free:

1,4-Dithio-DL-Threitol (DTT):
Desoxynucleosidtriphosphat (ANTP):
Ethylendiamintetraacetat (EDTA):
Ethidiumbromid:

Fetal calf serum (FCS):
Formaldehyd (37 % in H;O):
Glukose:

Glycerin:

Kaliumchlorid (KCl):

Kanamycin:

Natriumchlorid (NaCl):
Natriumcarbonat (Na,CO3):
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO;):
Oligo(dT)2-1:

Paraformaldehyd (PFA):
Penicillin:

Protein G Sepharose 4 Fast Flow:
RNA (aus Béackerhefe):
Sodiumdodecylsulfat (SDS):
Streptomycin:

Tris:

Tris-HCI:

Triton X-100:

10 x Trypsin/EDTA:

Trypton:

Xylencyanol:

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Invitrogen (Leek, Niederlande)

Invitrogen (Leek, Niederlande)

Serva GmbH (Heidelberg, Deutschland)
Braun (Melsungen, Deutschland)

Otto Nordwald (Hamburg, Deutschland)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Serva GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland)

Biochemika Fluka (Buchs, Schweiz)
Invitrogen (Leek, Niederlande)

Serva GmbH (Heidelberg, Deutschland)
GIBCO GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Serva GmbH (Heidelberg, Deutschland)
Biochemika Fluka (Buchs, Schweiz)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Roth (Karlsruhe Deutschland)

Serva GmbH (Heidelberg, Deutschland)
Riedel-de Haen (Seelze, Deutschland)
Invitrogen (Leek, Niederlande)
Biochemika Fluka (Buchs, Schweiz)
PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Amersham (Uppsala, Schweden)

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Amersham (Cleveland, USA)

PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Serva GmbH (Heidelberg, Deutschland)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Serva GmbH (Heidelberg, Deutschland)
PAA Laboratories (Pasching, Osterreich)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)



Weitere Chemikalien und Reagenzien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von der Firma

Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

2.4 Alilgemeine Medien, Puffer und Losungen

Alle Puffer wurden, soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur gelagert. Die Puffer

wurden mit dem Wasser Aqua ad iniectabilia von der Firma B. Braun (Melsungen,

Deutschland) angesetzt.

2.4.1 Zellkultur

DMEM-komplett:

Einfriermedium:
PBS:

RPMI:

RPMI-komplett:

10 x Trypsin/EDTA:

2.4.2 Bakterienanzucht

LB-Medium:

LB/Kanamycin-Agar-Platten:

LB/Kanamycin-Medium:

DMEM, high Glucose, with L-Glutamin (PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich), 100 U/ml
Penicillin, 100 pug/ml Streptomycin, 10 % FCS;
Lagerung bei 4 °C

10 % (v/v) DMSO in FCS; frisch angesetzt

140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 7,4 mM Na,HPOy,,
1,5 mM KH,PO,, pH 7,4; Lagerung bei 4 °C

RPMI 1640, high Glucosg, with L-Glutamin (PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich); Lagerung bei
4°C

RPMI 1640, high Glucosq, with L-Glutamin (PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich), 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 10 % FCS;
Lagerung bei 4 °C

PAA Laboratories (Pasching, Osterreich), enthalt

0,5 % (w/v) Trypsin, 0,2 % (w/v) EDTA; nach der
Verdiinnung Lagerung bei 4 °C

1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 1 %
(w/v) NaCl, pH 7,5; Lagerung bei 4 °C

LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Bacto-Agar, autoklaviert
und vor der Zugabe von Kanamycin

(Endkonzentration: 25 ug/ml) auf 50 °C abgekduhilt;
Lagerung bei 4 °C

30 pg/ml Kanamycin im LB-Medium; Lagerung bei
4°C

2.4.3 Chromatinimmunprazipitation (ChiP)

ChIP-PBS:

150 mM NaCl, 8 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,; pH
7,5; kurz vor Verwendung wurde in je 10 ml Puffer
eine Proteaseinhibitor-Tablette (Complete Mini
EDTA-free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) aufgel6st; Lagerung bei 4 °C



ChlIP-Verdinnungspuffer:

Elutionspuffer:

Hochsalzwaschpuffer:

Lithiumchlorid-Waschpuffer:

Niedrigsalzwaschpuffer:

SDS-Lysepuffer:

1 %-ige Formaldehyd-L6sung:

20/2 TE-Puffer:

0,01 % (w/v) SDS, 1,1 % (v/v) Triton X-100, 1,2 mM
EDTA, 16,7 mM Tris-HCI (pH 8), 167 mM NacCl; kurz
vor Verwendung wurde in je 10 ml Puffer eine
Proteaseinhibitor-Tablette (Complete Mini EDTA-
free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) aufgelést; Lagerung bei 4 °C

0,1 M NaHCOs3, 1 % SDS; frisch angesetzt

0,1 % (w/v) SDS, 1 % (v/v) Triton X-100, 2 mM
EDTA, 20 mM Tris-HCI (pH 8), 500 mM NacCl;
Lagerung bei 4 °C

0,25 M LiCl, 1 % (viv) NP-40, 1 % (w/v)
Natriumdesoxycholat, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI
(pH 8); Lagerung bei 4 °C

0,1 % (w/v) SDS, 1 % (v/v) Triton X-100, 2 mM
EDTA, 20 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NacCl;
Lagerung bei 4 °C.

1 % (w/v) SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH
8); kurz vor Verwendung wurde in je 10 ml Puffer
eine Proteaseinhibitor-Tablette (Complete Mini
EDTA-free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) aufgelost

1 % (w/v) Formaldehyd (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) in RPMI; frisch angesetzt

2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI (pH 8); Lagerung bei
4°C

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

TBE-Puffer:
6 x Beladungspuffer:

89 mM Tris, 89 mM Borsaure, TmM EDTA, pH 8,0

0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 30 %
Glycerin in H,O; Lagerung bei 4 °C

2.5 Stimulantien und weitere Substanzen

Acinetobacter Iwoffii F78:

Bacillus subtilis DSM 618:
DMSO:
Escherichia coli F1111 9-41:

Ethanol:

humanes rekombinantes TNF-a:

LPS von Salmonella enterica:
(serovar Friedenau)

zur Verfugung gestellt von Ania Hanuszkiewicz
(Forschungszentrum Borstel, FZB)

zur Verfigung gestellt von Kay Vogel (FZB)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

zur Verfuigung gestellt von Uwe Mamat und Ania
Hanuszkiewicz (FZB)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

zur Verfugung gestellt von Prof. Dr. Daniela Mannel
(Regensburg, Deutschland)

zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Helmut
Brade (FZB)



Pam3CS-K4:

Trichostatin A (TSA):
5-Aza-2'-desoxycytidin (ZdCyt):

2.6 Enzyme

EcoR1 & EcoR1-Puffer:
Proteinase K:

RNase A:

RNaseOut:

2.7 Antikorper

Anti-Acetyl-Histone H3:
Anti-acetyl-Histone H3 (Lys9):
Anti-acetyl-Histone H3 (Lys14):

Anti-dimethyl-Histone H3 (Lys9):
Anti-trimethyl-Histone H3 (Lys4):
Anti-trimethyl-Histone H3 (Lys9):

Anti-trimethyl-Histone H4 (Lys20):

EMC microcollections GmbH
Deutschland)

Cell Signaling (Frankfurt am Main, Deutschland)

(TUbingen,

Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

New England Biolabs (Ipswich, USA)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Invitrogen (Leek, Niederlande).

Millipore (#17-615; Billerica, MA, USA)
Millipore (#07-352, Billerica, MA, USA)
Millipore (#07-353, Billerica, MA, USA)
Millipore (#07-712, Billerica, MA, USA)
Millipore (#05-745, Billerica, MA, USA)

zur Verfigung gestellt von Dr. Jérn
Bullwinkel (FZB);

zur Verfigung gestellt von Dr. Jorn
Bullwinkel (FZB).

2.8 Oligonucleotide (Primer)

Tabelle 2-1 Verwendete Primer.

Primer Sequenz GroRe des Intron-
Produktes [bp] liberspannend

GAPDH sense GTCATCATCTCCGCCCCTTCTGC 443 Nein
antisense GATGCCTGCTTCACCACCTTCTTG

B-M sense GCTGTGCTCGCGCTACTCTC 368 Ja
antisense GCGGCATCTTCAAACCTCCAT

PBG-D sense AACCCTGCCAGAGAAGAGTG 117 Ja
antisense AGCCGGGTGTTGAGGTTT

DEFA5 sense GCCATCCTTGCTGCCATTC 241 Ja
antisense TGATTTCACACACCCCGGAGA

DEFA6 sense GCAGGCAAAAGCTTATGAGG 127 Ja
antisense AGTGAAAGCCCTTGTTGAGC

DEFB1 sense TGTCTGAGATGGCCTCAGGT 106 Ja
antisense GGGCAGGCAGAATAGAGACA

DEFB4 sense TCAGCCATGAGGGTCTTGTA 89 Ja

antisense GGATCGCCTATACCACCAAA

DEFB103A sense

TTGCTCTTCCTGTTTTTGGTG 85 Ja

antisense CGCCTCTGACTCTGCAATAA




Tabelle 2-1 Verwendete Primer (Fortsetzung).

Primer Sequenz GroRe des Intron-
Produktes [bp] iiberspannend

DEFB104A sense CCAGCATTATGCAGAGACTTG 178 Ja
antisense CATGCATAGGTGTTGGGACA

RNASE7 sense CATGGCTGAGTTGCATGCTTGA 235 Ja
antisense GGAGTCACAGCACGAAGACCA

S100A7 sense CTGCTGACGATGATGAAGGA 73 Ja
antisense CGAGGTAATTTGTGCCCTTT

IL8 sense TTGCCAAGGAGTGCTAAAGAA 334 Ja
antisense CAACCCTACAACAGACCCACAC

HDAC1 sense CCAAGTACCACAGCGATGAC 110 Ja
antisense TGGACAGTCCTCACCAACG

HDAC2 sense TGAAGGAGAAGGAGGTCGAA 124 Ja
antisense GGATTTATCTTCTTCCTTAACGTCTG

HDAC3 sense CACCATGCCAAGAAGTTTGA 91 Ja
antisense CCCGAGGGTGGTACTTGAG

HDAC4 sense GTGGTAGAGCTGGTCTTCAAGG 60 Ja
antisense GACCACAGCAAAGCCATTC

HDACS5 sense TCTGAATACCACACCCTGCTC 111 Ja
antisense ACAAGGCAGCACAGCATACA

HDACG6 sense AGTTCACCTTCGACCAGGAC 72 Ja
antisense GCCAGAACCTACCCTGCTC

HDAC7 sense CATGACCTCACAGCCATCTG 113 Ja
antisense CATTGAGGTTGGGGTTTCTG

HDACS sense CAGGATGGCATACAAGATGAAA 128 Ja
antisense ATGGGATCCCCAGCTATTGT

HDAC9 sense ATCCCAAGCTCTGGTACACG 109 Ja
antisense TCTTGTGCTCCTGGTAATGTGT

HDAC10 sense CTGTCAACCTGCCCTGGA 105 Ja
antisense CAGCTCAGGGTCAAACTCAA

HDAC11 sense TGTCTACAACCGCCACATCT 119 Ja
antisense TGTTCCTCTCCACCTTATCCA

GAPDH®"P sense TACTAGCGGTTTTACGGGCG 166 Nein
antisense TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA

Histon H4 sense CATCACCAAGCCTGCCATTCGG 162 Nein
antisense CACATCCATGGCTGTGACGGTC

LINE-1 sense GCAGGCCTGGTGGTGAC 101 Nein
antisense CAGAATTTCATATCCAGCCA

DEFB1 "™ sense CCACACTGGGGGCTCACTTTCT 136 Nein
antisense TGGCCAAGGCTACCTTCTCA

DEFB1<"P! sense GAAGAGGGTGAAGTTTGAG 150 Nein
antisense AGGCAGTTCACACTGGA

DEFB1°"P! sense AGAACTGCCTAACCTAGAAA 151 Nein
antisense ACTTCTAATCGCTAACCCCT

DEFB1°"PV sense GGTTAGCGATTAGAAGTTC 100 Nein
antisense TGGAGCGTCACTGTATT




Tabelle 2-1 Verwendete Primer (Fortsetzung).

Primer Sequenz GroRe des Intron-
Produktes [bp] iiberspannend

DEFB1°"™V sense GCAATCCACCAGTCTTAT 113 Nein
antisense AGGCAACACTCAGGATT

DEFB1°MPV! sense GAGAACTTCCTACCTTCTGC 135 Nein
antisense AGCCATCCGAGACTCAC

DEFB1°""V"  sense TGCCATAAGCACATTGC 107 Nein
antisense GCCGAGAATAGCCAAGA

DEFB1°""V"  sense CAATGTCTCTATTCTGCCT 117 Nein
antisense TTCACTTCTGCGTCATT

DEFB15suft sense TTTAGTGGGAAAAGAGAAAAGTT 498 Nein

(S1-Abschnitt)  antisense AACTAATAAATTACACAACCTC

DEFB15suIt sense GGGTTAATTTTTTGGAAGAGAA 389 Nein

(S2-Abschnitt) antisense CACAAAATTCATTTTAACCC

DEFB1Bisuft sense GGTTGGGTTAGATTTTTATTTTT 873 Nein

antisense ATACTTTCCTACTACTTATTCCT

2.9 Studiendesign und Patientenmaterial

Patienten mit unterschiedlichem Schweregrad einer COPD und gesunde Probanden wurden
in der Medizinischen Klinik des Forschungszentrums Borstel rekrutiert. Die Diagnose einer
COPD basierte auf dem Nachweis einer nicht vollstandig reversiblen Atemwegsobstruktion.
Die Schweregradeinteilung erfolgte gemar der Leitlinie der Deutschen Atemwegsliga und
der DGP® anhand der Messungen von FEV, und VC sowie der Bestimmung des Quotienten
FEV./VC (FEV4/VC <70 % und FEV, < 80 %). Die Teilnahme an dieser Studie war freiwillig
und setzte ein schriftliches Einverstandnis nach ausfihrlicher mindlicher und schriftlicher
Information Uber die Studie und die Untersuchungen voraus. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Libeck bewilligt.

Es wurden insgesamt 34 COPD-Patienten und zehn gesunde Probanden rekrutiert. Nach
Einwilligung zur Teilnahme an dieser Studie wurden alle Studienteilnehmer mittels eines
strukturierten Fragebogens charakterisiert und auf ihre Lungenfunktion und allgemeinen
korperlichen Parameter hin untersucht. Die wesentlichen dieser Zielparameter sind:
Anamnese (Symptome), Raucherstatus (pack years), Lungenfunktion (Spirometrie und
Ganzkorperplethysmographie), Belastungstest (6-Min-Gehtest) und Laboruntersuchungen
(Zelldifferenzierung in der BAL-Flussigkeit). Folgende Lungenfunktionstests waren fir diese
Arbeit von besonderer Bedeutung:

1-Sekunden-Kapazitat (FEV+): Volumen, das innerhalb der ersten Sekunde einer

forcierten Exspiration ausgeatmet wird

inspiratorische Vitalkapazitat (VC): Volumen zwischen maximaler Ausatmung und
maximaler Einatmung



Residualvolumen (RV): Volumen, das nach maximaler Ausatmung in der Lunge

verbleibt
Totale Lungenkapazitat (TLC): gesamtes, sich in der Lunge befindliches Volumen bei
maximaler Einatmung = Summe aller einzelnen

Lungenvolumina

intrathorakales Gasvolumen (ITGV): Volumen, das nach einer Ausatmung in der Lunge
verbleibt

inspiratorische Kapazitat (IC): Volumen, das nach normaler Ausatmung bei maximaler
Inspiration eingeatmet werden kann

Die Normalwerte der Lungenvolumina [Liter, 1] sind abhangig von Grofle, Alter und
Geschlecht, werden daher zur Beurteilung des Schweregrades einer Funktionsstérung als
% vom Mindest- bzw. Hochstsollwert angegeben.

Alle Studienteilnehmer wurden einer Bronchiskopie unterzogen. Diese wurden nach den
nationalen Empfehlungen'”® von PD Dr. Christoph Lange in der Medizinischen Klinik des
Forschungszentrums Borstel durchgefiihrt. Wahrend der Bronchoskopie wurden jeweils
bronchoalveolare Lavage (BAL)-Flussigkeiten und Bronchialschleimhautbiopsien mittels
einer BAL gewonnen. Dieses Material stellte die Grundlage fur die im Rahmen dieser Arbeit
durchgeflhrten Untersuchungen dar und wurde direkt nach der Gewinnung im Labor weiter

verarbeitet.

2.9.1 Verarbeitung der BAL-Flussigkeiten

Die BAL-Flussigkeiten wurden durch ein Nylon-Filtergewebe (A. Hartenstein GmbH,
Wirzburg/Versbach, Deutschland) filtriert, zentrifugiert (10 min, 2000 rpm, 4 °C) und die
isolierten Zellen wurden einmal in 1 x PBS gewaschen (5 min, 2000 rpm, 4 °C). Je nach
Experiment wurden die Zellen (i) fur die Zelldifferenzierung mittels Hemacolor-
Schnellfarbung verwendet (Abschnitt 2.9.3), (ii) fir die RNA-Isolierung bei -20 °C eingefroren
(Abschnitt 2.12.3) oder (iii) fir die Chromatinimmunprazipitation sofort weiterverarbeitet
(Abschnitt 2.12.8).

Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen der BAL-Flussigkeit mit 0,1 % (w/v)
Trypanblau-Lésung in 1 x PBS (GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland) verdinnt und die
lebenden Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer (Braun, Ludwigshafen, Deutschland)

ausgezahlt. Die Epithelzellen und Erythrocyten wurden dabei nicht bertcksichtigt.

2.9.2 Verarbeitung der Bronchialschleimhautbiopsien

Die Bronchialschleimhautbiopsien wurden von der physiologischen Kochsalzldsung befreit (5
min, 2000 rpm, 4 °C) und je nach Experiment wie folgt weiterverarbeitet: (i) das
Biopsiematerial wurde nach Zugabe von zunéachst 100 pl Lysispuffer und anschlieRend noch
weiteren 500 ul Lysispuffer inklusive pB-Mercapthoethanol (Endvolumen 600 ul) aus dem

Absolutely RNA Miniprep Kit (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) mit einem Pellet Pestle



Cordless Motor (Kontes, New Jersey, USA) bei 4 °C homogenisiert und fir die RNA-
Isolierung bei -20 °C eingefroren (Abschnitt 2.12.3) oder (ii) das Biopsiematerial wurde fur

die Bisulfit-Sequenzierung sofort weiterverarbeitet (Abschnitt 2.12.7).

2.9.3 Hemacolor-Schnellfarbung

Die Hemacolor-Schnellfarbung von Zellen der BAL-Flissigkeit erfolgte mit dem Hemacolor-
Schnellfarbung-Farbeset der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers. Die Durchflihrung der Farbung und die anschlieRende Zelldifferenzierung wurde
von Frau Simone Ross aus der Arbeitsgruppe Experimentelle Pneumologie von Herrn PD
Dr. Hans-Peter Hauber der Medizinischen Klinik des Forschungszentrums Borstel

ubernommen.

2.10 Zellkultur

Beide Zelllinien, A549 (humane Lungenepithelkarzinom-Zelllinie) und NCI-H727 (humane
Bronchialepithelkarzinom-Zelllinie), wurden von der LGC Standards GmbH (Wesel,
Deutschland) bezogen.

A549-Zellen wurden in DMEM-komplett und NCI-H727-Zellen in RPMI-komplett in 75 cm?
Zellkulturflaschen im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) kultiviert. Bei einer Konfluenz von ca.
80 % wurden die Zellen geerntet, in neue Zellkulturflaschen Uberfuhrt und weiter kultiviert.
Zur Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat wurden die Zellen mit 0,1 % (w/v) Trypanblau-
Lésung in PBS (GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland) verdiinnt und die lebenden Zellen in

einer Neubauer-Zahlkammer (Braun, Ludwigshafen, Deutschland) ausgezahlt.

2.10.1 Behandlung von A549 und NCI-H727-Zellen

A549-Zellen wurden fiir die verschiedenen Experimente mit 3 x 10° Zellen/ml (in DMEM-
komplett) in 6-well-Platten (1 ml) bzw. in 75 cm? Zellkulturflaschen (10 ml) ausgesét und tber
Nacht im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) kultiviert. NCI-H727-Zellen wurden entsprechend mit
5 x 10° Zellen/ml (in RPMI-komplett) in 6-well-Platten (1 ml) bzw. in 75 cm*
Zellkulturflaschen (10 ml) ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,)
kultiviert. Die Zellen wurden mit 5 yM bzw. 50 yM ZdCyt, 400 nM TSA, 1 ng/ml IL-1 (A549)
oder 100 ng/ml LPS (NCI-H727) Gber 12 bis 72 h behandelt. Die Kontrollen wurden mit
entsprechendem Volumen Medium, Ethanol oder DMSO versetzt. Je nach Experiment
wurden nach den Behandlungen (i) der Uberstand gewonnen und fiir ELISA-Analysen
verwendet (Abschnitt 2.11), (ii) die Zellen fir die RNA-Isolierung bei -20 °C eingefroren
(Abschnitt 2.12.3) bzw. (iii) die Zellen fiir die Bisulfit-Sequenzierung sofort weiterverarbeitet
(Abschnitt 2.12.7).



Fir ChIP-Experimente wurden NCI-H727-Zellen mit 10° Zellen/ml in 75 cm*
Zellkulturflaschen (10 ml) ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,)
kultiviert. Die Zellen wurden mit 50 yM ZdCyt fir 72 h bzw. mit 400 nM TSA fir 24 h
behandelt und sofort fir die Chromatinimmunprazipitation weiterverarbeitet (Abschnitt
2.12.8).

211 Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Die Bestimmung der CXCL8-Konzentration erfolgte mit dem Human Interleukin-8 (Hu IL-8)
ELISA Kit (Invitrogen, Leek, Niederlande) nach Angaben des Herstellers. Die Absorption der
entwickelten ELISA-Platten wurde mit Hilfe eines Tecan Sunrise Reader (Tecan, Crailsheim,

Deutschland) bei 550 nm gemessen und mit der Software "Magellan 2" ausgewertet.

2.12 Molekularbiologische Methoden

2.12.1 Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte mit dem Q/Aamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers. Die Konzentration der genomischen
DNA wurde mit dem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bestimmt und die

genomische DNA bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gelagert.

2.12.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mit dem PureLink HQ Mini Plasmid Purification Kit
(Invitrogen, Leek, Niederlande) nach Angaben des Herstellers. Die Konzentration der
Plasmid-DNA wurde mit dem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bestimmt

und die Plasmid-DNA bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gelagert.

2.12.3 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit dem Absolutely RNA Miniprep Kit (Stratagene,
Amsterdam, Niederlande) nach Angaben des Herstellers. Die Konzentration der Gesamt-
RNA wurde mit dem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bestimmt und die
Gesamt-RNA bis zur weiteren Bearbeitung bei -70 °C gelagert.

2.12.4 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription erfolgte mit dem SuperScript Ill Reverse Transcriptase Kit unter
Verwendung von RNaseOut (40 Units/ul), 10 mM dNTP-Mix und einem 10 nM Oligo(dT)12.1g-
Mix (jeweils Invitrogen, Leek, Niederlande) nach Angaben des Herstellers. Zur Uberpriifung

der RNA auf genomische Verunreinigungen wurden RNA-Proben ohne Zugabe des Enzyms



(sog. RT-negative-Proben) mitgeflhrt. Anschliefend wurde die Reinheit der RNA anhand
nicht Intron-Uberspannender Primer fur Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
mittels einer PCR (Abschnitt 2.12.5) Uberpruft. Die cDNA wurde bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.12.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR zum Nachweis von GAPDH erfolgte mit dem Promega-PCR-Mix (Promega,
Madison, USA) nach Angaben des Herstellers. Die dabei verwendeten Primer sind im
Abschnitt 2.8 aufgefiihrt. Die PCR wurde im Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt, wobei die Schritte 2. bis 4. 35-mal

wiederholt wurden:

1. Initiale Denaturierung 2min 94 °C
2. Denaturierung 30s 94°C
3. Anlagerung der Primer 40s 60 °C
4. Elongation 40s 72°C
5. Finale Elongation 2min 72°C
6. Abkuhlen auf4 °C

Fur die Bisulfit-Sequenzierung wurde eine proof reading-Polymerase, AccuPrime Taq DNA
Polymerase High Fidelity, der Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) verwendet. Der PCR-Mix
wurde mit 200 ng der Template-DNA unter Zusatz von 1 pl Mg,SO,4 (Endkonzentration 1
mM) nach Angaben des Herstellers hergestellt. Die PCR wurde im Mastercycler gradient
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) unter folgenden Bedingungen durchgeflihrt, wobei die
Schritte 2. bis 4. 35-mal wiederholt wurden und die Elongations-Zeit auf die Lange des zu

amplifizierenden Produkts angepasst wurde:

1. Initiale Denaturierung 2 min 94 °C
2. Denaturierung 30s 94 °C
3. Anlagerung der Primer  30's 55°C
4. Elongation variabel* 68 °C
5. Finale Elongation 10 min 68 °C
6. Abkuhlen auf4 °C

(*1 min pro 1000 bp des PCR-Produkts)

Die dabei verwendeten Primer wurden mittels der Software "BiSearch Primer Design and
Search Tool" (http://bisearch.enzim.hu) fir die Bisulfit-konvertierte DNA generiert und sind im
Abschnitt 2.8 aufgefiihrt. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden anschlielsend mit Hilfe der
Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 2.12.10) visualisiert.

2.12.6 Quantitative Real-time-PCR

Fur die quantitative Real-time-PCR wurden zwei unterschiedliche Detektionsmethoden nach
Angaben des Herstellers verwendet: (i) SYBR Green, ein Fluoreszenzfarbstoff, der bei 530
nm emittiert, wenn dieser in doppelstrangige DNA interkaliert und damit die vorhandene

Menge des Produktes anzeigt und (ii) sequenzspezifische, fluoreszenzmarkierte Sonden



(UniversalProbeLibrary Sonden), die ebenfalls bei 530 nm emittieren, wenn sie die
Zielsequenz gebunden haben. Alle Experimente mit Patienten-Material wurden mit dem
LightCycler 2.0 unter Verwendung von Light-Cycler Fast Start DNA MasterPlus SYBR Green
Master bzw. LightCycler TagMan Master in 20 ul LightCycler-Kapillaren (jeweils Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Die Experimente mit der
Zellkultur erfolgten mit dem LightCycler 480 unter Verwendung von Light-Cycler 480 SYBR
Green Master bzw. LightCycler 480 Probes Master in 96-well-Platten. Alle daflir bendtigten
Materialen wurden von der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland)
bezogen. Die dabei verwendeten Primer sind im Abschnitt 2.8 aufgefiihrt, die verwendeten

Detektionsmethoden sind in der folgenden Tabelle aufgelistet:

Tabelle 2-2 Verwendete LightCycler-Programme.

Primer Anlagerungs- Elongationszeit Fluoreszenz- Methode (Sonde)
temperatur [°C] [s] aufnahme [°C]
B2-M 63-58 10 78 SYBR Green
PBG-D 63-58 10 78 SYBR Green
DEFA5 64-60 10 83 SYBR Green
DEFAG6 60-55 3 83 SYBR Green
DEFB1 63-58 10 78 SYBR Green
DEFB4 60 30 72 TagMan (#35)
DEFB103A 60-53 10 75 SYBR Green
DEFB104A 60-55 4 83 SYBR Green
RNASE7 65-60 9 86 SYBR Green
S100A7 60 30 72 TagMan (#60)
IL8 63-58 10 78 SYBR Green
HDAC1 63-58 10 78 SYBR Green
HDAC2 60 30 72 Probes Master (#5)
HDAC3 60 30 72 Probes Master (#1)
HDAC4 63-58 10 78 SYBR Green
HDAC5 63-58 10 80 SYBR Green
HDACG6 60 30 72 Probes Master (#58)
HDAC7 63-58 10 80 SYBR Green
HDAC8 63-58 10 74 SYBR Green
HDAC9 63-58 10 78 SYBR Green
HDAC10 63-58 10 82 SYBR Green
HDAC11 63-58 10 80 SYBR Green
GAPDHC"P 68-58 10 82 SYBR Green
Histon H4 68-58 10 82 SYBR Green
LINE-1 65-60 10 68 SYBR Green
DEFB1°"™! 63-58 10 78 SYBR Green
DEFB1°"P-! 63-58 10 83 SYBR Green
DEFB1C"P ! 63-58 10 81 SYBR Green
DEFB1°""V 63-58 10 78 SYBR Green
DEFB1°""Y 63-58 10 81 SYBR Green
DEFB1°""V! 63-58 10 78 SYBR Green
DEFB1°MPV! 63-58 10 74 SYBR Green
DEFB1C"P-Vil 63-58 10 78 SYBR Green

Zur Auswertung wurde die "LightCycler 4.05"- bzw. "LightCycler 480"-Software (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die absolute Quantifizierung wurde

basierend auf einer Verdinnungsreihe aus Plasmid-DNA anhand einer Standardkurve



durchgefiihrt. Anschlielend wurden die experimentell ermittelten Kopienzahlen des Zielgens
auf jeweils eine Kopie eines nicht regulierten "housekeeping gene", entweder [3,-
Mikroglobulin (8,-M) oder porphobilinogen deaminase (PBG-D), berechnet und ggf. fur die
anschlielienden statistischen Analysen logarithmiert. Bei der relativen Quantifizierung wurde
die Genexpression des Zielgens auf ein weiteres nicht reguliertes "housekeeping gene"
(-M oder PBG-D) bezogen und gegen eine unabhangige Probe (Kalibrator) normalisiert.
Bei beiden Quantifizierungsstrategien wurden die Real-time-PCR-Effizienzen anhand von
Primer-spezifischen Verdinnungsreihen ermittelt und bei der Auswertung mitbericksichtigt

(effizienz-korrigierte Quantifizierung).

2.12.7 Bisulfit-Sequenzierung

Die Bisulfit-Konvertierung erfolgte mit jeweils 1 ug genomischer DNA, isoliert aus dem
Biopsiematerial bzw. aus den Zelllinien A549 und NCI-H727 (Abschnitt 2.12.1), mit dem
EpiTect Bisulfite Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers.
Bei der Bisulfit-Behandlung von einzelstrangiger DNA wird Cytosin zur RNA-Base Uracil
desaminiert, wahrend 5'-Methylcytosin vor dieser "Konversion" geschiitzt ist. Die Bisulfit-
konvertierte DNA wurde mittels einer PCR unter Verwendung einer AccuPrime Taq DNA
Polymerase High Fidelity der Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) mit spezifischen, fur die
Bisulfit-konvertierte DNA generierten Primern amplifiziert (Abschnitt 2.12.5), wobei Uracil als
Thymidin amplifiziert wird und 5'-Methylcytosin unbeeinflusst bleibt. Einzelne PCR-Produkte
wurden in den pCR4-TOPO-Vektor kloniert und in die One Shot TOP10 chemisch
kompetente E. coli transformiert (Abschnitt 2.12.9). Anschlielfend wurde die Plasmid-DNA
isoliert (Abschnitt 2.12.2) und unter Verwendung von Standard-Primern (T3- und T7-Primer)
durch die Firma GATC Biotech (Konstanz, Deutschland) sequenziert. Die
Methylierungsanalysen wurden mittels der Software "MethTools" (http://genome.imb-
jena.de/methtools/) durchgeflihrt und das Muster der CpG-Methylierung ermittelt. Hierfir

wurden jeweils mindestens 10 Klone analysiert.

2.12.8 Chromatinimmunprazipitation (ChlP)

Die ChIP-Experimente mit den Zelllinien wurden nach dem bereits von Bullwinkel et al.""

(FZB) publizierten Protokoll durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung der ChIP-Experimente mit Patienten-Material orientiert sich im
Wesentlichen ebenfalls an diesem Protokoll. Die Zellen der BAL-Flissigkeit wurden hierfur
wie folgt verarbeitet: ChIP-Experimente wurden mit jeweils 1,5 x 10" Zellen der BAL-
Flissigkeit durchgefiihrt. Die Zellen wurden zweimal mit ChlP-PBS gewaschen und mit einer
1 %-igen Formaldehyd-Ldsung in 15 ml serumfreiem RPMI bei 37 °C fur 10 min inkubiert.

Die Vernetzungs-Reaktion wurde durch Zugabe von Glycin (Endkonzentration 0,125 M)



gestoppt, die Zellen zweimal mit eiskaltem 1 x PBS inklusive Proteaseinhibitoren (Complete
Mini EDTA-free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) gewaschen und in 2,5
ml Lysispuffer resuspendiert. Der weitere Versuchablauf erfolgte nach dem Protokoll von
Bullwinkel et al.'"".
Zur Prazipitation der DNA-Protein-Komplexe wurden folgende Antikérper von der Firma
Millipore (Billerica, MA, USA) verwendet:
Anti-Acetyl-Histone H3: 5 ug, Isotyp rabbit polyclonal IgG, (# 17-615)
Anti-acetyl-Histone H3 (Lys9): 10 ul, Isotyp rabbit polyclonal 1IgG (#07-352)
Anti-acetyl-Histone H3 (Lys14): 10 ul, lIsotyp rabbit polyclonal 1IgG (#07-353)
Anti-dimethyl-Histone H3 (Lys9): 10 ul, Isotyp rabbit polyclonal 1IgG (#07-712)

Anti-trimethyl-Histone H3 (Lys4): 10 g, Isotyp rabbit monoclonal IgG Klon
MC315 (#05-745)

Zwei weitere Antikérper wurden von Dr. Jérn Bullwinkel (FZB) zur Verfigung gestellt:
Anti-trimethyl-Histone H3 (Lys9): 10 ul Isotyp rabbit polyclonal 1gG
Anti-trimethyl-Histone H4 (Lys20): 10 ul Isotyp rabbit polyclonal 1gG

Um die Relevanz der Ergebnisse beurteilen zu kénnen, wurden Prazipitationen ohne

Antikdrper mitgefuhrt (Negativ-Kontrollen) und alle Prazipitate mittels quantitativer Real-time-

PCR mit Primern gegen Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH""), Histon-4

(Histon H4) und long interspersed nuclear element 1 (LINE-1) (jeweils interne Kontrollen)

untersucht.

Die Untersuchung der gewonnenen DNA-Fragmente erfolgte ebenfalls mittels quantitativer

Real-time-PCR (Abschnitt 2.12.6). Zur Quantifizierung der prazipitierten DNA wurde ein

Ansatz verarbeitet, der weder mit Antikbrper noch mit Protein G Sepharose 4 Fast Flow

(Amersham, Uppsala, Schweden) und Elutionspuffer behandelt wurde (Input). Die absolute

Quantifizierung wurde basierend auf einer Verdinnungsreihe aus der Input-DNA anhand

einer Standardkurve durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse wurden nach Abzug der

Negativ-Kontrollen auf GAPDH ", Histon H4 bzw. LINE-1 normalisiert.

2.12.9 Klonierung mittels TOPO Cloning-System

Zur Klonierung wurden das TOPO Cloning-System und die One Shot TOP10 chemisch
kompetente E. coli als Zielzellen der Firma Invitrogen (Leek, Niederlande) verwendet. Die
Klonierung erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit for Sequencing nach Angaben des
Herstellers. Das Ergebnis der Transformation wurde durch Restriktionsfragmentierung
Uberprift. Hierflr wurden folgende Restriktionsansatze hergestellt: 0,5 ug Plasmid-DNA, 1 ul
EcoR1(Endkonzentration 5 U), 1 yl EcoR1-Puffer (beides New England Biolabs, Ipswich,
USA) und Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen, Deutschland) bis zu einem Endvolumen

von 10 ul. Die Restriktionsansatze wurden 1 h bei 37 °C inkubiert, durch Zugabe von 2 ul



des 6 x Beladungspuffers abgestoppt und die Restriktionsfragmente mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese (Abschnitt 2.12.10) visualisiert.

21210 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der DNA-Fragmente wurden native 1,5 % (w/v) Agarosegele in 1 x TBE-Puffer
mit 1 pg/ml Ethidiumbromid eingesetzt. Es wurden jeweils 10 ul der 1.6 mit 6 x
Beladungspuffer verdiinnten Proben auf das Gel aufgetragen und bei einer Spannung von
100 Volt im TBE-Puffer aufgetrennt. Zur Groflenbestimmung wurde der GroRRenmarker
GeneRuler 100 bp DNA ladder plus (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Die
Dokumentation erfolgte unter UV Licht (320 nm) mit Hilfe der ChemiDoc 2000-
Geldokumentationsanlage und der "QuantityOne"-Software (beide BioRad Laboratories,

Munchen, Deutschland).

2.13 Statistik

Soweit nicht anders angegeben, sind die Daten von allen Studienteilnehmern als Einzeldaten
und Mittelwert + SEM, alle weiteren Daten als Mittelwert + SEM dargestellt. Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen von Studienteilnehmern wurden mittels eines ungepaarten
t-Tests (bei normal verteilten Werten) bzw. eines Mann Whitney Tests oder eines ANOVA
mit Tukey's Multiple Comparison-Posttest (bei nicht normaler Verteilung der Werte)
analysiert. Die Korrelationsanalysen erfolgten unter Verwendung der Spearman'schen
Rangkorrelation r. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet. Alle
statistischen Analysen wurden mit der "GraphPad Prism 5"-Software (GraphPad, San Diego,
CA, USA) durchgefiihrt.






3 ERGEBNISSE

3.1 Patienten-Kollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 34 COPD-Patienten und zehn gesunde
Probanden rekrutiert. Von allen Studienteilnehmern wurde eine Vielzahl kdrperlicher und
klinischer Parameter ermittelt; eine Auswahl davon ist in der Tabelle 3-1 zusammengefasst.
Nach der Leitlinie der Deutschen Atemwegsliga und der DGP® wurden zum Zeitpunkt der
Bronchoskopie bei vier Patienten eine sehr schwere (Schweregrad V), bei 15 eine schwere
(Schweregrad 1), bei 13 eine mittelgradige (Schweregrad IlI) und bei zwei Patienten eine
leichtgradige (Schweregrad 1) COPD diagnostiziert. Fur die Schweregradeinteilung galten die
Messwerte FEV, und VC sowie die Bestimmung des Verhaltnisses FEV,/VC (jeweils in %

des Sollwerts, vgl. auch Abschnitt 1.1).

Tabelle 3-1 Auswahl korperlicher und klinischer Parameter der Studienteilnehmer.

Die Schweregradeinteilung der COPD erfolgte anhand der Messung der 1-Sekunden-Kapazitat
(FEV,), der inspiratorischen Vitalkapazitat (VC) und der Bestimmung des Verhaltnisses FEV,/VC
(jeweils in % des Sollwerts). Dauer und Menge des Tabakkonsums ist in pack years angegeben. Die
Beurteilung der Leitungsfahigkeit erfolgte anhand eines 6-Min-Gehtests. Weitere Parameter:
inspiratorische Kapazitat (IC), Residualvolumen (RV), Totalkapazitdt (TLC), intrathorakales
Gasvolumen (ITGV), angegeben als % von Mindest- bzw. Héchstsollwert. Alle Angaben sind
Mittelwert + Standardabweichung, in Klammern ist die Spannweite von Minimum bis Maximum
angegeben.

Schweregrad der COPD

gesunde I I mn v
ininadl pichanden (leicht) (mittel) (schwer) (sehr schwer)
Teilnehmer [Anzahl] 10 2 13 15 4
Alter [Jahre] 31 =8 (20-46) 74 + 8 (68-79) 67 £9 (52-82) 66 + 8 (46-77) 58 + 4 (55-63)
Grole [cm] 172 £ 11 (160-193) 161 + 11 (153-169) 172 £ 10 (157-186) 171 £ 9 (158-187) 166 + 11 (156-182)
Gewicht [kg] 67 + 12 (58,5-90) 71+ 9 (64-77) 84 + 21 (62-135,1) 74 15 (56-117,5) 59 + 17 (43-81)
Geschlecht [M / W] 3/7 1171 9/4 10/5 2/2
Raucher / Ex-Raucher 2/2 0/2 5/8 1/14 113
[Anzahl]

Tabakkonsum 2,9+28(1-7) 50 + 14 (40-60) 42 £ 19 (10-85) 40 + 16 (5-65) 43 £ 19 (30-70)
[pack-years]

6-Min-Gehtest [m]

FEV, [% Soll]
VC [% Soll]
FEV,VC [% Soll]

IC

RV

TLC ]

ITGV [% Soll]

516 + 49 (430-625)

104 17 (61-117)
109 + 26 (54-161)
89 + 9 (74-102)

2,7£0,9 (1,8-4,6)
1,6 £0,8 (0,6-3,1)
6,0 £ 1,8 (3,8-10,1)
111 + 22 (61-145)

305 + 170 (185-425)

90 + 2 (89-91)
107 + 2 (106-109)
73 £ 11 (65-81)

1,5%1,2 (0,7-2,4)
1,9%0,7 (1,5-2,4)
5,0 +2,1(3,5-6,4)

114 £ 3,4 (112-117)

352 + 127 (150-545)

64 + 10 (50-79)
86 12 (65-109)
66 13 (50-91)

1,9%0,5(0,9-2,6)
3,2+0,8 (1,4-5,0)
6,3+1,1(4,1-8,4)
135 + 33 (68-192)

291 + 122 (0-465)

38 + 6 (30-47)
69 + 15 (43-98)
47 £ 10 (30-66)

1,4£0,4 (0,6-1,9)
4,1+1,3(2,06,8)
6,6 +1,2 (4,9-8,8)
161 £ 35 (103-210)

368 + 89 (240-430)

26 + 2,8 (23-29)
62 + 11 (53-76)
39 + 8 (32-46)

1,1£0,3 (0,9-1,4)
5,0 + 0,6 (4,3-5,7)
7,2+0,95 (6,1-8,4)
199 + 14 (187-218)



Generell stellt das Rauchen einen wesentlichen kausalen Faktor dar, der zur Entwicklung der
COPD fiihrt®. In diesem Zusammenhang wurden im Rahmen der Patientenuntersuchung der
Raucherstatus sowie die Dauer und Menge des Tabakkonsums erfasst. Die letzteren beiden
werden als pack years angegeben und entsprechen der Anzahl der Zigaretten pro Tag
dividiert durch 20 und multipliziert mit Anzahl der Jahre, seit denen geraucht wurde. Wie der
Tabelle 3-1 zu entnehmen ist, lag die Raucherquote bei COPD-Patienten mit 100 % (34 von
34, inklusive aktiver Raucher und Ex-Raucher) deutlich hoher als bei gesunden Probanden
(4 von 10, entspricht 40 %). Der direkte Vergleich zeigte allerdings keinen eindeutigen
Zusammenhang zwischen dem Schweregrad einer COPD und dem Tabakkonsum (pack
years). Die hochsten absoluten pack years ergaben sich nach dieser Studie bei den
Schweregraden Il (85 pack years) und IV (70 pack years), der hochste Mittelwert war flr den

Schweregrad | (50 pack years) zu verzeichnen.

Im Allgemeinen zeigen Patienten mit chronisch obstruktiven Atemwegserkrankungen wie der
COPD eine verminderte Belastungsfahigkeit. Ursache ist die Obstruktion der Atemwege. Zur
Ermittlung der allgemeinen Leistungsfahigkeit der Patienten wurde der 6-Minuten-Gehtest
durchgefihrt. Dieser zeigte generell eine deutlich verminderte kdrperliche Belastbarkeit der
Patienten gegenlber jener der gesunden Probanden, mit Tiefstwerten von 240 m
(Schweregrad V), 185 m (Schweregrad 1), 150 m (Schweregrad Il) bis zur absoluten
Unbelastbarkeit (0 m, Schweregrad Ill). Auf weitere in der Tabelle 3-1 aufgefihrte
differentialdiagnostische Lungenfunktionsparameter wird im Abschnitt 3.2.5 naher

eingegangen.

Von allen Studienteilnehmern wurden bronchoalveolare Lavage (BAL)-Flissigkeiten und
Bronchialschleimhautbiopsien mittels einer BAL wahrend einer Bronchoskopie gewonnen.

Dieses Material stellte die Grundlage der weiteren Untersuchungen dar.

3.1.1 Analyse der Zellverteilung in der BAL-Flussigkeit in Abhangigkeit
von der Obstruktion der Atemwege

Das aktuelle Entzindungsmodell einer COPD geht davon aus, dass Immunzellen wie
beispielsweise Makrophagen, Neutrophile und Lymphocyten eine wesentliche Rolle in der

Pathogenese der COPD spielen*™

. In diesem Zusammenhang wurden Analysen der
zelluldren Zusammensetzung der BAL-Flussigkeit von allen Studienteilnehmern in

Abhangigkeit von den Parametern der Atemwegsobstruktion durchgefiihrt.

Wie bereits in Abschnitt 1.1 erwahnt, wird das Vorliegen einer Obstruktion durch die
Bestimmung des Verhaltnisses FEV,/VC festgestellt und durch FEV4/VC < 70 % des
Sollwerts definiert. Hierflr wurden die prozentualen Anteile der einzelnen Zelltypen aus der
BAL-FlUssigkeit gegen den Quotienten FEV,/VC korreliert (Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1 Analyse der zelluliren Zusammensetzung der BAL-Fliissigkeit in Abhangigkeit
von der Obstruktion der Atemwege.

Die Differenzierung der Zellen aus der BAL-FlUssigkeit erfolgte mittels Haemocolor-Schnell-Farbung.
Dargestellt sind die Korrelationsanalysen zwischen den prozentualen Anteilen von
Alveolarmakrophagen, Neutrophilen, Lymphocyten und Eosinophilen und dem Quotienten FEV,/VC
(als % des Sollwerts) als Parameter der Atemwegsobstruktion. Die Analyse erfolgte unter Verwendung

der Spearman'schen Rangkorrelation r. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet,
n.s. — nicht signifikant.

Die Schwere der Obstruktion zeigte dabei einen signifikanten Einfluss auf die Verteilung von
Alveolarmakrophagen und Neutrophilen in der BAL-Flissigkeit (Abbildung 3-1). Wahrend
das Fortschreiten der Obstruktion (d.h. Verringerung des Quotienten FEV,/VC) mit einer
Reduktion des Alveolarmakrophagen-Anteils (p = 0,0026) korrelierte, flhrte dieses
gleichzeitig zu einem Anstieg des prozentualen Anteils der Neutrophilen (p = 0,0005).
Dagegen konnte keine signifikante Korrelation zwischen den Anteilen von Lymphocyten (p =

0,0810) bzw. Eosinophilen (p = 0,0870) und dem Quotienten FEV4/VC in der BAL-Flussigkeit
verzeichnet werden.

3.1.2 Identifikation von Mikroorganismen im Patientenmaterial

Im Abschnitt 1.1 wurde bereits dargestellt, dass bakterielle und virale Infektionen der
Atemwege an den akuten Verschlechterungen des Zustands der COPD-Patienten
(AECOPD) einen betrachtlichen Anteil haben. In diesem Zusammenhang wurden im
Rahmen der Kooperationen mit Dr. Nicole Fischer (Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf)
und Prof. Dr. Hany Sahly (Institut fir Infektionsmedizin, Kiel) Untersuchungen des

Patientenmaterials auf Krankheitserreger (Viren, Bakterien, Pilze) durchgefihrt. Die



Verteilung der Erreger im untersuchten Material ist in der Tabelle 3-2 wiedergegeben. Dabei
sind Patienten mit einer stabilen COPD sowie diejenigen mit einer AECOPD getrennt

aufgeflihrt. Erreger, die aktuellen Studien zufolge als haufigste Verursacher einer akuten

3,172-174

Exazerbation angesehen werden , sind in der Tabelle fett dargestellit.

Tabelle 3-2 Nachgewiesene Mikroorganismen im Biopsiematerial und in Zellen der BAL-
Flussigkeit der Studienteilnehmer.

Fett dargestellt sind Erreger, die als haufigste Verursacher einer Exazerbation angesehen werden. In
Klammern ist die prozentuale Erregernachweisrate in der jeweiligen Gruppe angegeben. Der
Exponent gibt die Haufigkeit des nachgewiesenen Erregers in der Gruppe wieder. AECOPD - akute
Exazerbation einer COPD.

Bakterien- und Pilze-Nachweis Viren-Nachweis

gesunde Probanden
(40 %)

stabile COPD
(38 %)

AECOPD
(56 %)

Biopsiematerial

Enterobacteriaceae?
Staphylococcus aureus
vergriinende Streptokokken?
Sprosspilze

koagulasenegative Staphylokokken?

vergriinende Streptokokken

Haemophilus influenzae
Streptococcus pneumoniae?
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae®
Staphylococcus aureus?
Staphylococcus aureus MRSA

BAL-Flissigkeit
Streptococcus pneumoniae
Enterobacteriaceae?
Staphylococcus aureus?

Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae®

Haemophilus influenzae?
Streptococcus pneumoniae?
Moraxella catarrhalis?
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriaceae?
Staphylococcus aureus*

BAL-Fliissigkeit
Adeno-Virus
Retro-Virus?
Herpes-simplex-Virus

Corona-Virus
Zytomegalie-Virus?
Epstein-Barr-Virus
Herpes-simplex-Virus

Rhino-Virus
Adeno-Virus
Retro-Virus?
Cytomegalie-Virus?
Epstein-Barr-Virus
Herpes-simplex-Virus?2

Enterococcus faecium
Prevotella gingivalis
Stenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus pasteuri
koagulasenegative Staphylokokken
vergriinende Streptokokken3

Enterococcus faecium Pseudomonas putida
Acinetobacter baumannii Hafnia alvei
Sprosspilze

Es lagen mikrobiologische und virologische Befunde von elf Patienten mit einer stabilen
COPD, 23 mit einer AECOPD sowie neun gesunden Probanden zur Auswertung vor. Wie
der Tabelle 3-2 zu entnehmen ist, konnten pathogene Erreger in allen untersuchten Gruppen
nachgewiesen werden. In der Gruppe der gesunden Probanden lag die Erregernachweisrate
bereits bei 40 % und war mit jener der Patienten mit einer stabilen COPD (38 %) sehr
ahnlich. Mit 56 % war die Erregerlast bei Patienten mit einer AECOPD am hdchsten. Dabei
wurden bei Patienten mit einer AECOPD gehauft pyogene Bakterien wie Haemophilus
influenzae (H. influenzae), Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), Moraxella
catarrhalis (M. catarrhalis), P. aeruginosa aber auch Enterobakterien gefunden. Neben den
bakteriellen konnten auch virale Erreger, welche neuen Studien zufolge ebenfalls in der
AECOPD eine Rolle spielen'*'" in allen untersuchten Gruppen nachgewiesen werden. So

waren in den BAL-Flissigkeiten bei Patienten mit einer AECOPD unter anderem sowohl



Rhino- als auch Adeno-Viren, bei Patienten mit einer stabilen COPD Corona-Viren und in der

gesunden Kontrollgruppe Adeno-Viren nachweisbar.

3.2 Expression von a- und pB-Defensinen im Zusammenhang mit
einer COPD

Die zentrale Rolle der antimikrobiellen angeborenen Immunabwehr bei entzliindlichen und
infektiosen pulmonalen Erkrankungen wie Pneumonie oder Asthma bronchiale wurde bereits
in den letzten Jahren erkannt'®”'®®. Dennoch gibt es kaum Belege iiber deren Rolle in der
COPD. Das zentrale Ziel des Projektes, in dessen Rahmen die vorliegende Arbeit angefertigt
wurde, war eine Analyse humaner Defensine bezuglich ihrer Genexpression in der humanen

Lunge und im Hinblick auf eine Modulation beim Fortschreiten einer COPD.

3.2.1 Analyse der mRNA-Expression von a- und p-Defensinen in
Abhangigkeit von der COPD

Zu den folgenden Untersuchungen standen BAL-FlUssigkeiten und
Bronchialschleimhautbiopsien von insgesamt 33 COPD-Patienten und zehn gesunden
Probanden zur Verfigung. In diesem Material wurde die mRNA-Expression von DEFB1,
DEFB4, DEFB103A und DEFB104A aus der Subgruppe der g-Defensine sowie DEFA5 und
defensin, alpha 6 (DEFA6, syn. HD-6) aus der Subgruppe der a-Defensine untersucht. Von
allen untersuchten AMPs konnte nur die mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 konstant
detektiert werden (Abbildung 3-2). Diese war sowohl im Biopsiematerial als auch in Zellen
der BAL-Flussigkeit nachweisbar. Die mRNA-Expression von DEFB103A, DEFB104A,
DEFA5 und DEFA6 wurde entweder gar nicht oder nur sporadisch im zur Verfigung
stehenden Material detektiert (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde im Folgenden

nur die Genexpression von DEFB1 und DEFB4 weiter untersucht.

Um erste Hinweise zu bekommen, ob die COPD mit einer beeintrachtigten oder gar
gestorten Genexpression von DEFB1 und DEFB4 einhergeht, wurden Vergleichsanalysen
durchgefthrt. Hierfir wurde die DEFB71- und DEFB4-mRNA-Expression im Material von
COPD-Patienten (unabhangig vom Schweregrad) im Vergleich zu jener von gesunden
Probanden analysiert (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in Abhingigkeit der
COPD.

Dargestellt ist die MRNA-Expression von (A) DEFB1 und (B) DEFB4 in Abhangigkeit von einer COPD.
Die mRNA-Expression wurde als Kopienzahl des Zielgens pro Kopie S,-M berechnet und
anschlielend logarithmiert. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels eines ungepaarten
t-Tests analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.
Zusatzlich ist in der Abbildung der Mittelwert £+ SEM der jeweiligen Gruppe dargestellt.

Der direkte Vergleich zeigte, dass die mRNA-Expression von DEFB4 im Gegensatz zu
DEFB1 auf einem viel niedrigeren Niveau exprimiert wird (vgl. Gruppe der gesunden
Probanden in A und B). Die Gegenuberstellung der DEFB4-mRNA-Expression im Material
von COPD-Patienten und von gesunden Probanden offenbarte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, weder im Biopsiematerial (p = 0,0894) noch in
den Zellen der BAL-Flussigkeit (p = 0,0969). Dagegen konnte ein signifikanter Anstieg
(p < 0,0001) der DEFB1-mRNA-Expression im Biopsiematerial von COPD-Patienten
gegeniuber der gesunden Kontrollgruppe verzeichnet werden. Eine solche Analyse in den
Zellen der BAL-FlUssigkeit zeigte dagegen keine Unterschiede in der Expression von
DEFB1-mRNA zwischen den beiden Gruppen (p = 0,1951).



3.2.2 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in
Abhangigkeit von der Obstruktion der Atemwege

Eine weitere wichtige Fragestellung war, ob ein Zusammenhang zwischen der mRNA-
Expression von DEFB1 und DEFB4 und dem Fortschreiten einer Atemwegsobstruktion
besteht. Hierfir wurde die mRNA-Expression der beiden Defensine mit dem Quotienten
FEV,/VC korreliert (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in Abhangigkeit von der
Obstruktion der Atemwege.

Dargestellt sind die Korrelationsanalysen zwischen der mRNA-Expression von (A) DEFB1 und
(B) DEFB4 in Abhéangigkeit vom Quotienten FEV,/VC (als % des Sollwertes) als Parameter der
Atemwegsobstruktion. Die mRNA-Expression wurde als Kopienzahl des Zielgens pro Kopie f,-M
berechnet und anschliefend unter Verwendung der Spearman'schen Rangkorrelation r analysiert.
Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.

Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem Quotienten der Atemwegsobstruktion
und der mRNA-Expression von DEFB1 verzeichnet werden. Wie der Abbildung 3-3 (A) zu
entnehmen ist, war das Fortschreiten der Obstruktion (d.h. die Verringerung des Quotienten
FEV4/VC) mit dem Anstieg der DEFB1-mRNA-Expression im Biopsiematerial (p = 0,0022),
jedoch nicht in Zellen der BAL-Flussigkeit (p = 0,3427) verbunden. In Bezug auf DEFB4

konnte dagegen keine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-Expression und dem



Quotienten FEV/VC nachgewiesen werden, weder im Biopsiematerial (p = 0,1515) noch in
Zellen der BAL-FlUssigkeit (p = 0,2379, Abbildung 3-3 B).

3.2.3 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in
Abhangigkeit von der AECOPD

Akute Verschlechterungen treten bei COPD-Patienten haufig auf und werden als akute
Exazerbationen bezeichnet (vgl. auch Abschnitt 1.1). Die Haufigkeit der Exazerbationen
nimmt beim Fortschreiten einer COPD kontinuierlich zu und ist durch akute
Verschlechterungen des Patienten-Zustandes, zunehmende Atemnot, Husten und Auswurf
charakterisiert®. Zwischen diesen Phasen wird die COPD als stabil bezeichnet. In diesem
Zusammenhang wurde untersucht, ob eine AECOPD auch mit einer veranderten mRNA-
Expression von DEFB1 und DEFB4 einhergeht (Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in Abhédngigkeit von der
AECOPD.

Dargestellt ist die mMRNA-Expression von (A) DEFB1 und (B) DEFB4 bei Patienten mit einer AECOPD,
einer stabilen COPD und bei gesunden Probanden. Die mRNA-Expression wurde als Kopienzahl des
Zielgens pro Kopie f>-M berechnet und anschlieRend logarithmiert. Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden mittels eines ANOVA mit Tukey's Multiple Comparison-Posttest analysiert.
Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, **p < 0,005 und ***p < 0,0001, n.s. — nicht
signifikant. Zusétzlich ist in der Abbildung der Mittelwert £+ SEM der jeweiligen Gruppe dargestellt.



Wie bereits im Abschnitt 3.1.2 beschrieben, konnte zum Zeitpunkt der Bronchoskopie bei 23
in dieser Studie rekrutierten Patienten eine AECOPD diagnostiziert werden, elf weitere
wurden mit einer stabilen COPD aufgenommen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
aus der Abbildung 3-2 konnte im Biopsiematerial von Patienten mit einer stabilen COPD ein
signifikanter Anstieg der DEFB71-mRNA-Expression (p < 0,05) im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe verzeichnet werden (Abbildung 3-4 A). Eine AECOPD war mit einem weiteren
Anstieg der DEFB1-mRNA-Expression (p < 0,0001) verbunden. Es gab allerdings keine
signifikanten Unterschiede in der DEFB71-mRNA-Expression im Biopsiematerial von
Patienten mit einer stabilen COPD und Patienten mit einer AECOPD. Die Gegentiberstellung
der DEFB1-mRNA-Expression in Zellen der BAL-Flissigkeit offenbarte hingegen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der Patienten und der gesunden
Probanden. Bezlglich der DEFB4-mRNA-Expression konnten weder im Biopsiematerial
noch in Zellen der BAL-Flussigkeit signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen

verzeichnet werden (Abbildung 3-4 B).

Basierend auf der Erkenntnis, dass eine AECOPD neben den akuten Verschlechterungen
der Symptome auch durch eine Abnahme der Lungenfunktion (insbesondere Abfall des
FEV,) charakterisiert ist’, wurde die mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 mit dem
FEV, korreliert (Abbildung 3-5). Dabei konnte eine signifikante Korrelation zwischen der
Abnahme des FEV,; und dem Anstieg der DEFB71-mRNA-Expression im Biopsiematerial
verzeichnet werden (p = 0,003). In Zellen der BAL-Flussigkeit bestand diese Korrelation nicht
(p = 0,4515). Im Bezug auf DEFB4 konnte dagegen weder im Biopsiematerial (p = 0,1515)
noch in Zellen der BAL-FlUssigkeit (p = 0,3670) ein signifikanter Zusammenhang zwischen

dem FEV, und der mMRNA-Expression nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-5 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in Abhangigkeit von der
1-Sekunden-Kapazitiat FEV,.

Dargestellt sind die Korrelationsanalysen zwischen der mRNA-Expression von (A) DEFB1 und (B)
DEFB4 in Abhangigkeit von FEV, (in % des Sollwertes). Die mMRNA-Expression wurde als Kopienzahl
des Zielgens pro Kopie f,-M berechnet und anschlieRend unter Verwendung der Spearman'schen
Rangkorrelation r analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht
signifikant.

3.2.4 Einfluss von Mikroorganismen auf die mRNA-Expression von
DEFB1 und DEFB4

Obwohl ein kausaler Zusammenhang zwischen Infektionen und der Ausbildung einer COPD
bisher nicht gezeigt werden konnte, nimmt die Haufigkeit der Atemwegsinfektionen beim

Fortschreiten einer COPD kontinuierlich zu'"*

. Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse Uber die
Rolle der Defensine bei der initialen Auseinandersetzung des Immunsystems mit
Mikroorganismen wurde untersucht, ob ein spezifischer Erregernachweis mit der Expression

von DEFB1- und DEFB4-mRNA korreliert (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-6 Einfluss von Mikroorganismen auf die mRNA-Expression DEFB1 und DEFB4.

Dargestellt ist die mRNA-Expression von (A) DEFB1 und (B) DEFB4 in Abhangigkeit vom Nachweis
der Mikroorganismen. Die mRNA-Expression wurde als Kopienzahl des Zielgens pro Kopie fS,-M
berechnet und anschliellend logarithmiert. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels eines
Mann Whitney-Tests analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. —
nicht signifikant. Zusatzlich ist in der Abbildung der Mittelwert + SEM der jeweiligen Gruppe
dargestellt.

Hierfir wurde die mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 im Material ohne Erreger-
Nachweis im Vergleich zu jenen mit Erreger-Nachweis (ohne Berucksichtigung einer COPD)
analysiert (vgl. auch Tabelle 3-2). Dabei konnten fir die DEFB71-mRNA-Expression keine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen verzeichnet werden. Sowohl im
Biopsiematerial (p = 0,2750) als auch in Zellen der BAL-Flussigkeit (p = 0,3978) war die
mittlere mMRNA-Expression nahezu identisch (Abbildung 3-6 A). Im Hinblick auf DEFB4
konnte dagegen ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression im Zusammenhang mit
mikrobiologischen Befunden sowohl im Biopsiematerial (p = 0,0328) als auch in Zellen der
BAL-Flussigkeit (p = 0,0406) nachgewiesen werden (Abbildung 3-6 B).



3.2.5 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in
Abhangigkeit von weiteren diagnostischen Parametern

Im Zusammenhang mit obigen Untersuchungen wurde auch der Frage nachgegangen, ob
neben FEV; und VC auch weitere — flir die COPD-Diagnostik relevante — Parameter im
Zusammenhang mit der mMRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 stehen. Ausgehend von
einer verminderten korperlichen Belastung und einem stark erhohten Tabakkonsum bei den
COPD-Patienten wurden zunachst diese beiden Parameter mit der mRNA-Expression von
DEFB1 und DEFB4 korreliert (Abbildung 3-7 und Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-7 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in Abhangigkeit von der
Belastungsfahigkeit.

Dargestellt sind die Korrelationsanalysen zwischen der mRNA-Expression von (A) DEFB1 und
(B) DEFB4 in Abhangigkeit von 6-Min-Gehtests. Die mMRNA-Expression wurde als Kopienzahl des
Zielgens pro Kopie f[,-M berechnet und anschlieBend unter Verwendung der Spearman'schen
Rangkorrelation r analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht
signifikant.

Im Hinblick auf den 6-Min-Gehtest als "Ermittler" der Leistungsfahigkeit der Patienten konnte
im Biopsiematerial eine signifikante Korrelation zwischen einer verminderten

Belastungsfahigkeit (Abnahme der 6-Minuten-Gehstrecke) und einer gesteigerten mRNA-



Expression von DEFB1 (p = 0,0034) und DEFB4 (p = 0,0129) verzeichnet werden (Abbildung
3-7).
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Abbildung 3-8 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in Abhangigkeit vom
Tabakkonsum.

Dargestellt sind die Korrelationsanalysen zwischen der mRNA-Expression von (A) DEFB1 und
(B) DEFB4 in Abhangigkeit von pack years. Die mMRNA-Expression wurde als Kopienzahl des Zielgens
pro Kopie f,-M berechnet und anschlieend unter Verwendung der Spearman'schen Rangkorrelation
r analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.

Auch im Bezug auf den Tabakkonsum bestand im Biopsiematerial eine signifikante
Korrelation zwischen einer Zunahme an pack years und einem Anstieg der mRNA-
Expression, allerdings nur von DEFB1 (p = 0,0283) und nicht von DEFB4 (p = 0,0551,
Abbildung 3-8).

In Zellen der BAL-Flussigkeit konnte dagegen keine signifikante Korrelation zwischen den
oben genannten Parametern und der mRNA-Expression von DEFB1 (6-Min-Gehtest:
p = 0,2094; pack years: p = 0,0531) und DEFB4 (6-Min-Gehtest: p = 0,3633; pack years:
p = 0,4386 flur) nachgewiesen werden (Abbildung 3-7 und Abbildung 3-8).



Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 mit
weiteren, fir die COPD relevanten, Parametern der Lungenfunktion korreliert (Abbildung
3-9). Im Einzelnen handelte es sich dabei um:
— RV/TLC: Quotient aus dem Residualvolumen® (RV) und der Totalen
Lungenkapazitat® (TLC), das bei allen Formen der Obstruktion erhoht ist,
— ITGV/TLC: Quotient aus dem intrathorakalen Gasvolumen’ (ITGV) und TLC, das sich
bei einer Uberblahung der Lunge erhéht, sowie
— IC/TLC: Quotient aus der inspiratorischen Kapazitat® (IC) und TLC, das sich im

Gegensatz zu ITGV/TLC mit einer Zunahme der Lungentberblahung erniedrigt.
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Abbildung 3-9 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4 in Abhédngigkeit von
Parametern der Lungenfunktion.

Dargestellt sind die Korrelationsanalysen zwischen der mRNA-Expression von (A) DEFB1 und
(B) DEFB4 in Abhangigkeit von RV/TLC, ITGV/TLC und IC/TLC. Die mRNA-Expression wurde als
Kopienzahl des Zielgens pro Kopie f>-M berechnet und anschlieend unter Verwendung der
Spearman'schen Rangkorrelation r analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant
betrachtet, n.s. — nicht signifikant.

4 Volumen, das nach maximaler Ausatmung in der Lunge verbleibt

¢ Gesamtes, sich in der Lunge befindliches Volumen bei maximaler Einatmung

"Volumen, das nach einer Ausatmung in der Lunge verbleibt

9 Volumen, das nach normaler Ausatmung bei maximaler Inspiration eingeatmet werden kann



Wie der Abbildung 3-9 (A) zu entnehmen ist, konnte im Biopsiematerial eine signifikante
Korrelation zwischen der mRNA-Expression von DEFB71 und den Quotienten RV/TLC,
ITGV/TLC sowie IC/TLC nachgewiesen werden: die Zunahme der DEFB1-mRNA-Expression
korrelierte dabei mit einem Anstieg von RV/TLC (p < 0,0001) und ITGV/TLC (p = 0,0011)
sowie einer Verringerung von IC/TLC (p = 0,0013). Im Bezug auf DEFB4 konnte eine
signifikante Korrelation zwischen der Zunahme der DEFB4-mRNA-Expression und dem
Anstieg von RV/TLC (p = 0,0137) verzeichnet werden. Fur ITGV/TLC (p = 0,0677) und
IC/TLC (p = 0,0696) bestand dagegen eine solche Korrelation nicht (Abbildung 3-9 B).

Fur Zellen der BAL-FlUssigkeit konnten dagegen keine signifikanten Korrelationen zwischen
den oben genannten Parametern und der mRNA-Expression von DEFB1 und DEFB4

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend ergab die Analyse der Genexpression, dass die mRNA von DEFB1 und
DEFB4 in der humanen Lunge exprimiert wird. Fir die DEFB1-mRNA-Expression konnte
zudem ein Zusammenhang mit der COPD sowie den wesentlichen Parametern der COPD-

Diagnostik gezeigt werden.

3.3 Expression von RNASE7 und S100A7 im Zusammenhang mit
einer COPD

Neueren Vorstellungen zufolge bilden neben den humanen Defensinen auch zwei weitere
antimikrobielle Peptide, RNASE7 und S100A7, einen festen Bestandteil der "chemischen"

1 Dennoch ist es unklar, welche Rolle diese Proteine in den

epithelialen Abwehr
Atemwegen spielen. In diesem Zusammenhang wurde im Rahmen der Studie die
Genexpression von RNASE7 und S7100A7 in der humanen Lunge im Hinblick auf eine

Modulation beim Fortschreiten einer COPD naher untersucht.

3.3.1 Analyse der mRNA-Expression von RNASE7 und S100A7 in
Abhangigkeit von der COPD und diagnostischen Parametern

Zunachst wurde die mRNA-Expression von RNASE7 und S100A7 im Biopsiematerial und in
Zellen der BAL-Flussigkeit in Abhangigkeit von einer COPD untersucht (Abbildung 3-10).
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Abbildung 3-10 Analyse der mRNA-Expression von RNASE7 und S7100A7 in Abhangigkeit von
der Diagnose der COPD.

Dargestellt ist die mRNA-Expression von (A) RNASE7 und (B) S7T00A7 in Abhangigkeit von einer
COPD. Die mRNA-Expression wurde als Kopienzahl des Zielgens pro Kopie f,-M berechnet und
anschlielend logarithmiert. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels eines ungepaarten
t-Tests analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.
Zusatzlich ist in der Abbildung der Mittelwert + SEM der jeweiligen Gruppe dargestellt.

Der direkte Vergleich der mRNA-Expression von RNASE7 und S7100A7 offenbarte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der COPD-Patienten und der gesunden
Probanden. Im Hinblick auf RNASE7 war die mittlere mRNA-Expression sowohl im
Biopsiematerial (p = 0,2976) als auch in Zellen der BAL-Flissigkeit (p = 0,2164) nahezu
identisch (Abbildung 3-10 A). Bezliglich der mMRNA-Expression von S7100A7 konnte nur eine
ausgepragte Variabilitdt in der Gruppe der COPD-Patienten sowohl im Biopsiematerial (p =
0,1447) als auch in Zellen der BAL-Flussigkeit (p = 0,2164) verzeichnet werden (Abbildung
3-10 B).

Im Zusammenhang mit den obigen Untersuchungen (vgl. Abschnitt 3.2) wurden Analysen
zur Korrelation der mRNA-Expression von RNASE7 und S7100A7 mit den wesentlichen
Parametern der COPD-Diagnostik wie FEV4, FEV4/VC, RV/TLC, ITGV/TLC, IC/TLC, 6-Min-

Gehtest sowie pack years durchgeflhrt. Es konnte jedoch keine signifikante Korrelation



zwischen der mRNA-Expression von RNASE7 und S700A7 und diesen Parametern

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.3.2 Einfluss von Mikroorganismen auf die mRNA-Expression von
RNASE7 und S100A7

Basierend auf bereits dargestellten Ergebnissen wurde weiterhin untersucht, ob ein
Zusammenhang zwischen bakteriellen und viralen Erregern und der mRNA-Expression von
RNASE7 und S100A7 besteht. Hierfir wurde das zu untersuchende Material in Gruppen
ohne (kein Nachweis) bzw. mit Erreger-Nachweis ohne Berucksichtigung einer COPD
aufgeteilt und die Expression von RNASE7- und S100A7-mRNA zwischen den beiden
Gruppen verglichen (Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11 Einfluss von Mikroorganismen auf die mRNA-Expression von RNASE7 und
S100A7.

Dargestellt ist die mRNA-Expression von (A) RNASE7und (B) S700A7 in Abhangigkeit von
Mikroorganismen. Die mRNA-Expression wurde als Kopienzahl des Zielgens pro Kopie pf>M
berechnet und anschliellend logarithmiert. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels eines
ungepaarten t-Tests analysiert. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. —
nicht signifikant. Zusétzlich ist in der Abbildung der Mittelwert + SEM der jeweiligen Gruppe
dargestellt.



Wie in der Abbildung 3-11 (A) dargestellt, konnten keine signifikanten Unterschiede in der
RNASE7-mRNA-Expression zwischen den Gruppen detektiert werden, weder im
Biopsiematerial (p = 0,2204) noch in Zellen der BAL-Flussigkeit (p = 0,1331).

Im Hinblick auf die S100A7-mRNA-Expression konnten im Biopsiematerial ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden (p = 0,4403, Abbildung 3-11 B). Dagegen
konnte in Zellen der BAL-FlUssigkeit ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression von
S100A7 in der "Erreger"-Gruppe verzeichnet werden (p = 0,0304). Die hoch variable mRNA-
Expression in dieser Gruppe stellte die weitere Frage auf, welche der Erreger einen Einfluss
auf die mMRNA-Expression von ST00A7 haben kénnten. Dabei ist beispielsweise Escherichia
coli (E. coli) im Bezug auf die Genexpression von S100A7 mittlerweile gut untersucht, der
Zusammenhang mit anderen bakteriellen Erregern ist dagegen jedoch weniger bekannt'®.
Basierend auf den in der Tabelle 3-2 dargestellten Daten wurden der Effekt der einzelnen
Erreger auf die S7100A7-mRNA-Expression untersucht. Die Koinfektionen viraler und
bakterieller bzw. mehrerer bakterieller Erreger wurden dabei ausgeschlossen. Es ergab sich
dabei nur fir Staphylococcus aureus (S. aureus) und E. coli jeweils eine Gruppe mit N = 5,
die untersucht werden konnten. Nach dieser Unterteilung =zeigte sich ein starker
Zusammenhang zwischen der ST00A7-mRNA-Expression und dem Nachweis von S. aureus
(p = 0,0005). Fir E. coli bestand dieser Zusammenhang nicht (p = 0,1976; Abbildung 3-11
B).

Zusammenfassend ergab die Analyse der Genexpression, dass die mRNA-Expression von
RNASE7 und S100A7 in der humanen Lunge exprimiert wird. Es konnte jedoch weder ein
Zusammenhang mit der COPD noch mit den wesentlichen Parametern der COPD-Diagnostik

nachgewiesen werden.

3.4 Molekulare Mechanismen transkriptioneller Aktivierung von
DEFB1

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war eine Untersuchung der Mechanismen, die zu einem
veranderten Muster der DEFB1-mRNA-Expression in der COPD fiihren. Da die Transkription
von Genen oft mit einer Veranderung ihrer Chromatinstruktur korreliert, wurden die
molekularen Mechanismen der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1 in der Lunge
anhand von Analysen der DNA-Methylierung und der kovalenten Histon-Modifikationen

naher untersucht.



3.4.1 Methylierungsanalyse von DEFB1

Wie bereits im Abschnitt 1.6.1 erwahnt, wird bei der DNA-Methylierung die Methylgruppe
durch DMTs an dem Cytosin eingefiihrt, das sich innerhalb der Sequenz 5'-CG-3' befindet.
Diese Sequenzen sind im Genom sehr ungleich verteilt und kommen sowohl vereinzelt als
CpG-Dinucleotide als auch konzentriert als sog. CpG-Inseln vor'® . In beiden Fallen erfiillen
sie eine wichtige Funktion bei der epigenetischen Kontrolle der Genregulation. In diesem
Zusammenhang wurde das Muster der CpG-Methylierung im Gen fir DEFB1 naher

untersucht.

3.4.1.1 Analyse von CpG-Inseln im DEFB1

Fir die folgenden Untersuchungen wurde ein etwa 8000 bp grofler Genomabschnitt gewahlt,
der einen etwa 700 bp grof3en Bereich stromaufwarts vom Startpunkt der mRNA-Synthese
(hypothetischer Promotorbereich), die beiden Exone 1 und 2 sowie die dazu gehérige
Intronsequenz des DEFB1 enthalt. Die Bestimmung CpG-reicher Regionen erfolgte mittels
der Software "EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite) cpgplot @ EBI"
(Abbildung 3-12).
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Abbildung 3-12 Analyse von CpG-Inseln im DEFB1 mittels "EMBOSS cpgplot @ EBI".

Folgende Kriterien wurden zur Identifikation einer CpG-Insel verwendet: Verhaltnis von beobachtetem
CpG-Gehalt zu erwartetem CpG-Gehalt mindestens 0,6 (obere Darstellung); "C+G"-Gehalt der DNA
mindestens 50 % (mittlere Darstellung); minimale beobachtete Sequenzlange 200 bp. Die Software
berechnet das Verhaltnis von beobachtetem zu erwartetem CpG-Gehalt in einem 100 bp grofen
Fenster, das in 1-bp-Schritten Uber die gesamte Sequenz verschoben wird, und ermittelt die Position
von CpG-Inseln in der Sequenz.



Folgende Kriterien wurden zur Identifikation einer CpG-Insel verwendet'*®'%'. (i) das
Verhaltnis von beobachtetem CpG-Gehalt zu erwartetem CpG-Gehalt sollte mindestens 0,6
sein, (ii) der "C+G"-Gehalt der DNA sollte mindestens 50 % betragen und (iii) die
beobachtete Sequenzlédnge sollte mindestens 200 bp sein. Die Analyse zeigte, dass die
Kriterien zur Identifikation einer CpG-Insel im gesamten, etwa 8000 bp grofen,
Sequenzbereich nicht erflllt wurden. Somit konnten keine CpG-Inseln im Gen fir DEFB1

identifiziert werden.

3.4.1.2 Analyse der CpG-Methylierung im DEFB1 nach Bisulfit-Behandlung im
Biopsiematerial

Im Allgemeinen wird angenommen, dass die transkriptionelle Aktivitat von Genen, die keine
CpG-Inseln in ihren Promotoren besitzen, durch die Verteilung und Dichte der einzelnen
methylierten CpG-Dinucleotide reguliert werden kann'®. Basierend auf dieser Hypothese
wurde das Methylierungsmuster der einzelnen CpG-Dinucleotide im DEFB1 mit Hilfe einer
Bisulfit-Behandlung im Biopsiematerial untersucht (Abbildung 3-13). Diese Technik
ermoglicht die Erfassung aller methylierten CpG-Dinucleotide unabhangig von ihren
Positionen und lasst somit eine Aussage Uber den Methylierungszustand der einzelnen

Cytosine innerhalb der Sequenz zu.

FUr die Analyse der CpG-Methylierung wurden zwei Sequenzabschnitte im Gen fur DEFB1
gewahlt: ein 498 bp grofer Abschnitt mit acht CpG-Dinucleotiden, der sich stromaufwarts
vom Startpunkt der mRNA-Synthese befindet (hypothetischer Promotorbereich, S1-
Abschnitt), sowie ein 389 bp groRer Abschnitt mit sieben CpG-Dinucleotiden, der die
komplette Sequenz des Exons 2 enthalt (S2-Abschnitt). Die Lage der einzelnen CpG-
Dinucleotide in den beiden Sequenzabschnitten ist in der Abbildung 3-13 (A) schematisch
dargestellt. Die Expression der dazugehérigen DEFB7-mRNA im untersuchten
Biopsiematerial ist in der Abbildung 3-13 (B) wiedergegeben. Hier konnte ein signifikanter
Unterschied in der DEFB1-mRNA-Expression in der Gruppe der COPD-Patienten gegentiber

der gesunden Kontrollgruppe verzeichnet werden (p = 0,0079).
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Abbildung 3-13 Analyse der CpG-Methylierung im DEFB1 nach Bisulfit-Behandlung im
Biopsiematerial.

(A) Genomische DNA wurde aus Biopsiematerial von funf COPD-Patienten und finf gesunden
Probanden isoliert, einer Bisulfit-Behandlung unterzogen und mittels PCR amplifiziert. Einzelne PCR-
Produkte wurden kloniert und der Methylierungsstatus mittels Sequenzierung bestimmt. Hierbei
wurden fur jeden Probanden bzw. Patienten mindestens 10 Klone analysiert. Die Lage der CpG-
Dinucleotide ist durch Pfeile gekennzeichnet; graue Kreise stehen fur unmethylierte, schwarze fir
methylierte CpG-Dinucleotide. (B) DEFB1 mRNA-Expression und (C) CpG-Methylierungsprofil im S1-
Abschnitt von DEFB1. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels eines ungepaarten t-Tests
bzw. 2way-ANOVA mit Bonferroni-Posttest analysiert, p < 0,05 wurde als signifikant betrachtet.
Dargestellt ist der Mittelwert + SEM.



Die Sequenzanalysen im S1-Bereich wurden mit dem Biopsiematerial von insgesamt flnf
COPD-Patienten sowie fiinf gesunden Probanden durchgefiihrt. Die CpG-Dinucleotide im
S2-Bereich wurden anhand von zwei Patienten und zwei gesunden Probanden analysiert.
Die Sequenzanalyse nach der Bisulfit-Behandlung zeigte, dass der S2-Bereich in einer stark
methylierten Form sowohl bei COPD-Patienten (mittlerer Methylierungsgrad 95,7 %) als
auch bei gesunden Probanden (92,1 %) vorliegt. Demgegenuber konnten im S1-Abschnitt
zwei unterschiedliche Bereiche definiert werden: ein weniger methylierter proximaler Bereich
in unmittelbarer Nahe zum Startpunkt der RNA-Synthese sowie ein distaler Bereich, der eine
starkere Methylierung aufweist (Abbildung 3-13 A). Der Vergleich der Methylierung der
einzelnen CpG-Dinucleotide offenbarte allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen
COPD-Patienten und gesunden Probanden im gesamten S1-Abschnitt (Abbildung 3-13 C).
Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-Expression von DEFB1 und der
CpG-Methylierung im Biopsiematerial nachgewiesen werden, weder im S1- noch im S2-
Abschnitt von DEFB1 (Daten nicht gezeigt).

3.4.2 Effekte von 5-Aza-2’-desoxycytidin auf DEFB1

Der Einsatz spezifischer Inhibitoren der DNA-Methyltransferasen (DMTs) wie beispielsweise
5-Aza-2’-desoxycytidin (ZdCyt) bietet eine weitere Mdglichkeit, um den Einfluss der DNA-
Methylierung auf die DEFB71-Expression zu untersuchen. ZdCyt ist chemisch mit dem
Cytosin verwandt und wird von DMTs ebenfalls als Substrat erkannt. Dies flihrt zu einer

Hemmung der Enzym-Aktivitat und schlieflich zum Verlust der DNA-Methylierung'””.

3.4.2.1 Effekte von ZdCyt auf die mMRNA-Expression von DEFB1 im
Zellkulturmodell

Basierend auf der Hypothese, dass die Hemmung der DMTs durch ZdCyt einen Effekt auf
die mRNA-Expression von DEFB1 hat, wurden zwei humane Epithel-Zelllinien A549
(Lungenepithel) und NCI-H727 (Bronchialepithel) mit dem DMT-Inhibitor ZdCyt behandelt
(Abbildung 3-14).
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Abbildung 3-14 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 nach ZdCyt-Behandlung in A549-
und NCI-H727-Zellen.

(A) A549- und (B) NCI-H727-Zellen wurden mit 5 uM ZdCyt, 1 ng/ml IL-18 (A549) bzw. 100 ng/ml LPS
(NCI-H727) Uber 12 bis 72 h behandelt. Die Kontrollen wurden mit entsprechendem Volumen Medium
oder DMSO versetzt. Die mRNA-Expression von DEFB1, IL8 und PBG-D als interne Kontrolle
(housekeeping gene) wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die CXCL8-Freisetzung
wurde im Uberstand mittels ELISA gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von zwei bis vier
unabhangigen Experimenten.

Unter der Voraussetzung, dass ZdCyt zellzyklus-spezifisch (S-Phase-spezifisch) wirkt'”” und
dass die Zellen eine mittlere Teilungsrate von 22 (A549) bzw. 48 h (NCI-H727) besitzen,
wurde der Einfluss des Inhibitors in einem Zeitraum von 12 bis 72 h untersucht. Die
Vergleichsansatze wurden mit entsprechendem Volumen Medium oder DMSO behandelt.
Zur Kontrolle der Zellaktivierung wurden das Cytokin IL-1B (A549-Zellen) und LPS (NCI-
H727-Zellen) verwendet. Als Aktivierungsmarker dienten dabei die Messungen der IL8-
mRNA-Expression und die Freisetzung von CXCL8 nach der Behandlung der Zellen.

Wie in der Abbildung 3-14 dargestellt, konnte eine Aktivierung der Zellen durch Behandlung
mit IL-1p (A549) und LPS (NCI-H727) erreicht werden. Diese zeigte sich in einer induzierten
IL8-mRNA-Expression sowie der Freisetzung von CXCL8. Die Behandlung mit dem DMT-
Inhibitor ZdCyt hatte dagegen weder in A549- noch in NCI-H727-Zellen einen Effekt auf /L8-
MRNA-Expression und CXCL8-Freisetzung. Im Hinblick auf DEFB1 flihrte die Behandlung
der A549-Zellen mit ZdCyt bereits nach 24 h zu einer Induktion der DEFB71-mRNA-
Expression, welche zum Zeitpunkt 72 h in dieser Kinetik das Maximum erreichte. In NCI-

H727-Zellen dagegen konnte ein Anstieg der mRNA erst nach 72 h der Behandlung



verzeichnet werden. Im Gegensatz dazu hatten die Behandlungen der A549-Zellen mit IL-13
einen geringen bzw. der NCI-H727-Zellen mit LPS gar keinen Effekt auf die DEFB1-mRNA-
Expression.

Die erhaltenen Ergebnisse weisen somit auf eine Rolle der DNA-Methylierung in der
transkriptionellen Aktivierung von DEFB1 hin.

3.4.2.2 Effekte von ZdCyt auf die CpG-Methylierung im DEFB1 im
Zellkulturmodell

Aufbauend auf der Erkenntnis, dass im vorliegenden Zellkulturmodell die Genexpression von
DEFB1 unter Behandlung mit dem DMT-Inhibitor ZdCyt ansteigt, stellte sich die Frage, ob
dieser Effekt mit einer Veranderung der CpG-Methylierung im DEFB1 assoziiert ist. Generell
setzt der Wirkmechanismus von ZdCyt eine Inkorporation in die DNA voraus, wobei die
Expositionsdauer des Inhibitors eine essenzielle Rolle spielt. Im Hinblick auf die kurze
Halbwertszeit des Inhibitors von nur 12 h wurde die Arbeitskonzentration von ZdCyt fur die
folgenden Experimente Uberprift und weiter optimiert. Fir diese Untersuchungen wurden die
Zellen mit steigenden Konzentrationen von ZdCyt behandelt und der Effekt des Inhibitors auf
die mMRNA-Expression von DEFB1 nach 24, 48 und 72 h untersucht (Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-15 Konzentrationsabhangigkeit der DEFB1-mRNA-Expression von ZdCyt.

A549- und NCI-H727-Zellen wurden mit Konzentrationen von 5 yM, 50 yM und 100 yM ZdCyt Uber
24, 48 und 72 h behandelt. Die Kontrollen wurden mit entsprechendem Volumen DMSO versetzt. Die
MRNA-Expression von DEFB1 und PBG-D als interne Kontrolle (housekeeping gene) wurde mittels

quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von zwei unabhangigen
Experimenten.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Abbildung 3-14 fiihrte die Behandlung der
A549-Zellen bereits mit 5 uM ZdCyt zu einem deutlichen zeitabhangigen Anstieg der DEFB1-
mRNA-Expression. Die Behandlungen mit Konzentrationen von 50 und 100 uM ZdCyt
fihrten zu einer noch starkeren Induktion der mRNA-Expression. Dabei war bereits nach

24 h jeweils ein Anstieg der Expression zu verzeichnen. Sie erreichte dann nach 48 h das



Maximum und blieb bis zum Zeitpunkt 72 h nahezu unverandert. In NCI-H727-Zellen
dagegen konnte in diesen Experimenten unter Verwendung von 5 uM ZdCyt kein Effekt auf
die DEFB1-mRNA-Expression beobachtet werden. Hohere Konzentrationen waren jedoch in
der Lage, die DEFB1-mRNA-Expression nach 48 h zu induzieren. Das Maximum der
Induktion war allerdings erst nach 72 h zu verzeichnen (Abbildung 3-15). In beiden Zelllinien
hatten 50 yM und 100 uM ZdCyt einen ahnlichen Effekt auf die DEFB1-mRNA-Expression.
Angesichts einer moglichen zytotoxischen Wirkung des Inhibitors wurde in den weiteren

Experimenten mit einer Konzentration von 50 uM ZdCyt Uber 72 h gearbeitet.

Zur Analyse der CpG-Methylierung im Gen flir DEFB1 nach Behandlung mit ZdCyt wurden
Sequenzanalysen genomischer DNA von A549- und NCI-H727-Zellen mittels einer Bisulfit-
Sequenzierung durchgefihrt. Fur diese Untersuchungen wurde ein 873 bp grofRer
Sequenzabschnitt gewahlt, der insgesamt 15 CpG-Dinucleotide im hypothetischen Promotor,
Exon 1 und dem angrenzenden Intronbereich von DEFB1 enthalt (inklusive der acht CpG-
Dinucleotide, welche bereits im Abschnitt 3.4.1.2 diskutiert wurden). Die Positionen der
einzelnen CpG-Dinucleotide im untersuchten Abschnitt von DEFB1 sind in der Abbildung
3-16 (A) schematisch dargestellt.

Um den Effekt des Inhibitors zu tUberprifen, wurden parallel Zellkulturansatze zur Analyse
der DEFB1-mRNA-Expression mitgefuhrt (Abbildung 3-16 B). Dabei konnte sowohl in A549-
als auch in NCI-H727-Zellen nach der ZdCyt-Behandlung eine deutliche Induktion der
DEFB1-mRNA-Expression verzeichnet werden. Gleichzeitig konnte unter der ZdCyt-
Behandlung eine leichte Abnahme der CpG-Methylierung im gesamten untersuchten
Sequenzabschnitt von DEFB1 detektiert werden: Der Methylierungsgrad von DEFB1
erniedrigte sich von 20 auf 15,3 % in A549-Zellen sowie von 12,7 auf 9,7 % in NCI-H727-
Zellen (Abbildung 3-16 C).

In beiden Zelllinien zeigte die Methylierungsfrequenz innerhalb des untersuchten
Sequenzabschnitts jedoch eine sehr hohe Variabilitdt. So wurde das Gen in keiner der
untersuchten CpG-Positionen in allen Fallen als methyliert vorgefunden. Dieses traf sowonhl
fur die unbehandelten als auch fir die ZdCyt-behandelten Zellen zu. So erschien
beispielsweise das CpG-Dinucleotid in der Position 2 der unbehandelten A549-Zellen
weitgehend demethyliert; die ZdCyt-Behandlung flhrte dann zu einer punktuellen
Methylierung in dieser Position. Die NCI-H727-Zellen zeigten dagegen eine starkere CpG-
Methylierung in den Positionen 2 und 3, die nach der ZdCyt-Behandlung stark zurtickging
(Abbildung 3-16 C). Zwischen der mRNA-Expression von DEFB1 und der CpG-Methylierung

war damit im untersuchten Sequenzabschnitt kein Zusammenhang erkennbar.
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Abbildung 3-16 Analyse der CpG-Methylierung von DEFB1 nach ZdCyt-Behandlung in A549-
und NCI-H727-Zellen.

(A) A549- und NCI-H727-Zellen wurden mit 50 uM ZdCyt fur 72 h behandelt. Genomische DNA wurde
isoliert, einer Bisulfit-Behandlung unterzogen und mittels PCR amplifiziert. Als Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen verwendet. Einzelne PCR-Produkte wurden kloniert und der Methylierungsstatus
mittels Sequenzierung bestimmt. Hierbei wurden mindestens 10 Klone analysiert. Die Lage der CpG-
Dinucleotide ist durch Pfeile gekennzeichnet; graue Kreise stehen fur unmethylierte CpG-Dinucleotide,
schwarze fur methylierte. (B) DEFB1-mRNA-Expression und (C) CpG-Methylierungsprofil. In
Klammern ist der Prozentwert der CpG-Methylierung tiber den gesamten Sequenzbereich angegeben.



3.4.3 Effekte von Trichostatin A auf DEFB1

In der Pathogenese der COPD spielen Histon-Deacetylasen (HDACSs) offenbar eine wichtige
Rolle. Es gibt zunehmend Hinweise dafir, dass sowohl die Expression als auch die Aktivitat

1213186 Der Einsatz

einiger HDACs im Lungengewebe bei der COPD beeintrachtigt is
spezifischer HDAC-Inhibitoren bietet dabei eine Mdéglichkeit, die Rolle von HDACs in der
transkriptionellen Aktivierung von DEFB1 zu untersuchen. Trichostatin A (TSA) stellt einen
potenten Inhibitor der HDAC-Klassen | und Il dar und fiihrt durch die Hemmung ihrer Aktivitat

zu einer Akkumulierung der Acetylierung von Histonen und anderen Ziel-Proteinen'’®.

3.4.3.1 Effekte von TSA auf die mRNA-Expression von DEFB1 im
Zellkulturmodell

Um zu Uberprifen, ob die Hemmung der HDACs durch TSA einen Effekt auf die mRNA-
Expression von DEFB1 hat, wurden die beiden humanen Epithel-Zelllinien A549 und NCI-
H727 mit dem Inhibitor behandelt. Der Effekt von TSA auf die mRNA-Expression von DEFB1
wurde in einem Zeitraum von 12 bis 72 h untersucht. Die Kontrolle der Zellaktivierung wurde
ebenfalls (vgl. Abschnitt 3.4.2.1) anhand der Messungen der /IL8-mRNA-Expression sowie
der CXCL8-Freisetzung nach den Behandlungen mit IL-1B (A549-Zellen) und LPS (NCI-
H727-Zellen) durchgefuhrt (Abbildung 3-17).

Wie in der Abbildung 3-17 dargestellt, konnte eine Aktivierung der Zellen durch Behandlung
mit IL-1p (A549) und LPS (NCI-H727) erreicht werden. Diese zeigte sich in einer induzierten
IL8-mRNA-Expression sowie einer Freisetzung von CXCL8. Dagegen hatten die
Behandlungen mit TSA weder in A549 noch in NCI-H727 einen Effekt auf /L8-Expression
bzw. CXCL8-Freisetzung.

Im Hinblick auf DEFB1 konnte dagegen unter TSA-Behandlung sowohl in A549- als auch in
NCI-H727-Zellen bereits nach 12 h eine deutliche Induktion der DEFB1-mRNA-Expression
detektiert werden. Nach 24 h war ein weiterer Anstieg der mRNA-Expression zu
verzeichnen, der in der vorliegenden Kinetik das Maximum der Induktion darstellte. Nach 72-
stindiger Behandlung erreichte die DEFB1-mRNA-Expression in beiden Zelllinien wieder
annahrend das Kontrollniveau (Abbildung 3-17).

Die erhaltenen Ergebnisse weisen somit auf eine Rolle der HDACs in der transkriptionellen
Aktivierung von DEFBT1 hin.
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Abbildung 3-17 Analyse der mRNA-Expression von DEFB1 nach TSA-Behandlung in A549- und
NCI-H727-Zellen.

(A) A549- und (B) NCI-H727-Zellen wurden mit 400 uM TSA, 1 ng/ml IL-1p (A549) bzw. 100 ng/ml
LPS (NCI-H727) Gber 12 bis 72 h behandelt. Die Kontrollen wurden mit entsprechendem Volumen
Medium oder Ethanol versetzt. Die mRNA-Expression von DEFB1, IL8 und PBG-D als interne
Kontrolle (housekeeping gene) wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die CXCL8-
Freisetzung wurde im Uberstand mittels ELISA gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von
zwei bis vier unabhangigen Experimenten.

3.4.3.2 Effekte von TSA auf die CpG-Methylierung im DEFB1 im
Zellkulturmodell

Wie bereits erwahnt, vermittelt der Inhibitor TSA seinen Effekt durch die Hemmung der
Aktivitat von HDACs. Um die Frage nach einer mdoglichen Assoziation zwischen der
Induktion von der DEFB1-mRNA-Expression durch die Behandlung mit TSA und der CpG-
Methylierung zu beantworten, wurde das Muster der CpG-Methylierung im Gen fur DEFB1
nach der TSA-Behandlung ermittelt. FUr diese Untersuchungen wurden die beiden humanen
Epithel-Zelllinien A549 und NCI-H727 mit 400 nM TSA Uber 24 h behandelt. Anschliel3end
wurde das Methylierungsmuster der einzelnen CpG-Dinucleotide im gleichen
Sequenzabschnitt, wie bereits im Abschnitt 3.4.2.2 beschrieben, analysiert. Die Positionen
der einzelnen CpG-Dinucleotide im untersuchten Abschnitt von DEFB1 sind in der
Abbildung 3-18 (A) schematisch dargestellt.
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Abbildung 3-18 Analyse der CpG-Methylierung von DEFB1 nach TSA-Behandlung in A549- und

NCI-H727-Zellen.

(A) A549- und NCI-H727-Zellen wurden mit 400 uM TSA fir 24 h behandelt. Genomische DNA wurde
isoliert, einer Bisulfit-Behandlung unterzogen und mittels PCR amplifiziert. Als Kontrolle wurden
unbehandelte Zellen verwendet. Einzelne PCR-Produkte wurden kloniert und der Methylierungsstatus
mittels Sequenzierung bestimmt. Hierbei wurden mindestens 10 Klone analysiert. Die Lage der CpG-
Dinucleotide ist durch Pfeile gekennzeichnet; graue Kreise stehen fir unmethylierte CpG-Dinucleotide,
schwarze fur methylierte. (B) DEFB1-mRNA-Expression und (C) CpG-Methylierungsprofil. In
Klammern ist der Prozentwert der CpG-Methylierung tUber den gesamten Sequenzbereich angegeben.



Um den Effekt des Inhibitors zu Uberpriifen, wurden auch hier parallel Zellkulturansatze zur
Analyse der DEFB1-mRNA—Expression mitgefuhrt (Abbildung 3-18 B). Auch hier fihrten die
Behandlungen der Zellen mit TSA zu einer deutlichen Induktion der DEFB7-mRNA-
Expression in beiden Zelllinien. Dagegen konnten keine Unterschiede in der CpG-
Methylierung unter TSA-Behandlung festgestellt werden (Abbildung 3-18 C). So blieb der
Methylierungsgrad der unbehandelten A549-Zellen (23,6 %) im Vergleich zu jenem der
behandelten Zellen (23,1 %) nahezu unverandert. In NCI-H727-Zellen konnte dagegen ein
geringer Ruckgang von 15,8 auf 13,3 % detektiert werden. Insgesamt konnte allerdings eine
sehr hohe Variabilitdt der Methylierung in beiden Zelllinien festgestellt werden (Abbildung
3-18 A). Zwischen der mRNA-Expression von DEFB1 und der CpG-Methylierung im

untersuchten Sequenzabschnitt war damit kein Zusammenhang erkennbar.

3.4.4 Analyse der kovalenten Histon-Modifikationen im DEFB1

Im Allgemeinen erfullt die CpG-Methylierung eine bedeutende Funktion bei der
epigenetischen Genregulation, dient aber haufig auch als Einrichtung zur Verstarkung
weiterer Mechanismen bei der Kontrolle der Genexpression. Einer dieser Mechanismen
beruht auf der Mdglichkeit, die N-terminalen Regionen der Histone vielfaltig kovalent zu
modifizieren, und stellt einen weiteren wichtigen Regulationsmechanismus bei der Kontrolle

der Transkription und der transkriptionsabhangigen zelluldren Prozesse dar'’.

3.4.4.1 Analyse der Histon-Acetylierung von DEFB1 nach Behandlungen mit
ZdCyt und TSA in NCI-H727-Zellen

Aufbauend auf der Erkenntnis, dass im vorliegenden Zellkulturmodell die mRNA-Expression
von DEFB1 unter Behandlung mit ZdCyt und TSA ansteigt, wurde das Muster der Histon-
Acetylierung in mehreren Bereichen des DEFB1-Gens mittels Chromatinimmunprazipitation
(ChlP) untersucht. Diese Methode basiert auf der Erkennung der kovalent modifizierten
Regionen der Histone mittels spezifischer Antikérper und erlaubt eine quantitative Analyse
dieser Modifikationen in definierten Bereichen des Chromatins. Fir die ChIP-Analysen
wurden NCI-H727-Zellen mit ZdCyt fir 72 h sowie mit TSA fir 24 h behandelt und
anschlielRend sowohl die Gesamt-Acetylierung des Histons H3 (H3-Acetyl) als auch dessen
Acetylierung am Lysin-9 (H3K9-Acetyl) und Lysin-14 (H3K14-Acetyl) analysiert (Abbildung
3-19). Die Kontrollansatze wurden anstelle von Inhibitoren mit entsprechendem Volumen des
Lésungsmittels (DMSO oder Ethanol) versetzt. Um den Effekt der Inhibitoren zu tUberprifen,
wurden parallel Zellkulturansatze zur Analyse der DEFB71-mRNA—Expression mitgefuhrt.
Dabei konnte sowohl unter ZdCyt- als auch unter TSA-Behandlung eine Induktion der

DEFB1-mRNA-Expression verzeichnet werden (Daten nicht gezeigt).



Fir die Analyse der Chromatinstruktur wurden mehrere Sequenzabschnitte innerhalb des
Gens fur DEFB1 gewahlt. Diese sind in der Abbildung 3-19 schematisch dargestellt. Im

Einzelnen handelt es sich dabei um:
— Abschnitte |, Il, Il und IV stromaufwarts vom Startpunkt der RNA-Synthese innerhalb

des hypothetischen Promotorbereiches,
— Abschnitt V (inklusive der TATA-Box und der 5'-untranslatierten Region (5'-UTR),

— Abschnitt VI in der kodierenden Region des Exons 1 und dem angrenzenden

Intronbereich,

— Abschnitt VIl innerhalb des Introns sowie
— Abschnitt VIl im Exon 2 von DEFB1.
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Abbildung 3-19 Analyse der Histon-Acetylierung von DEFB1 nach Behandlung mit ZdCyt und

TSA in NCI-H727-Zellen.

NCI-H727-Zellen wurden mit 50 yM ZdCyt far 72 h bzw. mit 400 nM TSA fir 24 h behandelt.
Anschlieflend wurden die Zellen lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp grofle Fragmente durch
Ultraschall generiert und mittels Antikérper gegen H3-Acetyl, H3KO9-Acetyl und H3K14-Acetyl
immunprazipitiert. Zum Nachweis der Spezifitdt der Prazipitation wurden jeweils Ansatze ohne

Antikoérper mitgefihrt (Negativ-Kontrollen).

Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels

quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-
DNA. Die erhaltenen Ergebnisse wurden nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf GAPDH
normalisiert und sind als Mittelwert + SEM aus zwei unabhangigen Experimenten dargestellt.



Es konnte ein unterschiedlicher Einfluss der Inhibitoren auf die Histon-Acetylierung
festgestellt werden (Abbildung 3-19). So konnten unter Behandlung der Zellen mit ZdCyt
keine Anderungen in den Histon-Acetylierungen detektiert werden. In allen untersuchten
Abschnitten von DEFB1 waren sowohl die Gesamt-Acetylierung des Histons H3 (H3-Acetyl)
als auch dessen Acetylierung am Lysin-9 (H3K9-Acetyl) und Lysin-14 (H3K14-Acetyl) auf
dem Niveau der DMSO-Kontrolle. Dagegen fiihrte die Behandlung der Zellen mit TSA zu
einer deutlichen Zunahme der Acetylierung in allen Abschnitten von DEFB1. Insbesondere
konnte ein sehr deutlicher Anstieg von H3-Acetyl in den Abschnitten Il, V und VI sowie
H3K9-Acetyl in den Abschnitten I, II, und IV detektiert werden. In den Abschnitten I, llI-IV
(H3-Acetyl) bzw. Ill, V-VI (H3K9-Acetyl) war die Zunahme der Acetylierung dagegen jeweils
weniger stark ausgepragt. In den Abschnitten VIl und VIl konnte weder fir H3-Acetyl noch
H3K9-Acetyl eine Anderung detektiert werden. Im Hinblick auf H3K14-Acetyl konnte nur in
den Abschnitten Il und IV ein geringer Anstieg der Acetylierung unter TSA-Behandlung
festgestellt werden, in den anderen Abschnitten veradnderte sich der Acetylierungsgrad

dagegen nicht.

3.4.4.2 Korrelation zwischen Histon-Acetylierung und der mRNA-Expression
von DEFB1 in Zellen der BAL-Flissigkeit

Im né&chsten Schritt wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Histon-
Acetylierung und der mRNA-Expression von DEFB1 auch in primarem Material besteht.
Hierfr wurden die Modifikationen H3-Acetyl und H3K9-Acetyl mit der Expression der
DEFB1-mRNA in den Zellen der BAL-FlUssigkeit korreliert. Diese Untersuchungen konnten
mit dem Material von insgesamt funf (H3-Acetyl) bzw. zehn (H3K9-Acetyl)
Studienteilnehmern durchgefuhrt werden (Abbildung 3-20 und Abbildung 3-21).

Wie der Abbildung 3-20 zu entnehmen ist, konnte eine hoch signifikante Korrelation
zwischen der DEFB1-mRNA-Expression und der Gesamt-Acetylierung des Histons H3 im
Abschnitt VII (p < 0,0001) verzeichnet werden. Auch im Abschnitt VI konnte eine starke
Korrelation zwischen der mRNA-Expression von DEFB71 und H3-Acetyl nachgewiesen
werden (p = 0,0187). In den Abschnitten I-V und VIII war dagegen keine signifikante
Korrelation nachweisbar.

Im Hinblick auf die Acetylierung des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9-Acetyl) war in keinem der
untersuchten Genabschnitte von DEFB1 eine signifikante Korrelation mit der DEFB71-mRNA-
Expression nachweisbar (Abbildung 3-21).

Die erhaltenen Ergebnisse belegen eine Korrelation zwischen der transkriptionellen
Aktivierung von DEFB1 und der Gesamt-Acetylierung des Histons H3, nicht aber dessen

Acetylierung am Lysin-9.
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Abbildung 3-20 Analyse von H3-Acetyl in Abhédngigkeit von der DEFB1-mRNA-Expression in

Zellen der BAL-Fliissigkeit.

Zellen der BAL-FlUssigkeit wurden lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp grof’e Fragmente durch
Ultraschall generiert und mittels Antikérper gegen H3-Acetyl immunprazipitiert. Zum Nachweis der
Spezifitdt der Prazipitation wurden jeweils Ansatze ohne Antikdrper mitgefuihrt (Negativ-Kontrollen).
Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt.
Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-DNA. Die erhaltenen Ergebnisse wurden
nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf Histon H4 normalisiert. Die DEFB1-mRNA ist als
Kopienzahl pro Kopie f,-M dargestellt. Die Korrelationsanalyse erfolgte unter Verwendung der
Spearman'schen Rangkorrelation r, Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. —

nicht signifikant.
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Abbildung 3-21 Analyse von H3K9-Acetyl in Abhéngigkeit von der DEFB71-mRNA-Expression in
Zellen der BAL-Flissigkeit.

Zellen der BAL-Flussigkeit wurden lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp grof’e Fragmente durch
Ultraschall generiert und mittels Antikérper gegen H3K9-Acetyl immunprazipitiert. Zum Nachweis der
Spezifitat der Prazipitation wurden jeweils Ansatze ohne Antikérper mitgefihrt (Negativ-Kontrollen).
Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die
Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-DNA. Die erhaltenen Ergebnisse wurden
nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf Histon H4 normalisiert. Die DEFB1-mRNA ist als
Kopienzahl pro Kopie f,-M dargestellt. Die Korrelationsanalyse erfolgte unter Verwendung der
Spearman'schen Rangkorrelation r, Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. —
nicht signifikant.



3.4.4.3 Analyse der Histon-Methylierung von DEFB1 nach Behandlungen mit
ZdCyt und TSA in NCI-H727-Zellen

Ebenso wie die Acetylierung ist die Methylierung von Histonen ein wichtiger Faktor in der
epigenetischen Genregulation. Im Zusammenhang mit den obigen Untersuchungen (vgl.
Abschnitt 3.4.4.1) wurde der Effekt von ZdCyt und TSA auf die Tri-Methylierung des Histons
H3 am Lysin-4 (H3K4me;) sowie die Tri-Methylierung des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9me3)
im Gen fir DEFB1 untersucht. Hierflir wurden NCI-H727-Zellen mit ZdCyt fir 72 h und TSA
fur 24 h behandelt und das Muster der Histon-Methylierungen mittels ChIP untersucht
(Abbildung 3-22).

\ \'/]
L — 1
Startpunkt der mRNA-
I Il m V1 Synthese Vil
v vy vy il ¥ g 3
I | EIER cos | |
Exon1 Intron Intron
TATA-Signal
H3K4me; H3K9me;
g Bl DMSO-Kontrolle 2.5 El DMSO-Kontrolle

B 50 pM ZdCyt

B 50 pM ZdCyt

»

relative Menge
a A

o

o 0.
| | 1 B AVAR VARV VAT VA [ [ | B |1 VAR VAR V/ BV | IR VAT
H3K4me; H3K9me;
1.5 Il Ethanol-Kontrolle 1.5 Il Ethanol-Kontrolle
I 400 nMTSA B 400 nM TSA

-
o

relative Menge
o
L4

0 0.0
I ne v v v vIEVIHIE (I | 1| A2 VAR VI BV | IRVA 1]

Abbildung 3-22 Analyse der Histon-Methylierung von DEFB1 nach Behandlung mit ZdCyt und
TSA in NCI-H727-Zellen.

NCI-H727-Zellen wurden mit 50 yM ZdCyt far 72 h bzw. mit 400 nM TSA fir 24 h behandelt.
Anschliellend wurden die Zellen lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp grof’e Fragmente durch
Ultraschall generiert und mittels Antikdrper gegen H3K4me; und H3K9me; immunprazipitiert. Zum
Nachweis der Spezifitat der Prazipitation wurden jeweils Anséatze ohne Antikorper mitgefiihrt (Negativ-
Kontrollen). Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt.
Die Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-DNA. Die erhaltenen Ergebnisse
wurden nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf GAPDH normalisiert und sind als
Mittelwert + SEM aus zwei unabhangigen Experimenten dargestellt.

Wie der Abbildung 3-22 zu entnehmen ist, fiihrte die Behandlung der Zellen sowohl mit

ZdCyt als auch mit TSA zu einem Anstieg der Tri-Methylierung des Histons H3 am Lysin-4



(H3K4mej3). Dabei konnte die Zunahme von H3K4me; in allen untersuchten Genabschnitten
von DEFB1, insbesondere aber in den Abschnitten | und Il nach der ZdCyt-Behandlung bzw.
im Abschnitt Il nach der TSA-Behandlung detektiert werden. Auch im Hinblick auf die Tri-
Methylierung des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9me3;) flihrten die Behandlungen der Zellen mit
beiden Inhibitoren zu einem Anstieg von H3K9me; im Abschnitt |l. Dagegen konnten in den

Abschnitten I, l11-VI keine Anderungen von H3K9mej; detektiert werden.

3.4.4.4 Korrelation zwischen Histon-Methylierung und der mRNA-Expression
von DEFB1 in Zellen der BAL-Fliissigkeit

Basierend auf den bereits dargestellten Daten wurde untersucht, ob ein Zusammenhang
zwischen der Histon-Methylierung und der mRNA-Expression von DEFB1 auch in Zellen der
BAL-Flussigkeit besteht. Hierfur wurden (i) eine Tri-Methylierung des Histons H3 am Lysin-4
(H3K4mej3; Abbildung 3-23), (ii) eine Di-Methylierung des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9me;;
Abbildung 3-24), (iii) eine Tri-Methylierung des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9mej;; Abbildung
3-25) sowie (iv) eine Tri-Methylierung des Histons H4 am Lysin-20 (H4K20mej3; Abbildung
3-26) analysiert. Fir diese Untersuchungen konnte das Material von insgesamt elf (H3K4me;
und H3K9me3;), zehn (H3K9me,) bzw. neun (H4K20me;) Studienteilnehmern verwendet und

mittels ChIP analysiert werden.

Wie der Abbildung 3-23 zu entnehmen ist, konnte eine signifikante Korrelation zwischen der
MRNA-Expression von DEFB1 und der Methylierung des Histons H3 am Lysin-4 (H3K4me3)
in den Abschnitten | (p = 0,001), Il (p = 0,0194), IV (p = 0,0213), V (p = 0,0042), VI
(p = 0,0008) und VII (p = 0,0213) verzeichnet werden. Eine entsprechende Abhangigkeit war
dagegen in den Abschnitten Il und VI nicht nachweisbar.

In Hinblick auf die Di- und Tri-Methylierung des Histons H3 am Lysin-9 (H3K9me, und
H3K9me;) konnte im Abschnitt VII jeweils eine signifikante Korrelation zwischen der DEFB1-
MRNA-Expression und den beiden Histon-Modifikationen H3K9me, (p = 0,0300; Abbildung
3-24) und H3K9me; (p = 0,0213; Abbildung 3-25) nachgewiesen werden. In den Abschnitten
I-VI sowie im Abschnitt VIII war dagegen keine signifikante Korrelation nachweisbar.
Bezlglich der Tri-Methylierung des Histons H4 am Lysin-20 (H4K20mej3; Abbildung 3-26)
konnte ebenfalls nur im Abschnitt VIl eine signifikante Korrelation (p = 0,0249) mit der
DEFB1-mRNA-Expression verzeichnet werden. Auch hier war in den Abschnitten I-VI sowie
im Abschnitt VIII keine signifikante Korrelation nachweisbar.

Die erhaltenen Ergebnisse belegen eine Korrelation zwischen der Histon-Methylierung und
der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1. Dabei konnte fir definierte Genabschnitte von
DEFB1 ein bestimmtes Muster der Histon-Modifizierungen H3K4me;, H3K9me, und

H3K9me; sowie H4K20me; gezeigt werden.
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Abbildung 3-23 Analyse von H3K4me; in Abhéangigkeit von der DEFB71-mRNA-Expression in

Zellen der BAL-Flissigkeit.

Zellen der BAL-Flussigkeit wurden lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp groRe Fragmente durch

Ultraschall generiert und mittels Antikdrper gegen H3K4me; immunprazipitiert. Zum Nachweis der

Spezifitat der Prazipitation wurden jeweils Ansatze ohne Antikérper mitgefiihrt (Negativ-Kontrollen).
Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die

Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-DNA. Die erhaltenen Ergebnisse wurden
nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf Histon H4 normalisiert. Die DEFB1-mRNA ist als
Kopienzahl pro Kopie f>-M dargestellt. Die Korrelationsanalyse erfolgte unter Verwendung der
Spearman'schen Rangkorrelation r, Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. —

nicht signifikant.
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Abbildung 3-24 Analyse von H3K9me; in Abhidngigkeit von der DEFB1-mRNA-Expression in
Zellen der BAL-Flissigkeit.

Zellen der BAL-Flussigkeit wurden lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp groRe Fragmente durch
Ultraschall generiert und mittels Antikdrper gegen H3K9me, immunprazipitiert. Zum Nachweis der
Spezifitdt der Prazipitation wurden jeweils Ansatze ohne Antikérper mitgefihrt (Negativ-Kontrollen).
Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die
Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-DNA. Die erhaltenen Ergebnisse wurden
nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf LINE-1 normalisiert. Die DEFB1-mRNA ist als Kopienzahl
pro Kopie S,-M dargestellt. Die Korrelationsanalyse erfolgte unter Verwendung der Spearman'schen
Rangkorrelation r, Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.
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Abbildung 3-25 Analyse von H3K9me; in Abhéangigkeit von der DEFB71-mRNA-Expression in
Zellen der BAL-Flissigkeit.

Zellen der BAL-Flussigkeit wurden lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp groRe Fragmente durch
Ultraschall generiert und mittels Antikdrper gegen H3K9me; immunprazipitiert. Zum Nachweis der
Spezifitat der Prazipitation wurden jeweils Ansatze ohne Antikorper mitgefiihrt (Negativ-Kontrollen).
Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die
Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-DNA. Die erhaltenen Ergebnisse wurden
nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf LINE-1 normalisiert. Die DEFB1-mRNA ist als Kopienzahl
pro Kopie f,-M dargestellt. Die Korrelationsanalyse erfolgte unter Verwendung der Spearman'schen
Rangkorrelation r, Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.
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Abbildung 3-26 Analyse von H4K20me; in Abhdngigkeit von der DEFB71-mRNA-Expression in
Zellen der BAL-Flussigkeit.

Zellen der BAL-Flissigkeit wurden lysiert, aus der Gesamt-DNA 200-1000 bp grofte Fragmente durch
Ultraschall generiert und mittels Antikérper gegen H4K20me; immunprazipitiert. Zum Nachweis der
Spezifitdt der Prazipitation wurden jeweils Ansatze ohne Antikdrper mitgefuhrt (Negativ-Kontrollen).
Die Menge der prazipitierten DNA wurde mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Die
Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung auf die Input-DNA. Die erhaltenen Ergebnisse wurden
nach dem Abzug der Negativ-Kontrollen auf LINE-1 normalisiert. Die DEFB1-mRNA ist als Kopienzahl
pro Kopie f,-M dargestellt. Die Korrelationsanalyse erfolgte unter Verwendung der Spearman'schen
Rangkorrelation r, Unterschiede mit p < 0,05 wurden als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.



3.4.5 Analyse der Rolle von HDACs in der Regulation von DEFB1

Wie bereits im Abschnitt 3.4.3 erwahnt, wird die Bedeutung der HDACs in der Pathogenese
der COPD in der Literatur besonders hervorgehoben. So tragen aktuellen Studien zufolge
offensichtlich sowohl eine gestdorte Expression als auch eine beeintrachtigte Aktivitat der
HDACSs zur Chronifizierung der Erkrankung bei'?'*'®®. In diesem Zusammenhang wurde die
Genexpression der humanen HDACs sowie ihre Beteiligung an der transkriptionellen
Aktivierung von DEFB1 wahrend einer COPD untersucht.

3.4.5.1 Analyse der mRNA-Expression von HDACs in Abhangigkeit von der
COPD und Parametern der Lungenfunktion

Um zu uberprifen, ob HDACs an der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1 beim
Fortschreiten einer COPD beteiligt sind, wurde zunachst untersucht, welche der elf HDACs
in der humanen Lunge exprimiert werden. FUr diese Untersuchungen wurde das
Biopsiematerial von insgesamt 33 COPD-Patienten und zehn gesunden Probanden
verwendet und die mRNA-Expression von HDAC1 bis 11 mittels quantitativer Real-time-PCR
untersucht. In diesem Material konnten die mRNA-Transkripte aller untersuchten HDACs
(HDAC1-11) detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine vergleichende Analyse der
Genexpression offenbarte nur fur HDAC1 einen Zusammenhang mit COPD. Dabei konnte
ein signifikanter Anstieg (p = 0,036) der HDAC1-mRNA-Expression im Biopsiematerial von
COPD-Patienten gegentiber der gesunden Probanden verzeichnet werden (Abbildung 3-27
A). Fir HDAC2-11 konnten dagegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Zusammenhang zwischen der HDAC7-mRNA-
Expression und den Parametern der Lungenfunktion FEV,;, VC sowie dem Quotienten
FEV./VC untersucht. Wie bereits im Abschnitt 1.1 erwahnt, wird VC von der Deutschen
Atemwegsliga und DGP® fiir die Definition der Obstruktion verwendet, welche durch
FEV,/VC < 70 % des Sollwerts definiert wird. Es konnte jedoch keine signifikante Korrelation
zwischen der Anderung der DEFB1-mRNA-Expression und FEV; (p = 0,0177), VC
(p = 0,3283) sowie dem Quotienten FEV,/VC (p = 0,0768) nachgewiesen werden (Abbildung
3-27 B).

Auch bezuglich HDAC2-11 bestand keine signifikante Korrelation zwischen der mRNA-

Expression und den Parametern der Lungenfunktion (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3-27 Analyse der mRNA-Expression von HDAC1 in Abhdngigkeit von der COPD und
Parametern der Lungenfunktion.

(A) Die Expression von HDAC71-mRNA relativ zu f>-M wurde mittels quantitativer Real-time-PCR
bestimmt. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels eines ungepaarten t-Tests analysiert.
Zusatzlich in der Abbildung ist der Mittelwert + SEM der jeweiligen Gruppe dargestellt. (B) HDAC1-
MRNA-Expression wurde in Abhangigkeit von FEV,, VC und dem Quotienten FEV,/VC untersucht.
Die Analyse erfolgte unter Verwendung der Spearman'schen Rangkorrelation r. In beiden Tests
wurden Unterschiede mit p < 0,05 als signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.

3.4.5.2 Korrelation zwischen mRNA-Expression von HDACs und DEFB1 im
Biopsiematerial

Um die Bedeutung der HDACs in der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1 genauer zu
untersuchen, wurde die mMRNA-Expression von HDACs (HDAC1-11) mit der Expression von
DEFB1-mRNA im Biopsiematerial von insgesamt 33 COPD-Patienten und zehn gesunden
Probanden korreliert (Abbildung 3-28).
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Abbildung 3-28 Korrelation zwischen der mRNA-Expression von HDACs und DEFB1 im
Biopsiematerial.

Dargestellt sind die Korrelationsanalysen zwischen der mRNA-Expression von HDAC1-3, HDACS und
HDACS in Abhangigkeit von der Expression der DEFB1-mRNA. Die DEFB1-mRNA ist als Kopienzahl
pro Kopie f,-M angegeben, die mRNA der HDACs ist relativ zu ,-M dargestellt. Die Analyse erfolgte
unter Verwendung der Spearman'schen Rangkorrelation r. Unterschiede mit p < 0,05 wurden als
signifikant betrachtet, n.s. — nicht signifikant.

Es konnten signifikante Korrelationen zwischen der mRNA-Expression von DEFB1 und der
Histon-Deacetylasen HDAC1 (p = 0,0095), HDACZ2 (p = 0,0143), HDAC3 (p = 0,0034),
HDACS (p = 0,0411) und HDACS8 (p = 0,0423) nachgewiesen werden. Wie der Abbildung
3-28 zu entnehmen ist, war der Anstieg von DEFB1-mRNA im Biopsiematerial mit einer
Steigerung der mRNA von HDAC1-3 und HDACS8 verbunden. Im Bezug auf HDAC5-mRNA
konnte dagegen eine Reduktion der Expression beim gleichzeitigen Anstieg der DEFB1-
MRNA-Expression verzeichnet werden. Zwischen der mRNA-Expression von DEFB1 und

HDACA4, 6, 7 sowie 9-11 gab es keine signifikanten Korrelationen (Daten nicht gezeigt).

3.4.5.3 Effekte von TSA auf die mRNA-Expression von HDACs im
Zellkulturmodell

Basierend auf den Erkenntnissen, dass (i) im Zellkulturmodell die Behandlung der Zellen mit
TSA zu einer Aktivierung der DEFB71-mRNA-Expression fihrt und (ii) im Biopsiematerial die
mMRNA-Expression einiger HDACs mit der Genexpression von DEFB1 korreliert, wurde der
mogliche Einfluss von TSA auf die mRNA-Expression von HDACs untersucht. Hierfur
wurden die beiden humanen Epithel-Zelllinien A549 und NCI-H727 mit TSA behandelt. Der
Effekt von TSA auf die Transkription von HDAC1-11 wurde in einem Zeitraum von 0,5 bis
48 h (A549) bzw. von 0,5 bis 72 h (NCI-H727) untersucht (Abbildung 3-29 und Abbildung
3-30).
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Abbildung 3-29 Effekt von TSA auf die mRNA-Expression von HDACs in A549-Zellen.

A549-Zellen wurden mit 400 yM TSA und 1 ng/ml IL-1 Uber 0,5 bis 48 h behandelt. Die Kontrollen
wurden mit entsprechendem Volumen Medium oder Ethanol versetzt. Die mRNA-Expression von
DEFB1 und HDAC1-11 wurde relativ zu dem housekeeping gene PBG-D mittels quantitativer Real-
time-PCR bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von zwei unabhangigen Experimenten.

Die Vergleichsansatze wurden mit entsprechendem Volumen Medium oder Ethanol versetzt.
Die Kontrolle der Zellaktivierung wurde anhand der Freisetzung von CXCL8 im Uberstand
nach der Behandlung mit IL-18 (A549) und LPS (NCI-H727) Gberpruft (Daten nicht gezeigt).
Um den Effekt des Inhibitors zu Uberprifen, wurde parallel die DEFB1-mRNA-Expression

unter TSA-Behandlung untersucht.
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Abbildung 3-30 von TSA auf die mRNA-Expression von HDACs in NCI-H727-Zellen.

A549-Zellen wurden mit 400 yM TSA und 10 ng/ml LPS Uber 0,5 bis 72 h behandelt. Die Kontrollen
wurden mit entsprechendem Volumen Ethanol versetzt. Die mRNA-Expression von DEFB1 und
HDAC1-11 wurde relativ zu dem housekeeping gene PBG-D mittels quantitativer Real-time-PCR
bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von zwei unabhangigen Experimenten.

Dabei konnte in A549-Zellen bereits nach 14 h und in NCI-H727-Zellen nach 16 h ein
Anstieg der DEFB71-mRNA-Expression nachgewiesen werden. Dieser erreichte nach 24 h in
A549-Zellen das Maximum und war nach 48 h wieder auf der Hohe des Kontrollniveaus
(Abbildung 3-29). Im Vergleich dazu wurde in NCI-H727-Zellen das Maximum erst zum
Zeitpunkt 48 h erreicht. Zum Zeitpunkt 72 h war die DEFB71-mRNA-Expression wieder auf
dem Kontrollniveau (Abbildung 3-30).



Im Hinblick auf die mRNA-Expression von HDACs zeigte die Behandlung der Zellen mit TSA
einen unterschiedlichen Einfluss: Es konnte sowohl eine transkriptionelle Aktivierung als
auch eine Repression der mRNA-Expression der einzelnen HDACs nachgewiesen werden.
Dabei zeigte die Kinetik der Aktivierung bzw. Repression in beiden Zelllinien einen nahezu
identischen Verlauf (Abbildung 3-29 und Abbildung 3-30). So flihrte die TSA-Behandlung
sowohl in A549- als auch in NCI-H727-Zellen zu einem Anstieg der mRNA-Expression von
HDAC1, HDAC3, HDAC5, HDAC10 sowie HDAC11. Demgegeniber konnte in beiden
Zelllinien eine Repression der HDAC7-mRNA-Expression unter TSA-Behandlung
verzeichnet werden. Diese konnte in A549-Zellen bereits nach 2 h detektiert werden,
erreichte nach 6 h das Minimum und war nach 24 h wieder auf dem Kontrollniveau
(Abbildung 3-29). In NCI-H727-Zellen dagegen war die transkriptionelle Repression von
HDAC?7 etwas verzogert und lag zum Zeitpunkt 24 h immer noch unter dem Kontrollwert
(Abbildung 3-30). Beziiglich der HDAC2-mRNA-Expression konnte in beiden Zelllinien unter
TSA-Behandlung keine Veranderung der Expression nachgewiesen werden. Fur die mRNA-
Expression von HDAC4 und HDACS8 konnte dagegen nur in NCI-H727-Zellen ein geringer
Effekt detektiert werden (Abbildung 3-29 und Abbildung 3-30).

Mit Ausnahme von HDAC9 zeigte weder IL-18 (A549-Zellen) noch LPS (NCI-H727-Zellen)
einen Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitdt der HDACs. Im Bezug auf HDAC9 flhrte
dagegen sowohl IL-13 (A549-Zellen) noch LPS (NCI-H727-Zellen) zu einer Aktivierung der
MmRNA-Expression. Dabei wies die IL-1p-induzierte HDAC9-mRNA-Expression einen
biphasischen Verlauf auf: sie war bereits nach 2 h der Behandlung detektierbar und erreichte
zum Zeitpunkt 4 h das Maximum. Zum Zeitpunkt 48 h war bereits ein zweiter Anstieg mMRNA-
Expression detektierbar (Abbildung 3-29). Die Behandlung der NCI-H727-Zellen mit LPS
flhrte dagegen zu einer langeren, bis zu 48 h anhaltenden Induktion der HDAC9-mRNA-

Expression, die zum Zeitpunkt 72 h wieder das Kontrollniveau erreichte (Abbildung 3-30).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass der HDAC-Inhibitor TSA nicht nur die
HDACs hemmt, sondern auch gleichzeitig an deren transkriptionellen Regulation beteiligt ist.
Der Effekt von Mediatoren des angeborenen Immunsystems, IL-1p und LPS, auf die mRNA-
Expression von HDAC9 lasst eine Bedeutung dieser Histon-Deacetylase in den

angeborenen Abwehrmechanismen vermuten.



4 DISKUSSION

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) zahlt zu den haufigsten und
folgenschwersten chronischen Erkrankungen weltweit. Pathogenetisch liegt der COPD eine
chronische Entzindungsreaktion der Atemwege zugrunde, die durch Partikel oder Gase
ausgeldst und in erster Linie durch Tabakkonsum verursacht wird®. Die Diagnose einer
COPD basiert auf der Feststellung einer Atemwegsobstruktion, deren Nachweis durch die
Messungen der 1-Sekunden-Kapazitat (FEV4) und der inspiratorischen Vitalkapazitat (VC)
mittels Spirometrie erfolgt. Wie die entziindlichen Vorgange bei der COPD, welche vor allem
im Bereich der Bronchiolen und der kleinen Bronchien stattfinden, mit der Obstruktion im
Detail zusammenhangen, ist noch unklar. Dem angeborenen Immunsystem wird allerdings
fur die persistierenden Entziindungsreaktionen in den Atemwegen und die UberschielRende

Immunantwort in der Lunge eine zentrale Bedeutung beigemessen'”®.

Cytokine stehen im Zentrum des pathophysiologischen Geschehens einer COPD. Infolge
eines toxischen Reizes, in den meisten Fallen Zigarettenrauch, kommt es zu einer
Aktivierung inflammatorischer Zellen und deren Einwanderung in das bronchopulmonale
Kompartiment'”®. Insbesondere die von aktivierten Neutrophilen und Alveolarmakrophagen
freigesetzten Mediatoren wie TNF-a'®® und CXCL8'®" werden fiir die Aufrechterhaltung von
Entzindungsprozessen und die Rekrutierung weiterer inflammatorischer Zellen
verantwortlich gemacht. Diese Entzindungsprozesse spiegeln sich im zelluldren Profil der
BAL-FlUssigkeit wider: Wahrend Alveolarmakrophagen das fruhe Stadium einer COPD
(leichtgradige COPD, Schweregrad 1) dominieren, regulieren Neutrophile die
inflammatorische Immunantwort in spatem Stadium der Erkrankung (sehr schwere COPD,
Schweregrad IV, Abbildung 3-1). Obwohl die funktionelle Bedeutung von Lymphozyten und
Eosinophilen wahrend einer COPD noch nicht eindeutig definiert ist, wird insbesondere
Neutrophilen eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der Erkrankung zugeschrieben'®?.
Durch vermehrte Freisetzung von Proteasen, Elastasen und Oxidantien bewirken sie fir die
COPD charakteristische strukturelle und funktionelle Veranderungen in der Lunge, welche in
einer irreversiblen Schadigung von Lungengewebe und einer Obstruktion der Atemwege
miinden'”®. Letztere wird auch als Ursache fiir eine verminderte Belastungsfahigkeit von
COPD-Patienten (Tabelle 3-1) diskutiert, welche entscheidend sowohl das alltagliche Leben

der Patienten als auch die Prognose der COPD beeinflusst.

Obwohl der Tabakkonsum bis heute den am haufigsten untersuchten Risikofaktor einer
COPD darstellt, scheinen sowohl genetische als auch erworbene Faktoren bei der
Pathogenese eine wichtige Rolle zu spielen'®. So fiihrt beispielsweise das Rauchen nicht

zwangslaufig zur Entwicklung einer COPD. Auch Ergebnisse dieser Arbeit zeigen keinen



eindeutigen Zusammenhang zwischen dem Tabakkonsum und dem Schweregrad einer
COPD (Tabelle 3-1). Allerdings ist bisher noch nicht bekannt, inwieweit und durch welche
Faktoren der Verlust der Lungenfunktion, welcher das wesentliche klinische Merkmal einer
COPD darstellt, determiniert wird. Bislang konnte ein genetisch bedingter Einfluss auf die
Entwicklung einer COPD nur im Rahmen eines as-Antitrypsinmangels nachgewiesen
werden'®. Obwohl dies gegenwértig die einzige anerkannte genetische Komponente einer
COPD darstellt, deuten familiare Zusammenhange (wie beispielsweise von
Lungenfunktionsdaten bei Kindern und Eltern) auf weitere genetische Faktoren in der
Pathogenese einer COPD hin. So konnten in den letzten Jahren durch genomweite
Kopplungsanalysen zahlreiche Gen-Bereiche identifiziert werden, die im Zusammenhang mit
mehreren phanotypischen Merkmalen einer COPD (u.a. den Parametern der Lungenfunktion
wie FEV, oder FVC) stehen'®'® Die FVC (forcierte Vitalkapazitat") wird von der GOLD-
Initiative (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) anstelle von VC zur
Definition der Obstruktion verwendet und kann somit mit VC gleichgestellt werden®. Dabei
zeigen die Kopplungsstudien von Silverman et al.'®®'® beispielsweise eine solche Kopplung
von FEV4, FVC und dem Quotienten FEV/FVC mit dem Chromosom 8p, wahrend Palmer
et al."® sogar einen Zusammenhang von FEV; mit der Region 23 auf dem Chromosom 8
(8p23) nachweisen konnten. Interessanterweise liegen die Gene von humanen p-Defensinen
(u.a. DEFB1, DEFB4, DEFB103A und DEFB104A) und a-Defensinen (u.a. DEFA5 und
DEFAG6) eng benachbart auf dem kurzen Arm des Chromosoms 8 (8p), wo sie in einem
Defensin-Gen-Cluster organisiert sind. Eine solche Gen-Lokalisation von Defensinen sowie
deren duale Funktionen in den Atemwegen, welche neben direkter antimikrobieller Wirkung
auch vielfaltige immunmodulatorische Eigenschaften umfassen, haben im Rahmen dieser
Arbeit zu der Hypothese gefihrt, dass sie auch in der Pathogenese der COPD eine
bedeutende Rolle spielen kdnnen. In diesem Zusammenhang wurden humane AMPs
bezlglich ihrer Genexpression in der humanen Lunge und im Hinblick auf eine Modulation

beim Fortschreiten einer COPD untersucht.

4.1 COPD ist mit einer veranderten Expression von DEFB1
assoziiert

In Ubereinstimmung mit zahlreichen Literatur-Daten'®'®?%%!

zeigen auch Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit, dass die humane Lunge neben einer "physikalischen Barriere" auch ein
"chemisches" Abwehrsystem besitzt. Dieses Abwehrsystem besteht aus zwei Mitgliedern der
Subgruppe der B-Defensine, dem konstitutiv produzierten DEFB1 und dem induzierbaren

DEFB4 (Abschnitt 3.2.1), sowie zwei weiteren, bisher wenig charakterisierten

" Volumen, das von maximaler Einatmung bis zu maximaler Ausatmung forciert ausgeatmet wird



antimikrobiellen Proteinen, S100A7 aus der Familie der S100-Proteine und RNASE7 aus der
RNase-A-Superfamilie (Abschnitt 3.3.1).

AMPs stellen eine groRe Gruppe evolutiv sehr alter Molekille dar, welche sich
moglicherweise noch vor der Aufspaltung von Tieren und Pflanzen vor Uber einer Milliarde
Jahren entwickelt haben®. Ihre Konservierung wahrend der Evolution zeigt, wie wichtig diese
antimikrobiellen angeborenen Abwehrmechanismen bei der Verteidigung gegen potenzielle
Pathogene sind. In ihrer Gesamtheit wirken sie gegen ein breites Spektrum von potenziellen
Krankheitserregern und schitzen die Lunge vor einer Besiedlung und Infektion. Die
Bedeutung dieser AMPs und ihre Relevanz flr die vielfaltigen klinischen Phanomene einer
COPD wurden jedoch bis heute noch nicht eingehend untersucht. Es gibt jedoch zahlreiche
Belege, dass humane Defensine bei entzindlichen und infektiosen pulmonalen

Erkrankungen wie der Pneumonie oder dem Asthma bronchiale eine Rolle spielen'’""®®.

Zudem fanden Spencer et al.'®

in BAL-FlUssigkeiten von Patienten mit einem
as-Antitrypsinmangel nicht nur hohe Konzentrationen von HNPs, welche zur Subgruppe der
a-Defensine gehdren. Vielmehr stellten sie eine starke Korrelation mit verschiedenen
Entziindungsmarkern (wie beispielsweise Anzahl von Neutrophilen in den unteren
Atemwegen) fest und schlugen daher HNPs als prognostischen Marker fur das Fortschreiten

und die Schwere dieser Erkrankung vor.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass die COPD mit einer
verstarkten Expression von DEFB1 einhergeht. Dabei wurde nicht nur ein Zusammenhang
zwischen der DEFB1-Genexpression und der klinisch manifestierten Erkrankung
nachgewiesen. Es bestand auch eine signifikante Korrelation zwischen der DEFB1-
Genexpression und allen untersuchten Parametern der COPD-Diagnostik (korperliche

Analysen und Lungenfunktionstests).

DEFB1 bildet mit seiner starken, vorwiegend epithelialen Expression einen der wesentlichen
Bestandteile der basalen chemischen Abwehr der Atemwege'®*"%?. Erste Hinweise auf die
Beteiligung von DEFB1 an der antimikrobiellen Abwehr der humanen Lunge lieferten
Goldman et al."®' bereits vor Uber zehn Jahren. In ihrer Studie zeigten sie eine starke
Abhangigkeit der antimikrobiellen Wirkung von DEFB1 von der Salzkonzentration des
Mediums und erklarten damit die hohe Anfalligkeit von Patienten mit einer cystischen Fibrose
(CF) gegeniber Infektionen mit P. aeruginosa. Noch im gleichen Jahr wurde nicht nur die
komplette genomische Sequenz des Gber 7 kb groRen DEFB1-Gens mit zwei Exons (Exon 1,
128 bp und Exon 2, 234 bp) sowie einem 6962 bp-groRen Intron ermittelt. Auch seine
chromosomale Lage auf dem kurzen Arm des Chromosoms 8 (8p23.2-p23.1) wurde mittels

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) bestimmt'®®

. Seit dieser Zeit beschaftigen sich
mehrere Studien mit funktionellen Charakterisierungen von DEFB1. Zwar konnten bislang

noch keine Mutationen im DEFB1 nachgewiesen werden; jedoch fanden Dérk



et al."® und Levy et al."®® eine Vielzahl von exprimierten Einzelnucleotid-Polymorphismen
(SNPs, single nucleotide polymorphisms). Wahrend fur zwei dieser SNPs im 5'-Bereich des
Gens (-1860 T/C) und im Intron (+962G/A) eine positive Assoziation mit dem Auftreten von
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Asthma bronchiale gezeigt werden konnte ™, wurde fur die COPD eine solche Assoziation

1.'%° von einer

bis heute nicht nachgewiesen'®. Allerdings berichteten Matsushita et a
signifikanten Assoziation zwischen einem bestimmten heterozygoten Phanotyp eines
DEFB1-Polymorphismus (Valin38/Isoleucin38) und dem Auftreten einer COPD. In diesem
Zusammenhang wird das DEFB1 als ein Kandidaten-Gen flir die Entstehung dieser beiden
obstruktiven, allerdings sowohl atiopathogenetisch als auch klinisch vollig unterschiedlichen

Erkrankungen diskutiert.

Interessanterweise berichteten Goldman et al.'” von zwei SNPs (-52G/A und -20G/A) in der
5'-UTR von DEFB1 mit signifikanter Assoziation flir eine Kolonisation der Atemwege von CF-
Patienten mit P. aeruginosa. Diese beiden SNPs wurden von Matsushita

et al.'®®

ebenfalls untersucht; allerdings konnte dabei keine solche Assoziation mit der COPD
nachgewiesen werden. Obwohl COPD-Patienten generell eine erhohte Anfalligkeit
gegenuber bakterieller Infektionen zeigen, kommt den Infektionen mit P. aeruginosa bei der
COPD eine, im Vergleich zu anderen Erregern, eher untergeordnete Rolle zu'*. Dagegen
sprechen mehrere Studien flr eine kausale Bedeutung von H. influenzae (20-30 % der
Falle), S. pneumoniae (10-15 %) und M. catarrhalis (10-15 %) sowie respiratorischen Viren
wie beispielsweise Rhino-Virus (20-25 %) in den akuten Exazerbationen einer COPD'"%"74,
Auch in der vorliegenden Arbeit konnten die genannten Erreger nur in den Atemwegen von
AECOPD-Patienten nachgewiesen werden (Tabelle 3-2). Ob dabei eine Assoziation
zwischen bestimmten Polymorphismen im DEFB1 und dem klinischen Verlauf einer COPD
besteht, ist bis heute nicht bekannt. Interessanter scheint in diesem Zusammenhang, dass,
im Gegensatz zu der Studie von Vankeerberghen et al.'®® mit CF-Patienten, fir COPD-
Patienten im Rahmen dieser Arbeit eine signifikante Korrelation von DEFB1 mit allen
relevanten Parametern der COPD-Diagnostik nachgewiesen werden konnte: 6-Min-Gehtest
(Abbildung 3-7), pack years (Abbildung 3-8) und Lungenfunktionsparameter FEV./VC
(Abbildung 3-3), FEV; (Abbildung 3-5) sowie RV/TLC, ITGV/TLC und IC/TLC (Abbildung
3-9). Diese Parameter dienen einerseits zum Nachweis einer Obstruktion (FEV; und VC) und
einer Uberblahung der Lunge (ITGV/TLC und RV/TLC)3. Andererseits, nachdem Casanova

et al.'¥’

eine Korrelation von IC/TLC mit der Mortalitat zeigen konnten, liefern sie zusatzlich
Informationen Uber die Prognose einer COPD. Ob DEFB1 in die Initiation oder Progression
einer COPD involviert ist, wurde bis heute noch nicht eindeutig bewiesen. Allerdings wird
eine solche positive Assoziation durch weitere Studien verdeutlicht. Beispielsweise
berichteten Hersh et al.'®® von einer signifikanten Assoziation zwischen einem bestimmten

Haplotyp von DEFB1 und dem Quotienten FEV,/FVC bei Patienten mit einer COPD. Die



Tatsache, dass bei CF-Patienten, deren Krankheitsverlauf ebenfalls mit einer
Verschlechterung der Lungenfunktion (Abfall des FEV,) einhergeht, kein solcher
Zusammenhang zwischen DEFB1 und FEV, nachgewiesen werden konnte'®, bekraftigt die
Hypothese, dass DEFB1 ein fir die COPD pradisponierendes Gen darstellt. Somit kénnte
eine frihzeitige Bestimmung von DEFB1 moglicherweise eine prognostische Rolle in der
Verlaufsbeurteilung dieser Erkrankung spielen. Diese Vermutung muss allerdings noch durch

weitere Studien bestatigt werden.

In diesem Zusammenhang erscheint ebenfalls interessant, dass eine Assoziation von
DEFB1 mit der COPD nur in Bronchialschleimhautbiopsien nachgewiesen werden konnte. In
Zellen der BAL-Flussigkeit, welche akute Entzindungsprozesse in der Lunge besser
widerspiegeln als die "Peripherie" der Atemwege, war dagegen eine entsprechende
Abhangigkeit nicht nachweisbar (Abbildung 3-2). Dies spricht dafiir, dass nicht das
wechselseitige Zusammenspiel zwischen inflammatorischen Zellen und Mediatoren, die sich
an dem Entzindungsgeschehen beteiligen, fir die gestérte DEFB7-Genexpression
verantwortlich ist. Vielmehr scheinen hier die, erst im Verlauf der Erkrankung entstandenen,
strukturellen und funktionellen Veranderungen von Lungengewebe von Bedeutung zu sein.
Weitere Ergebnisse dieser Arbeit sowie bereits von anderen Gruppen publizierte Daten

kdnnen zur Unterstitzung dieser Hypothese herangezogen werden:

(i) Obwohl mehrere Untersuchungen eine Regulation der DEFB1-Expression durch LPS und
IFN-y in Monocyten und DC'® sowie durch Glukose in humanen Mesangial-Zellen®® zeigen
konnten, gilt seine konstitutive und nicht-induzierbare Expression in epithelialen Geweben

als allgemein anerkannt'®

. Auch Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass weder der
direkte Kontakt mit potenziellen Atemwegspathogenen in Zellen der BAL-Flussigkeit
(Abbildung 3-6) noch der Einsatz bakterieller PAMPs, Cytokine oder ganzer Bakterien (Daten
nicht gezeigt) in Atemwegsepithel-Zellen einen aktivierenden oder inhibierenden Effekt auf
die mRNA-Expression von DEFB1 haben. Somit stellt DEFB1 in diesem Sinne kein
"typisches" antimikrobielles Peptid dar, dessen Expression durch entzlindliche Vorgange und

Kontakt mit bestimmten Bakterien induziert wird, wie es beispielsweise fir DEFB4 bekannt
iSt71'74.

(i) Die im Vergleich zu anderen antimikrobiell aktiven Peptiden und Proteinen relativ

schwache antibiotische Wirkung von DEFB1*

l&sst neben der epithelialen Abwehr
weitergehende Funktionen vermuten. Bereits 1998 zeigten Zucht et al.?*" die cytotoxische
Wirkung von DEFB1 gegenuber Epithelzellen, welches radikale Folgen einer mdglichen
Uberexpression von DEFB1 in epithelialen Geweben vermuten lasst. Mittlerweile wird
DEFB1 im Zusammenhang mit grundlegenden zelluldaren Prozessen wie Zellzyklus,
Proliferation und Apoptose diskutiert’®>?**. Bullard et al.?®® berichteten von einer

Permeabilisierung von Zellmembranen und Aktivierung von Caspasen nach der Transfektion



der Zellen mit DEFB1 und postulierten fir DEFB1 einen mitochondrialen, ATP- und
Cytochrom-C-abhangigen Apoptose-Signalweg. Es gibt zunehmende Hinweise daflr, dass
bei der COPD im Lungengewebe eine Stérung der Balance zwischen Apoptose und
Proliferation besteht''. Eine Verschiebung des Gleichgewichts zu Gunsten der Apoptose
durch DEFB1 ist denkbar. Dabei kénnte DEFB1 einerseits die Dysbalance verstarken,
andererseits die strukturellen Veranderungen des Lungengewebes und die Zerstorung
alveolarer Strukturen in den Atemwegen von COPD-Patienten beglinstigen, was einen
Zusammenhang zwischen der Aktivitit von DEFB1 und der Entstehung des
Lungenemphysems vermuten lasst. Noch im gleichen Jahr der Studie von Bullard et al.*®
konnten Bose et al?** den Zelltod durch Nekrose infolge einer DEFB1-induzierten
Membranschadigung nachweisen. Im Gegensatz zur Apoptose |0st die Nekrose eine lokale
Entziindungsreaktion aus und steht in Verbindung mit direkter Schadigung der Zellen und
Geweben. Somit zeigt sich, dass DEFB1 nicht nur fir die Pathomechanismen, sondern auch
fur die klinischen Phdnomene einer COPD von Bedeutung sein kénnte. Allerdings muissen

auch hier weitere Untersuchungen folgen.

Die Daten der im Zusammenhang mit einer COPD untersuchten Gene der AMPs DEFB4 und
RNASE?7 lieferten keine statistisch signifikanten Assoziationen. Es zeigte sich allerdings,
dass einzelne Gene durchaus mit einigen wenigen Parametern wie beispielsweise 6-Min-
Gehtest (Abbildung 3-7) oder RV/TLC (Abbildung 3-9) korrelieren. Da aber bei diesen
Untersuchungen keine signifikanten Zusammenhdnge Uber den gesamten Datensatz
nachgewiesen werden konnten, sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eher flr
eine untergeordnete Bedeutung dieser AMPs in der Pathogenese der COPD. Aufgrund
seiner besonderen Bedeutung wird auf S700A7 im nachfolgenden Abschnitt naher

eingegangen.

4.2 S. aureus, nicht E. coli, ist in der Lage, ST00A7 zu induzieren

Das antimikrobiell aktive S100A7 (syn. Psoriasin) gehért zur Familie der Ca?*-bindenden
S100-Proteine und wurde bereits im Jahr 1991 aus den Keratinocyten von Psoriasis-
Patienten isoliert, ohne dass die Funktion des Proteins geklart werden konnte?%. Mittlerweile
ist bekannt, dass S100A7 einen wichtigen Bestandteil der angeborenen antimikrobiellen
Abwehr der gesunden Haut darstellt, welches die Hautoberflache vor einer E. coli-Infektion
schiitzt'®. Die ersten Diskussionen um eine mégliche Funktion von S100A7 auch in der

1.2%¢ eroffnet. Im

epithelialen Abwehr der Atemwege wurden durch die Arbeit von Bryborn et a
Jahr 2005 untersuchten sie nasale Lavage-Flussigkeiten von Patienten mit allergischer
Rhinitis und konnten bei diesen eine verminderte Protein-Expression von S100A7

nachweisen. Sie lieferten damit erste Hinweise darauf, dass entzindliche Erkrankungen der



Atemwege zu einer beeintrachtigten Expression von S100A7 fuhren kénnen. Erstmals wurde
sowohl die mRNA- als auch die Protein-Expression von S100A7 in der humanen Lunge in
unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen (Andresen et al., zur Publikation eingereicht), was die
Relevanz von S100A7 fur die effektive antimikrobielle Abwehr in den Atemwegen bekraftigt.
Auch bereits von anderen Gruppen publizierte Daten zeigen inzwischen, dass S100A7 nicht
nur im Oralepithel exprimiert wird, sondern auch eine dominante Komponente der

antimikrobiellen Abwehr der Atemwege darstellt'%?%’.

Die intensive fokale Expression von S100A7 bei chronisch-entziindlichen Hauterkrankungen

208 nd Psoriasis®®® hat des Weiteren im Rahmen

wie beispielsweise atopische Dermatitis
dieser Arbeit zur Hypothese geflihrt, dass S100A7 auch in der Lunge von COPD-Patienten
eine bedeutende Rolle spielen kénnte. Zum Unterstlitzen dieser Hypothese kdnnen
Beobachtungen aus mehreren Studien herangezogen werden: (i) Beispielsweise zeigen die

1198208 ynd Petersson et al.>®, dass nicht nur entziindliche Vorgange

Arbeiten von Glaser et a
in der Haut, sondern auch Entziindungsmediatoren wie TNF-a, IL-13 und IFN-y sowie der
Kontakt mit bestimmten Bakterien die Produktion von S100A7 induzieren. Diese Faktoren
sind auch bei der COPD von pathogenetischer Relevanz, da sie nicht nur an der Regulation
von Entziindungsprozessen beteiligt sind, sondern auch zur Gewebedestruktion, Zerstérung
alveolarer Strukturen und irreversiblen Schadigung der Lunge beitragen kénnen'”.
(i) Neben seinen chemotaktischen Wirkungen auf CD4-T-Effektorzellen und Neutrophilen®'
wurde im letzten Jahr die Beteiligung von S100A7 in oxidativen Stoffwechselreaktionen von
Neutrophilen nachgewiesen und als eine seiner Hauptfunktionen erkannt®".
Interessanterweise kann S100A7 nicht nur die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
wie beispielsweise das Superoxid-Anionenradikal O, oder Wasserstoffperoxid (H,O,) durch
Neutrophile anregen, sondern wird auch selbst durch diese induziert.?'>. Dabei scheint das
Ungleichgewicht zwischen einer verstarkiten ROS-Produktion und einer Inaktivierung
endogener Antioxidantien (sog. oxidativer Stress) auch bei der COPD eine pathogenetische

Rolle zu spielen?™.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch weder einen Zusammenhang
zwischen der Genexpression von ST100A7 und der klinisch manifestierten COPD noch eine
Korrelation der ST00A7-Genexpression mit wesentlichen Parametern der COPD-Diagnostik
(Abschnitt 3.3). Auch der induzierbare Charakter von S700A7, welcher in humanen
Keratinocyten durch Einsatz unterschiedlicher Entzindungsmediatoren bereits in mehreren
Studien gezeigt wurde, konnte in diesen Experimenten nicht bestatigt werden: Weder der
Einsatz von Cytokinen (wie beispielsweise TNF-o und IL-1B) noch die Behandlung der Zellen
mit bakteriellen PAMPs (wie beispielsweise LPS und Pam3;CS-K,;) oder ganzen Bakterien

(wie beispielsweise das Gram-negative E. coli oder das Gram-positive Bacillus subtilis) hatte



einen Einfluss auf die mRNA-Expression von ST00A7 in Atemwegsepithel-Zelllinien (Daten

nicht gezeigt).

Ob die charakteristischen Eigenschaften von S100A7 wie E. coli-Spezifitdt und Induktion
durch entzindliche Vorgange in der Haut einer ausgepragten Zell- und Gewebespezifitat
unterliegen, wurde bis heute noch nicht eingehend untersucht. Allerdings konnten Kulski
et al.?" zeigen, dass ST00A7, welches auf dem langen Arm des Chromosoms 1q21 liegt, in
einem S7100A7-like-Gen-Cluster mit mindestens funf unterschiedlichen S7100A7-like-Gen-
Kopien ST00A7A (auch "S7100A15" genannt®’®) sowie ST00A7B-E organisiert ist. Wahrend
es sich bei ST00A7D und S7100A7E um Pseudogene handelt, die keine bekannten
Funktionen haben, kodieren die ersten drei, ST00A7A-C, jeweils ein funktionstlichtiges
Protein. Dabei konnten diese Gen-Kopien nicht nur eine ausgepragte Gewebespezifitat
aufweisen, sondern auch neue Aufgaben erlangen, die mit spezifischen Eigenschaften und
Funktionen assoziiert sind. In der humanen Haut konnten beispielsweise alle drei
funktionellen Protein-Isoformen nachgewiesen werden, wobei die meisten Analysen,
einschlieRlich der Arbeiten von Glaser et al.'®, auf das ST00A7C zuriickgehen?'®2"" Wolf
et al.?'® berichteten zudem Uiber Unterschiede in biologischen Eigenschaften von S100A7A
und S100A7C wie beispielsweise zelltypspezifische Expression, chemotaktische Wirkung
und funktionelle Mechanismen, die mit unterschiedlichen phanotypischen Auspragungen von
entzindlichen Prozessen in der Haut korrelieren. Ob es sich in der humanen Lunge
moglicherweise um ein bestimmtes Produkt des S7100A7-Gen-Clusters handelt, muss noch
durch weitere Experimente untersucht werden. Auch weitere Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit kdnnen zusammen mit den kiirzlich von Holland et al.?'® publizierten Daten zur
Unterstlitzung dieser Vermutung herangezogen werden: Wahrend (i) die Studie von Glaser
et al.'® nicht nur eine starke E. coli-spezifische antibakterielle Wirkung von S100A7C,
sondern auch die transkriptionelle Aktivierung von S7100A7C durch E. coli in der Haut
nachweisen konnte und (ii) Abtin et al.?'® das bakterielle Flagellin als E. coli-spezifischen
Induktor der ST00A7C-Genexpression identifiziert hatten, zeigten die Microarray-Analysen
von Holland et al?"® die differenzielle Genexpression von S7100A7A und S700A7C im
humanen dreidimensionalen Hautmodell (human living skin equivalent model). Sie konnten
zeigen, dass eine Kolonisation der Zellen mit S. aureus Uber 24 Stunden in einer Induktion
der ST00A7A-Genexpression in diesem Hautmodell resultiert, ohne dabei einen Einfluss auf
S100A7C zu haben. Interessanterweise konnte auch in der vorliegenden Arbeit ein starker
Zusammenhang zwischen der ST00A7-mRNA-Expression und dem Nachweis von S. aureus
und nicht, wie man es erwarten kdnnte, dem Nachweis von E. coli in Zellen der BAL-
Flussigkeit gezeigt werden (Abbildung 3-11).

Des Weiteren berichteten Wolf et al.?'®

Isoformen des S100A7A, einer langen Form S100A7A. und einer kurzen Form S100A7As.

Uber das Vorkommen von zwei funktionsfahigen



Dabei werden diese zwar von demselben Gen durch alternatives SpleiRen hergestellt,
zeichnen sich aber durch unterschiedliche biologische Eigenschaften aus: Wahrend
beispielsweise in der Haut beide Isoformen von S100A7A durch E. coli induziert werden
kénnen, zeigt S. aureus nur auf die lange Variante S100A7A_ eine solche induzierende
Wirkung?"’. Méglicherweise handelt es sich in der humanen Lunge um die lange SpleiR-
Variante des S7100A7A-Gens mit leicht veranderten funktionellen Eigenschaften wie eine
Induktion durch S. aureus, aber nicht durch E. coli, welche sich im Laufe der Zeit auf die
Anforderungen ihrer Umgebung in der humanen Lunge angepasst haben koénnten.
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass S100A7 einen wichtigen Bestandteil der
antimikrobiellen angeborenen Abwehr der Lunge darstellt, allerdings in der Pathogenese der

COPD eine eher untergeordnete Rolle einnimmt.

4.3 Epigenetische Mechanismen sind an der Aktivierung von
DEFB1 beteiligt

Die Aufklarung der Mechanismen, die zu einer verstarkten Genexpression von DEFB1 in der
Lunge von COPD-Patienten fuhren, stellte ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit dar.
Bisher sind Kontroll-Mechanismen der DEFB1-Genexpression wenig untersucht. Wie bereits
im Abschnitt 4.1 erwahnt, berichten nur einige wenige Studien von der transkriptionellen
Aktivierung von DEFB1 beispielsweise durch Cytokine oder bakterielle Zellwand-

199220 Nach neuesten Erkenntnissen wird DEFB1 als ein Kandidat fir die

Komponenten
Gruppe der Tumorsuppressor-Gene diskutiert, deren Verlust ein allgemeines
Charakteristikum vieler Krebserkrankungen ist?**?*'. Mehrere Untersuchungen zeigen bereits
einen Verlust der DEFB1-Genaktivitdt, assoziiert mit einem Rickgang der mRNA- und
Protein-Expression im Prostata-, Nieren- und Plattenepithelkarzinom??2%. Mechanismen,
die zu einem Verlust bzw. einer Inaktivierung eines Gens flihren kénnen, sind vielfaltig und
werden neben genetischer Instabilitdt auch durch epigenetische Veranderungen bestimmt'.
In diesem Zusammenhang wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Mechanismen
gesucht, die an der Regulation von DEFB1 in der Lunge von COPD-Patienten beteiligt sind.
Fur die Untersuchungen der epigenetischen Mechanismen wie auch den Einsatz der
pharmakologischen Wirkstoffe ZdCyt'”” und TSA** welche direkt in die epigenetischen
Prozesse eingreifen, gibt es eine Reihe von Argumenten: (i) aus Versuchen mit
Prostatakarzinom-Zelllinien stammen erste Hinweise Uber die Rolle von ZdCyt in der
transkriptionellen Aktivierung von DEFB1?%"; (ii) eine gestdrte Expression und beeintrichtigte
Aktivitat einiger HDACs, welche an der Modulation des epigenetischen Codes beteiligt sind,
werden in der Literatur im Zusammenhang mit der COPD diskutiert'*'*'52"3: (i) eine
induzierende Wirkung einiger HDAC-Inhibitoren konnte bereits fur das zweite Mitglied der

B-Defensin-Familie, DEFB4, in humanen Kolorektalkrebs-Zelllinien gezeigt werden®®.



Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass epigenetische Kontroll-Mechanismen
an der Regulation der DEFB1-Genexpression beteiligt sind: Mittels ChIP-Analysen konnte
eine Korrelation zwischen der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1 und dem Aufbau
eines aktiven "Histon-Codes" im 5'-Bereich des Gens in Zellen der BAL-FlUssigkeit
nachgewiesen werden. Wahrend kein Zusammenhang zwischen der CpG-Methylierung im
DEFB1-Gen und dessen Expression im Biopsiematerial von COPD-Patienten festgestellt
werden konnte, zeigte eine allgemeine Inhibierung der DNA-Methylierung durch Einsatz
eines DMT-Inhibitors (ZdCyt) im Zellkulturmodell hingegen einen starken Einfluss auf die
DEFB1-Expression. Durch Verwendung eines HDAC-Inhibitors (TSA) konnte gezeigt
werden, dass die intrazellulare Acetylierung bei der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1

ebenfalls eine Rolle spielt.

Wie bereits erwahnt, wird DEFB1 insbesondere im Zusammenhang mit malignen
Erkrankungen als ein potenzielles Tumorsuppressor-Gen diskutiert?*>?'. Dabei stellen das
veranderte Muster der CpG-Methylierung und globale Hypomethylierungen im Genom die
spezifischen Eigenschaften von Krebszellen dar'**??°. Es wird allgemein angenommen, dass
diese Veranderungen die epigenetische Grundlage der Krebsentstehung darstellen und mit
einer fehlerhaften Genexpression einhergehen. Dariiber kénnen beispielsweise Gene mit
Tumorsuppressor-Funktionen abgeschaltet werden'. In diesem Zusammenhang wurde das
Muster der CpG-Methylierung von DEFB1 bisher nur an humanen Prostatatumoren und
verschiedenen Prostatakarzinom-Zelllinien untersucht. Allerdings konnte dabei kein
Zusammenhang zwischen der DEFB1-Genexpression und der CpG-Methylierung im DEFB1-
Promotorbereich nachgewiesen werden®?'. Sowohl diese Studie als auch Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit (Abbildung 3-13) sprechen gegen eine direkte Rolle der CpG-
Methylierung in der Regulation der Genexpression von DEFB71 in der Lunge der COPD-

Patienten.

Die Beteiligung der DNA-Methylierung in der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1
konnte jedoch durch den Einsatz der demethylierenden Substanz ZdCyt in der Zellkultur
nachgewiesen werden. ZdCyt gehort zur Klasse der Azanucleotid-Inhibitoren, deren klinische
Bedeutung seit der Erstbeschreibung im Jahr 1964 bis heute in einer Vielzahl klinischer
Studien getestet wurde?”*?®. Bereits seit Mai 2006 ist ZdCyt zur Therapie
Myelodysplastischer Syndrome zugelassen (klinischer Name Decitabin)?*°. Dabei handelt es
sich um ein Cytidin-Analog, das nach seinem Einbau in die neue synthetisierte DNA durch
Ausbildung kovalenter Bindungen mit DMTs die Aktivitdt dieser Enzyme irreversibel
hemmt'”’. Die Inaktivierung von DMTs verhindert die Methylierung von Cytosin und fiihrt im
Rahmen der Replikation zu hemimethylierter DNA und schlieRlich zum Verlust der
Methylierung. Sun et al.?*' berichteten von der Aktivierung der DEFB1-mRNA-Expression in

verschiedenen Prostatakarzinom-Zelllinien nach Behandlung der Zellen mit ZdCyt, welches



auch in Experimenten der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. In diesen konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass ZdCyt sowohl in A549- als auch in NCI-H727-Zellen eine Aktivierung
der DEFB1-mRNA-Expression bewirkt (Abbildung 3-14). Auch bezlglich der CpG-
Methylierung innerhalb des DEFB1-Gens wurden diese beiden Zelllinien untersucht und der
Methylierungsstatus mittels Bisulfit-Sequenzierung ermittelt. Obwohl sowohl in A549- als
auch in NCI-H727-Zellen ein Rickgang der CpG-Methylierung unter ZdCyt-Behandlung
verzeichnet werden konnte, war jedoch auch hier kein Zusammenhang zwischen der
Genexpression und dem Muster der CpG-Methylierung im DEFB1 erkennbar (Abbildung

3-16). Da ahnliche Ergebnisse von Sun et al.?*

gezeigt werden konnten, scheinen die
genannten Ergebnisse dieser Arbeit die Bedeutung der DNA-Methylierung an der Aktivierung
der DEFB1-Genexpression zu bestatigen, welche dann vermutlich indirekt vermittelt wird.
Diese Vermutung wird auch durch den Einsatz eines weiteren Inhibitors, TSA, unterstitzt,
welcher zwar eine Aktivierung der DEFB1-mRNA-Expression in beiden Zelllinien bewirkt,
aber keinen Einfluss auf die CpG-Methylierung im DEFB1 hat (Abbildung 3-18). Auch beim
TSA handelt es sich um einen epigenetischen Wirkstoff, der bereits 1976 aus Strepfomyces
hydroscopius isoliert und anfangs nur als fungistatisches Antibiotikum beschrieben wurde?®®°.
Erst knapp 20 Jahre spater konnte TSA als potenter Inhibitor von humanen HDACs der
Klassen | und Il identifiziert werden®'. Als kompetitiver Inhibitor bindet TSA direkt in der
Bindungstasche des aktiven Zentrums von HDACs und fuhrt zu einer reversiblen Hemmung

t232

ihrer Enzymaktivitat**®. Dabei wird eine gezielte Anderung der Acetylierung sowohl von

Histonen als auch von weiteren zellularen Proteinen wie Transkriptionsfaktoren oder

Chaperonen als entscheidender Schritt der epigenetischen Genregulation diskutiert?*>.

Die Rolle von HDAC-Inhibitoren in der Regulation von AMPs und insbesondere von
Defensinen ist gegenwartig noch wenig untersucht. Erst im Jahr 2008 konnte eine
induzierende Wirkung zweier solcher Inhibitoren, Sulforaphan und Butyrat, auf die
Expression von DEFB4 gezeigt werden®. Im gleichen Jahr untersuchten Schrauber et al.?**
die Wirkung von Butyrat auf die Genexpression von DEFB1 in Keratinocyten,
Kolonkarzinom- und Monocyten-Zelllinien, konnten allerdings keinen Effekt nachweisen.
Beim Butyrat handelt es sich um eine kurzkettige Fettsaure, die wie TSA HDACs der Klassen
| und 1l inhibiert*®2. Im Gegensatz dazu lieR sich die DEFB1-mRNA-Expression durch den
Einsatz von TSA, welcher zur Klasse der Hydroxamsauren gehdrt, sowohl in A549- als auch
in NCI-H727-Zellen induzieren (Abbildung 3-17). Diese Differenzen lassen sich einerseits
durch Verwendung unterschiedlicher zelluldrer Systeme und andererseits durch Einsatz
unterschiedlicher Strukturklassen der Inhibitoren erklaren. Obwohl Uber die biologische
Wirkung solcher Inhibitoren gegenwartig noch sehr wenig bekannt ist, kbnnen zwei mogliche

Mechanismen der TSA-Wirkung postuliert werden:



Zum einem ist es mdglich, dass TSA durch die Hemmung der HDACs das Entfernen der
Acetylgruppen von Histonen verhindert und somit zu einer Hyperacetylierung dieser Proteine
fuhrt. Dies wird mit einer Offnung der Chromatinstruktur und Erhéhung der DNA-
Zuganglichkeit in Verbindung gebracht; moglicherweise dadurch, dass die zusatzliche
Acetyl-Gruppe eine positive Ladung am Lysin ausléscht und somit die Interaktionen
zwischen DNA und Histonen beeinfusst'®. Eine solche Rolle der Acetylierung wird in der
Literatur haufig als "Ladungs-Hypothese" beschrieben, da hier die Veranderungen der
elektrostatischen Wechselwirkungen im Chromatin im Vordergrund stehen'®. Die Erhéhung
der Gesamt-Acetylierung des Histons H3 bzw. dessen Acetylierung am Lysin 9, die in der
Zellkultur unter TSA-Behandlung zu verzeichnen waren, stellt einen wichtigen Ansatzpunkt
fur diese Hypothese dar (Abbildung 3-19). Diese wird zudem durch die starke Korrelation
zwischen der Genexpression und der Gesamt-Acetylierung von H3 in einigen
Genabschnitten von DEFB1 in Zellen der BAL-Flussigkeit bekraftigt (Abbildung 3-20).

Des Weiteren sind Beispiele bekannt, in denen HDACs nicht direkt, sondern erst in Form von
Protein-Komplexen an bestimmte Transkriptionsfaktoren binden und somit deren biologische

Funktionen vermitteln's%1%

. Somit basiert der zweite modgliche Mechanismus auf der
Fahigkeit von TSA, durch die Hemmung von HDACs die biologischen Eigenschaften dieser
Komplexe wie Protein-Protein-Interaktionen, DNA-Erkennung und DNA-Bindung oder auch
deren Stabilitdt zu verandern. So bildet HDAC1 beispielsweise mit mSin3A (SIN3 homolog
A) einen Repressor-Komplex, welcher Wechselwirkungen mit zahlreichen Bindungsproteinen
wie TRIM28 (tripartite motif-containing 28, syn. TIF1p/KAP1) und PFDNS5 (prefoldin subunit
5, syn. MM-1) eingeht und indirekt die Inaktivierung des Gen-Kontrollproteins MYC
vermittelt®*>?%¥_ Satou et al.?*® berichteten zudem von der aktivierenden Wirkung von TSA auf
die transkriptionellen Eigenschaften von MYC, was einen HDAC-abhangigen und TSA-
sensitiven Mechanismus der MYC-Aktivierung vermuten lasst. Der Transkriptionsfaktor MYC
ist an der Regulation einer Vielzahl von Genen beteiligt, welche grundlegende zellulare
Prozesse wie Zellwachstum, Zellteilung, Zelliberleben und Zelldifferenzierung steuern®®.
Interessanterweise wird MYC bisher als einziger Transkriptionsfaktor im Zusammenhang mit
der Aktivierung von DEFB1 diskutiert’*>?*. So zeigen die Studien von Hassig et. a*. und
Sekhavat et. a”*®, dass weder eine gezielte Mutagenese im katalytischen Zentrum von
HDAC1 noch eine Hemmung ihrer Enzym-Aktivitat durch TSA zu einer Freisetzung von
HDAC1 aus dem mSin3A-Repressor-Komplex fuhrt. In diesem Zusammenhang ist ein
Mechanismus denkbar, wonach die Hemmung von HDAC1 durch TSA die Freisetzung von
MYC aus dem mSin3A-Repressor-Komplex vermittelt und somit an der Aktivierung von MYC
beteiligt ist. Dies kénnte dann in der verstarkten Transkription von DEFB1 resultieren. Hierflr
gibt es in der Literatur eine Reihe von Argumenten, die durch Ergebnisse der vorliegenden

Arbeit ebenfalls unterstiitzt werden:



(i) Bereits vor iiber 25 Jahren konnte von Prendergast et al.?*' gezeigt werden, dass die
DNA-Methylierung die Bindung von MYC an seine E-Box-(CACGTG) oder eine alternative
E-Box-like-Konsensus-Sequenz stért und somit die Transkription MYC-abhangiger Gene
hemmt. Damit konnte die indirekte demethylierende Wirkung von ZdCyt auf die
transkriptionelle Aktivitat von DEFB1 erklart werden: Der Verlust der DNA-Methylierung
konnte die Bindung von MYC an seine Erkennungs-Sequenz begilinstigen und somit eine
transkriptionelle Aktivierung MY C-abhangiger Gene, mdglicherweise auch DEFB1, indirekt

vermitteln.

(ii) Untersuchungen der letzten Jahre belegen zudem, dass bestimmte Histon-Modifikationen
stark miteinander und mit dem Ausmall der Bindung von MYC im Promotorbereich von
MYC-Zielgenen korrelieren®**?**. So weisen beispielsweise hochaffine MYC-Promotoren ein
selektives Muster von H3/H4-Acetylierungen (wie beispielsweise H3K9-Acetyl) sowie H3K4-
Mono-, Di- und Tri-Methylierungen auf®*****. Diese stehen in Zusammenhang mit aktiven
Transkriptionsvorgdngen und werden deshalb als aktive "Chromatin-Marker"
bezeichnet'**'*". Die héchste Korrelation konnte dabei fiir die Tri-Methylierung des Histons
H4 am Lysin-4 (H3K4mes) nachgewiesen werden®?®. Auch ChlP-Analysen der vorliegenden
Arbeit zeigen in Zellen der BAL-Flussigkeit eine starke signifikante Korrelation zwischen der
mRNA-Expression von DEFB1 und H3K4me; im 5'-Bereich des Gens (Abbildung 3-23).

(iii) Des Weiteren ist bekannt, dass das Genaktivator-Protein MYC nicht nur selbst an das
"aktive" Chromatin bindet, sondern auch direkt weitere Histon-Modifizierungen vermittelt?**.
MYC rekrutiert eine Vielzahl von HATs wie beispielsweise GCN5 (general control of amino-
acid-synthesis protein-5) oder p300/CBP (p300/CREB-binding protein) und reguliert so die
Acetylierung der Histone H3 und H4 im umgebenden Chromatin®®°. Martinato et al.?*? zeigten
zudem eine Korrelation zwischen den MYC-vermittelten H3/H4-Acetylierungen und der
Aktivierung der mRNA-Expression von MYC-Zielgenen. Auch ChIP-Analysen der
vorliegenden Arbeit belegen in Zellen der BAL-Flissigkeit eine starke signifikante Korrelation
zwischen der mRNA-Expression von DEFB1 und H3-Acetyl in der kodierenden Region von
Exon 1 und dem Intronbereich des Gens (Abschnitt 3.4.4.2). Das Fehlen einer solchen
Korrelation fiir H3K9-Acetyl kdnnte dabei durch die Substrat-Spezifitat und -Selektivitat der
HATs erklart werden. Erst im Jahr 2007 berichteten Secombe et al.?*® von der Assoziation
von MYC mit einer H3K4mes;-spezifischen Demethylase. Kurze Zeit spater konnte auch eine
Bindung von MYC an den H3K4me;-Methyl-Transferasekomplex gezeigt werden®?. Das
bedeutet, dass MYC nicht nur den Acetylierungsstatus der Histone bestimmt, sondern
wahrscheinlich auch an der Regulation von H3K4me; beteiligt ist. Damit kdnnte nicht nur
eine starke Korrelation zwischen H3K4me; und der DEFB1-mRNA-Expression in Zellen der

BAL-FlUssigkeit erklart werden (Abbildung 3-23); vielmehr ware es auch eine Erklarung fur



den Anstieg von H3K4me; im gesamten Gen-Abschnitt von DEFB1, der unter Einfluss von
ZdCyt und TSA in der Zellkultur zu verzeichnen war (Abbildung 3-22).

124" mehrere E-Box-like-

(iv) Durch computergestitzte Analysen wurden von Sherman et a
Konsensus-Sequenzen im 5'-Bereich von DEFB1 identifiziert und als putative MYC-
Bindungsstellen beschrieben. Sherman und Froy?*® haben zudem durch Einfiihren von
Mutationen in diese Sequenzen deren funktionelle Rolle in der Regulation von DEFB1
bewiesen. Durch ChiP-Analysen konnte 2009 in unserer Arbeitsgruppe erstmals eine direkte
Bindung von MYC in mehreren Promotorbereichen von DEFB1 unter TSA-Behandlung

nachgewiesen werden (Kimberley Kallsen, persdnliche Mitteilung).

Dagegen ist bis heute noch nicht bekannt, ob MYC neben H3K4me; auch mit anderen
Methylierungs-Markern wie H3K9me,, H3K9me; sowie H4K20me; in Zusammenhang steht.
Diese werden generell als stabile Marker des konstitutiven/fakultativen Heterochromatins
beschrieben und mit der epigenetischen Inaktivierung und dem langfristigen Abschalten der
Genexpression in Verbindung gebracht'""**">'_ Neuere Untersuchungen belegen allerdings
eine dynamische Natur dieser Methylierungs-Marker: Chang et al.**® berichteten vom
Zusammenhang zwischen H3K9me, und periodischen transkriptionellen Veranderungen
wahrend der T-Zell-Entwicklung und Tyerer2-Differenzierung. Andere wiederum zeigten eine
Assoziation von H3K9me; mit aktiven Transkriptions-Vorgangen und den Phasen der RNA-
Elongation®%#°. Auch ChIP-Analysen dieser Arbeit zeigen einen Anstieg von H3K9me; im
DEFB1-Promotor nach der Aktivierung der DEFB1-mRNA-Expression mit TSA und ZdCyt in
der Zellkultur (Abbildung 3-22). Sie untermauern die Hypothese, dass H3K9mej; nicht nur mit
der Repression und Gen-Inaktivierung in Verbindung steht, sondern auch mit aktiven
Transkriptionsvorgangen assoziiert sein kann. Signifikante Korrelationen zwischen H3K9me,,
H3K9me; sowie H4K20me; und der DEFB1-mRNA-Expression in Zellen der BAL-Flussigkeit
(Abschnitt 3.4.4.4) sprechen ebenfalls fir die einzigartige, bivalente Rolle dieser Modifikation
in der Genregulation. Madoglicherweise stellen sie einen eigenen dynamischen
Regulationsmechanismus von DEFB71 dar, welcher einem standigen Einfluss aus der
"Umwelt" unterliegt und damit durch eine Vielzahl von Faktoren gepragt wird. Um diese
Vermutungen zu bestatigen, sind auch hier noch weiterfiihrende Untersuchungen

erforderlich.

Aber kdnnte man mit dieser Hypothese auch die gestérte Genexpression von DEFB1T in der
Lunge von COPD-Patienten erklaren? Auch in diesem Fall gibt es mehrere
Berlhrungspunkte zwischen einer derartigen Art der Genregulation von DEFB1 und der
COPD: Immer haufiger wird die COPD in der Literatur als "epigenetische Krankheit"
diskutiert' %523 |to et al.’®® berichteten Uber eine verminderte Aktivitat von HDACs in der

Lunge von COPD-Patienten. Dabei stellten sie nicht nur einen Funktionsverlust von HDACs



fest, sondern konnten gleichzeitig sowohl einen Rickgang der mRNA-Expression von
HDAC2, 3, 5 und 8 als auch des HDAC2-Proteins nachweisen. Da das intrazellulare
Gleichgewicht zwischen Acetylierung und Deacetylierung durch die enzymatischen
Aktivitaten von HATs und HDACs aufrechterhalten wird, kann eine Dysregulation dieses
Gleichgewichts einen Einfluss auf die Regulation spezifischer Gene nehmen. Dabei wird
angenommen, dass niedrige Enzymaktivitaten die Produktion inflammatorischer Mediatoren
wie beispielsweise CXCL8 in der Lunge von COPD-Patienten verstarken und somit nicht nur
den Entziindungsprozess unterstiitzen, sondern auch zur Chronifizierung der Erkrankung
beitragen'®?'*. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten allerdings die bereits von Ito

et al.'®®

publizierten Daten nicht bestatigen, was moglicherweise auf unterschiedliches
Material zuriickzufilhren ist: Wahrend lto et al.'® ihre Analysen der Genexpression von
HDACs mit Lungengewebe und Alveolarmakrophagen durchgeflihrt hatten, wurden in dieser
Arbeit Bronchialschleimhautbiopsien verwendet. Dabei war weder eine verminderte HDAC-
mRNA-Expression (HDAC17-11) bei COPD-Patienten noch ein Zusammenhang dieser
Expression mit den Parametern der Lungenfunktion wie FEV; und VC nachweisbar.
Dagegen konnte ein Anstieg der HDACT-mRNA-Expression bei COPD-Patienten
verzeichnet werden, welche allerdings weder mit FEV,; und VC noch dem Quotienten
FEV4/VC korrelierte (Abbildung 3-27). Ein Zusammenhang zwischen einer gestorten
Expression von HDACT und der COPD wurde in der Literatur noch nicht beschrieben.
Méglicherweise stellt die verstarkte transkriptionelle Aktivierung von HDAC7 im
Biopsiematerial der COPD-Patienten eine Art Rickkopplungsmechanismus dar, welcher
dem standigen proteolytischen Abbau von HDACs wahrend einer COPD entgegenwirkt.
Dass ein solcher Zusammenhang zwischen der Hemmung der Enzym-Aktivitat und der
Aktivierung der mRNA-Expression einiger HDACs besteht, zeigen zum einen Ergebnisse
dieser Arbeit (Abschnitt 3.4.5.3). Zum anderen wird dieser durch die Studie von Dangond
und Gullans®" unterstiitzt: Sie berichteten von einer Aktivierung der mRNA-Expression aller
drei von ihnen untersuchten HDACs (HDAC7-3) unter TSA-Behandlung und postulierten
einen derartigen kompensatorischen "feedback"-Kontroll-Mechanismus der HDAC-
Genregulation. Interessanterweise zeigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht nur eine
Korrelation zwischen der mRNA-Expression von DEFB1 und HDAC1. Eine entsprechende
Abhangigkeit war ebenfalls zwischen DEFB1 und der mRNA-Expression von HDAC2, 3, 5

und 8 nachweisbar (Abbildung 3-28), welche von lto et al.'®®

im Zusammenhang mit der
COPD diskutiert wurden. Ob eine funktionelle Beziehung zwischen der Expression dieser
HDACs und DEFB1 besteht, bleibt allerdings noch unklar. Uber die Mechanismen der
Enzym-Inaktivierung und dem nachfolgenden proteolytischen Abbau von HDACs in der

COPD wird in der Literatur intensiv diskutiert:



(i) So konnte bereits gezeigt werden, dass der Funktionsverlust einiger HDACs auf dem
massiven oxidativen Stress in der Lunge der COPD-Patienten beruht, welcher zu einer
verstarkten Bildung hochreaktiver Oxidantien wie beispielsweise das Superoxid-
Anionenradikal O,  oder H,0,, einer Uberaktivierung der NO-Synthase und einer
gesteigerten NO-Produktion fiihrt?'*. Dabei belegen die Studien von lto et al.>*? und Moodie
et al.>®, dass die Funktion von HDACs direkt durch Oxidantien wie H,O, oder kovalente
Enzym-Modifizierungen wie beispielsweise S-Nitrosylierung beeintrachtigt werden kann.

(ii) Insbesondere im Fall von HDAC1 ist bekannt, dass es sich dabei um ein Phosphoprotein
handelt, welches in drei Isoformen vorkommt, die sich durch unterschiedliche biologische
Eigenschaften wie Protein-Protein-Interaktionen und enzymatische Aktivitat
auszeichnen®*?**. Wahrend die Phosphorylierungen am Ser*2! und Ser*2 (sog. basale oder
konstitutive Phosphorylierung) fir die enzymatische Aktivitat von HDAC1 und die Bildung
des mSin3a-Repressor-Komplexes unerlasslich sind, fuhren sowohl eine
Dephosphorylierung als auch eine Hyperphosphorylierung zum Verlust ihrer Aktivitdt und
anschlieRender proteosomaler Degradierung®'®?**. Auch zeigten Galasinski et al.?**, dass
eine  HDAC1-Hyperphosphorylierung mit einer Beeintrachtigung der Protein-Protein-
Interaktionen im mSin3a-Repressor-Komplex einhergeht. Dies resultiert in der Freisetzung
der einzelnen Komponenten des Komplexes, Veranderungen der zellularen Lokalisation und
dem Verlust der HDAC-Aktivitat.

(iii) Wahrend die von Takahashi et al.?*®

publizierten Daten zeigen, dass oxidativer Stress
auch zu einem Anstieg der enzymatischen Aktivitdt von Casein-Kinase-2 (CK2) flhrt,
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berichteten Tsai et a von der Beteiligung der CK2 in der Phosphorylierung von HDAC1

und Regulation ihrer Aktivitat.

Diese Erkenntnisse ergeben im Hinblick auf die Regulation der DEFB1-Genexpression in der
Lunge von COPD-Patienten folgende Moglichkeiten: Eine Stérung des Gleichgewichts
zwischen Oxidantien und Antioxidantien konnte zur Aktivierung von Proteinkinasen wie
beispielsweise CK2 fihren, was in einer Hyperphosphorylierung von HDAC1 und Verlust
ihnrer enzymatischen Aktivitat resultiert. Dies geht mit einer Beeintrachtigung der Protein-
Protein-Interaktionen im mSin3a-Repressor-Komplex einher und kénnte dann zu einer
Freisetzung von MYC aus dem Komplex fiihren. Der verstarkte proteolytische Abbau von
HDACs und eine verminderte HDAC-Aktivitat, was beides spezifisch flir die COPD zu sein
scheint, konnte zusatzlich die Freisetzung von MYC unterstutzen. Auch die Wirkung
pharmakologischer Wirkstoffe wie ZdCyt und TSA kdnnte damit erklart werden. Sie steuern
die Aktivitdt von DEFB1 weniger unmittelbar, sondern entweder durch die Veranderung der
Bindungseigenschaften von MYC an die DNA (beispielsweise durch die Demethylierung der
DNA) oder durch Freisetzung von MYC aus dem mSin3A-Respressor-Komplex

(beispielsweise durch die Hemmung der HDAC1-Aktivitat). Dies wirde zu einer Aktivierung



von MYC flhren, welches im Promotorbereich von DEFB1 bindet und durch Rekrutierung
spezifischer HATs und HMTs den Aufbau eines aktiven "Histon-Codes" vermittelt. Die
Anderung des epigenetischen Codes konnte dann in einer verstarkten Transkription von

DEFB1 in der Lunge von COPD-Patienten resultieren.

44 Fazit

Der Wissensfortschritt der letzen Jahre hat tiefgreifende Einblicke in die komplexen
Pathomechanismen der COPD geliefert. Die Bedeutung der angeborenen antimikrobiellen
Abwehr der Atemwege und ihre Relevanz fiir die vielfaltigen klinischen Phanomene einer
COPD wurden dabei jedoch vernachlassigt. Bei zusammenfassender Betrachtung
bekraftigen die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse die Hypothese, dass
DEFB1 in die molekulare Maschinerie der COPD-Pathogenese eingebunden ist. Der prazise
Zusammenhang zwischen der Genexpression von DEFB1 und der klinisch manifestierten
Erkrankung und auch die starke Korrelation mit wesentlichen Parametern der COPD-
Diagnostik lassen DEFB1 als einen mdglichen prognostischen Marker fur das Fortschreiten
und die Schwere dieser Erkrankung diskutieren. Auch epigenetische Regulatoren spielen im
Rahmen der Pathogenese der COPD eine wichtige Rolle; deren Funktion ist bis heute
allerdings noch weitgehend ungeklart. Derzeit sind einige wenige HDAC-Inhibitoren und
demethylierende Substanzen allein oder in Kombination zugelassen oder befinden sich noch
in klinischer Erprobung. Die ersten Einblicke in die epigenetischen Kontroll-Mechanismen der
DEFB1-Genexpression in dieser Arbeit liefern neue Erkenntnisse und regulatorische
Zusammenhange in dieser molekularen Maschinerie und bieten viele Ansatzpunkte fir
weiterfuhrende Studien. Das genaue Verstandnis dieser funktionellen Zusammenhange stellt
die Grundvoraussetzung fir die Entwicklung neuer Behandlungsmethoden und

Therapiestrategien dar.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD, chronic obstructive pulmonary disease)
ist eine Volkskrankheit. Bisher ist jedoch unklar, inwieweit und durch welche Parameter der
Verlust der Lungenfunktion, welcher das wesentliche klinische Merkmal der COPD darstellt,
determiniert ist. Genomweite Kopplungsstudien haben hierflr relevante Regionen mit einer
Kopplung auf dem Chromosom 8p identifiziert, in der die humanen Defensin-Gene innerhalb
eines Gen-Clusters vorliegen. Fir das Gen des humanen Defensin, beta 1 (DEFB1) konnte
ein Allel mit einer signifikanten Assoziation zur COPD nachgewiesen werden. Die Bedeutung
von DEFB1 und seine klinische Relevanz fur die vielfaltigen Phanomene der COPD-
Pathogenese wurden bisher jedoch nicht eingehend untersucht. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass die COPD mit einer gesteigerten Expression von DEFB1 in
der Lunge einhergeht. Des Weiteren wurde eine signifikante Korrelation der DEFB1-
Expression in Bronchialschleimhautbiopsien mit allen relevanten Parametern der COPD-
Diagnostik einschlieBlich der allgemeinen Leistungsfahigkeit der Patienten wie 6-Min-
Gehtest, Zigarettenkonsum und Lungenfunktionstests nachgewiesen. Da diese Parameter
Informationen (ber die Prognose einer COPD liefern, stellt die DEFB71-Expression auch
einen potentiellen prognostischen Marker fir das Fortschreiten dieser Erkrankung dar. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde nach Mechanismen gesucht, die an der Regulation von DEFB1
in der Lunge von COPD-Patienten beteiligt sind. Dabei zeigte sich, dass eine Stérung der
epigenetischen Regulationsvorgange bei der Pathogenese der COPD eine Rolle spielen
kénnte. Wahrend kein Zusammenhang zwischen der CpG-Methylierung im DEFB1-Gen und
dessen Expression im Biopsiematerial von COPD-Patienten festgestellt werden konnte,
zeigte eine allgemeine Inhibierung der DNA-Methylierung durch 5-Aza-2'-Desoxycytidin im
Zellkulturmodell hingegen einen starken Einfluss auf die DEFB7-Expression. Durch
Verwendung des Histon-Deacetylase-Inhibitors Trichostatin A konnte gezeigt werden, dass
die Acetylierung bei der transkriptionellen Aktivierung von DEFB1 ebenfalls eine Rolle spielt.
Chromatinimmunprazipitations-Analysen mit Zellen der bronchoalveolaren Lavage-
Flussigkeit zeigten eine signifikante Korrelation zwischen der DEFB1-Expression und dem
Aufbau eines aktiven "Histon-Codes" und deuten ebenfalls auf eine wichtige Rolle von
kovalenten Histon-Modifikationen im DEFB71 und damit der epigenetischen Regulation bei
der COPD hin. Insgesamt bekraftigen diese Daten die Hypothese, dass DEFB1T in die
molekulare Maschinerie der COPD-Pathogenese eingebunden ist. Die ersten Einblicke in die
epigenetischen Kontroll-Mechanismen der DEFB1-Regulation liefern neue Erkenntnisse iber
funktionelle Zusammenhange, die auf ein besseres Verstandnis der komplexen
Pathomechanismen der COPD hoffen lassen und somit zur Entwicklung neuer innovativer

Therapien beitragen konnten.






ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a widespread disease. However, the key
factors determining the decline in lung function, which is the most important clinical
parameter of COPD, are not yet clear. Genome-wide linkage analyses provide evidence for
significant linkage to airway obstruction susceptibility loci on chromosome 8p, the location of
the human defensin gene cluster. Moreover, a genetic variation in the human defensin,
beta 1 (DEFB1) gene was found to be associated with COPD. However, the role of DEFB1
and its clinical relevance in diverse phenomena of COPD pathogenesis has not been
extensively studied so far. The results of this dissertation demonstrate a significant increase
of DEFB1 expression in the lung of COPD patients. Furthermore, a significant correlation
could be detected between DEFB1 gene expression in biopsies of the bronchial mucosa and
the relevant diagnostic parameter for COPD including exercise capacity as measured by the
six-minute-walk test, cigarette smoking and lung function tests. Since these parameters are
used to predict the outcome of COPD, DEFB1 gene expression may thus be considered as a
new potential predictive marker for the outcome of COPD patients. Mechanisms involved in
the regulation of DEFB1 gene expression in the lung of COPD patients were also studied,
showing that a dysfunction of the epigenetic regulation could play a role in the pathogenesis
of COPD. Whereas bisulfite sequencing analysis of the bronchial mucosa revealed no
differences in the methylation state of DEFB1 between COPD patients and healthy controls,
an inhibition of DNA methylation by 5-aza-2'-deoxycytidine in cell lines resulted in a
remarkable induction of DEFB1 gene expression. Additionally, treatment of the cells with the
deacetylases inhibitor trichostatin A revealed a role for acetylation in the transcriptional
activation of DEFB1. Finally, chromatin immunoprecipitation assays with bronchoalveolar
lavage fluid cells showed that DEFB1 activation was associated with the establishment of an
active "histone code" suggesting the important role of covalent histone modifications in the
regulation of DEFB1 expression. In conclusion, these data support the hypothesis that
DEFB1 is associated with pathological changes characteristic for COPD. The first insight into
epigenetic control mechanisms of DEFB1 regulation provides new knowledge about their
functional contexts, which hopefully will lead to a better understanding of the complex

pathomechanisms of COPD and thus may contribute to developing new innovative therapies.
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