Aus dem Institut fur Infektionsmedizin
(Direktor: Prof. Dr. Helmut Fickenscher)
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Antimikrobielle Aktivitat des

Kinozidins Interleukin 26

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde der Medizin
der Medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
Bjorn-Thore Leonhard Hansen

aus Hamburg

Kiel 2022



1. Berichterstatter:
2. Berichterstatterin:
Tag der mundlichen Prifung:

Zum Druck genehmigt, Kiel, den

Prof. Dr. Helmut Fickenscher

Prof. Dr. Regine Glaser
26.07.2023

09.05.2023

gez.: Prof. Dr. Helmut Fickenscher

(Vorsitzender der Prifungskommission)



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

1 oY g oV RSV A= 4= o3 o1 o1 I
ADKUIrZUNGSVErZEICHNIS oo 1]
BEINTEITUNG ..o 1
O A 10 = 4 =T 2 R 1
1.2 Untersuchte mikrobielle SPEZIES .........ccoooi i 4
1.2.1 Acinetobacter DaUMaNNII......ccioeiiii e 4
O OF= g o [0 F= =] o] (o= T LS R 5
1.2.3 ENEroCOCCUS fABCANIS .......uururririiiiiiriiiiiiiiriiiiterinesenneereaennnnenennerennennnnnenernnnnne 5
A S o (=T foToleolot U LS = 1T ox (U] o TR 6
O ST =Tl o<1 o] = W o | R 6
1.2.6 Klebsiella pneumoniae ........ccooooeiiiiiiiiiiii e 7
1.2.7 Pseudomonas arUQINOSA........cceevieuriuuiiieeeeeeeeetiiiaaeeeeaeeeseantina e eeaesessrennnn 8
1.2.8 StaphyIOCOCCUS AUIEUS ....uvuuiiieeeiieeeiiiiee e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eanaaaanaes 9
I A = (=11 w4 U | o TSRS 11
Material Und MetNOAEN .......cooiiiiiiiiiiii e 12
2N R |V = (=4 - S 12
pZ 2 |V =1  To To (= o 1S 14
2.2.1 Produktion rekombinanten Proteins...........cccceeeiieieiiiiiiiiiiiiis e 14
2.2.2 Nickel-Chelat-Affinittschromatografie............ccooeeeeeie e, 14
2.2.3  DIaAIYSE .. 15
2.2.4 Densitometrische Konzentrationsbestimmung...........ooooveviiiiieeiieeeeeeeeeeen 15
2.2.5 Zellkultur und ImmuNbBIOt ..........ouueiiiiieee e 15
2.2.6 MiKrobielle KUIUIEN ... ..o e e e e e e 16
2.2.7 Testung der antimikrobiellen AKEVItAt ..., 16
2.3 StatiStiSChe AUSWEITUNG .....eeeiiiiiei et e e e e et a e e e e e e e eeeeena e e e eaeas 17
0T 0] 1] = 18
3.1 Hochkonzentriertes, reKombINANTES IL-26 ........cuoieiieiieiieie et eens 18
3.2 Biologische Aktivitat des hergestellten, rekombinanten IL-26 ..............cccccceeeeeeeeen. 19
3.3 Antimikrobielle Aktivitat auf Gram-positive Bakterien...........cccccoeeiiiiiiiiiiiiiiee, 20
3.3.1 ENterocoCCuUs faBCAlS ........cooiiiiiiiiii e 20
3.3.2 Vancomycin-resistentes Patientenisolat von Enterococcus faecalis ............ 24
ICTRCTRC T = o1 (= o Toto o ot U I3l - T=Tod o o 27
3.3.4 Vancomycin-resistenter Stamm von Enterococcus faecium ........................ 30
3.3.5  StaphylOCOCCUS QUIBUS ......ccoeieiiiiiis et e e e e 33
3.3.6 Methicillin-resistenter StaphyloCOCCUS QUIEUS .............cvvvieeiieeeiiiiiiiiiieee e, 36



0o N o O

3.4 Antimikrobielle Aktivitat auf Gram-negative Bakterien ...........ccccceeeviieiriiiiiiiieene e, 40

3.4.1 Acinetobacter baumannii..........cooooeeeiiiiiii 40
3.4.2 Multiresistentes Acinetobacter-baumannii-Isolat von 2014 .......................... 43
3.4.3 Multiresistentes Acinetobacter-baumannii-Isolat von 2018 .......................... 46
3.4.4 Escherichia Coli.......coooieiiiiieeee 49
3.4.5 O-Antigen-negativer Stamm von Escherichia coli.................cccvviiin . 52
3.4.6 Klebsiella pneumOoNi@e ........coooee oo 55
3.4.7 PSeudomonas @EIUGINOSA .......ccceeeeeeeeeeeeeaeaeeaa e e e e e e e e e e e e 58
3.5 Antimikrobielle Wirkung auf Candida albicans....................evviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 61
TS QU 3] Lo 1 o I 64
4.1 Bakterizidie durch IL-26 auf Gram-positive Bakterien ..............ccccvvvvvviiieiiiiieninnnnnn. 65
4.2 Bakterizidie durch IL-26 auf spezifische Gram-negative Spezies ...........cccccvvvvvvnnnne 66
4.2.1 Bakterizidie durch IL-26 auf Acinetobacter baumannii...........cccccceeeiieevnnnnnn. 67
4.3 Schwache Fungizidie durch IL-26 auf Candida albicans............cccccccevvvviiiiicinneeenn. 69
4.4 Antimikrobielle Aktivitat von IL-26 im Vergleich mit bisherigen Publikationen ......... 69
4.7 IL-26 im Vergleich mit anderen antimikrobiellen Peptiden ..........c....ccoovvviiiieennees. 71
4.8 Die Rolle des Kinozidins IL-26 im IMMUNSYSIEM .......coiiiieiiiiiiiiiiie e 73
4.9 IL-26 als mdgliches antimikrobielles Therapeutikum............cccccceeeeiiieiiiiiiiieeeeeeee, 74
ZUSAMMENTASSUNG ...t e e ettt e e e e e e e e e e ettt e e e e eeaeeeaasta e aaeaaeeasnnes 77
0110 =T PP 78
LiteratuUrVerZEIiChNIS ....oooviiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee e 79
Tagungsbeitrage, Veroffentlichungen und Stipendien...........cccvviiiieiienniinnn. 90
BT [0 aTo K o 1=T 1 (= Lo [ TP 90
V= o)1 =T0111Te] o T T e To = o TS URPPPPRRPIR 91
Stipendien und finanzielle FOrderungen. ... 91
D=1 S T=To [ UL o PP P PP PP PPPPPPPPPPPP 92



Il Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung Bezeichnung

A. baumannii Acinetobacter baumannii

AMP Antimikrobielles Peptid

APS Ammoniumperoxodisulfat

ATCC American type culture collection

BSA Bovines Serumalbumin

C. albicans Candida albicans

CFU koloniebildende Einheiten, colony-forming units
CcoLsB Columbia-Agar mit Schafblut

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

E. coli Escherichia coli

E. faecalis Enterococcus faecalis

E. faecium Enterococcus faecium

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EWR Européaischer Wirtschaftsraum

FKS Fetales Kélberserum

GIn Glutamin

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
HRP Meerrettichperoxidase, horseradish peroxidase
IFN Interferon

19G Immunglobulin G

IL Interleukin

IL-26R Interleukin-26-Rezeptor

K. pneumoniae
LB

LDgo

LPS

M. leprae

M. tuberculosis
MBKago

MFKgo

MHE

MHKGso

MRGN

MRSA
NFAT-C1
NF-kB

P. aeruginosa
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RANKL

rpm

Klebsiella pneumoniae

lysogeny broth, Luria broth

Letale Dosis 90 %

Lipopolysaccharid

Mycobacterium leprae

Mycobacterium tuberculosis

Minimale bakterizide Konzentration 90 %
Minimale fungizide Konzentration 90 %
Mdiller-Hinton-E (Agar)

Minimale Hemmkonzentration 50 %
Multiresistenter Gram-negativer Erreger
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus
nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Pseudomonas aeruginosa
phosphate-buffered saline

receptor activator of NF-kB ligand
Umdrehungen pro min, rounds per min




Abkirzung Bezeichnung

S. aureus Staphylococcus aureus

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
STAT signal transducer and activator of transcription

TBS Tris-buffered saline

TBS-T Tris-buffered saline with Tween20

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

TLR toll-like receptor

TNF Tumornekrosefaktor

TRAIL tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand
TSB tryptic soy broth

VRE Vancomycin-resistente Enterokokken




1 Einleitung
1.1 Interleukin 26

Im Jahr 2000 konnte in viral transformierten T-Lymphozyten ein Gen identifiziert werden, das
fur ein bis dahin unbekanntes Protein kodiert. Der Genlokus 12915 liegt zwischen den Genab-
schnitten von Interleukin (IL) 22 und Interferon (IFN) y. Dieses zunachst AK155, spéater IL-26
genannte, stark basische Protein zeigt zu 24,7 % Identitat und 47 % Ahnlichkeit mit IL-10 und
wird zu der IL-10-Familie gezahlt (Fickenscher et al., 2002; Knappe et al., 2000).

In der Folge wurde die IL-26-Expression auch fur weitere Zelltypen wie naive und aktivierte T-
Zellen aus Nabelschnurblut, Th1l-, Thl7- und Th22-Zellen, NK-Zellen und entziindlichen Fib-
roblasten- und Makrophagen-ahnlichen Synoviozyten (Braum et al., 2013; Corvaisier et al.,
2012) nachgewiesen. Insbesondere nach Kontakt mit Lipopolysaccharid (LPS) produzieren
auch Alveolarmakrophagen IL-26 und Bronchialepithelzellen exprimieren nach viraler Stimu-
lation vermehrt IL-26 (Che et al., 2014 und 2017). Ferner konnten Zusammenhénge mit chro-
nisch-entziindlichen Erkrankungen, wie rheumatoider Arthritis (Corvaisier et al., 2012), Spon-
dyloarthritiden (Heftdal et al., 2017), Morbus Crohn (Dambacher et al., 2009; Fuijii et al., 2017)
und Colitis ulcerosa (Fuijii et al., 2017), Hepatitis B (Luo et al., 2020), Hepatitis C (Miot et al.,
2014), mit antinukledren zytoplasmatischen Antikdrpern assoziierter Vaskulitis (Poli et al.,
2017), Psoriasis (Meller et al., 2015), Hidradenitis suppurativa (Scala et al., 2019) und Asthma
(Konradsen et al., 2016; Louhaichi et al., 2020) hergestellt werden, bei denen besonders in
den entziindeten Geweben und teils auch im Plasma erhodhte IL-26-Konzentrationen nach-
weisbar sind. Auch bei der allergischen Kontaktdermatitis kommt IL-26 wohl eine wichtige
Rolle zu (Caiazzo et al., 2018) und bei malignen Erkrankungen wie dem Magenkarzinom und
dem hepatozellularem Karzinom lassen sich erhdhte I1L-26 Spiegel feststellen (Xi et al., 2019;
Xue et al., 2019). Ferner sind auch bei Patienten mit Sepsis erhohte IL-26 Spiegel nachgewie-
sen worden, deren Hohe eine Korrelation zum Schweregrad, der 28 Tage Mortalitat und zur
Hohe der etablierten Biomarker C-reaktives Protein und Procalcitonin aufweisen (Tu et al.,
2019).

Rekombinant hergestelltes IL-26 weist eine Molekilmasse von 19 kDa auf, wobei Dimere,
Oligomere und Multimere beschrieben wurden. IL-26 ist ein stark kationisches Protein mit am-
phiphilen Helices, die typisch fur kationische Zell-penetrierende Peptide sind (Copolovici et al.,
2014; Knappe et al., 2000; Meller et al., 2015).

IL-26 nutzt einen heterodimeren Rezeptor (IL-26R), der aus der ubiquitar exprimierten
IL-10R2-Kette und der auf bestimmten Epithelzellen exprimierten IL-20R1-Kette besteht. Uber
die Aktivierung der signal transducer and activator of transcription (STAT) STAT1 und STAT3
fuhrt 1L-26 zu gesteigerter Expression von IL-8, IL-10, TNFa und dem Glykoprotein CD54



(Dambacher et al., 2009; Hor et al., 2004; Sheikh et al., 2004). Wesentliche weitere Effekte
von IL-26 sind aber unabhéangig von diesem Rezeptor. Werden plasmazytoide dendritische
Zellen durch Komplexe aus self-DNA und IL-26 oder bakterieller DNA und IL-26 stimuliert,
fuhrt dies Uber den endosomal lokalisierten toll-like receptor 9 (TLR9) zu einer vermehrten
Produktion und Ausschittung von IFN-a (Meller et al., 2015). Die Inkubation von NK-Zellen
mit IL-26 fuhrt zu einer gesteigerten Produktion von IFN-B, IFN-y, IL-13, dem Tumornekrose-
faktor Alpha (TNFa) und dem membranstandigen tumor necrosis factor related apoptosis in-
ducing ligand (TRAIL; Miot et al., 2014). Bei Monozyten und Makrophagen fiihrt der Kontakt
mit IL-26 zur erhoéhten Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6 und TNFa.
Des Weiteren kann die Umwandlung von CD4* T-Gedachtniszellen in IL-26 produzierende
Tul7-Zellen von aktivierten Makrophagen rezeptorunabhangig getriggert werden, sodass hier
sogar die Moglichkeit einer kreisenden Aktivierung besteht (Corvaisier et al., 2012). Ebenfalls
unabhangig von IL-26R kann IL-26 sich sowohl hemmend als auch férdernd auf die virale
Replikation auswirken. Einerseits fordert IL-26 die Replikation des Virus der vesikularen Sto-
matitis, andererseits hemmt es die Replikation des Cytomegalovirus und des Hepatitis-C-Virus
(Beaumont et al., 2021, Braum et al., 2013; Miot et al., 2014). Abseits immunologischer Pro-
zesse ist auch eine Wirkung auf den Knochenstoffwechsel beschrieben: Sowohl Osteoblasten
als auch Osteoklasten sind IL-26-sensibel und férdern durch Hemmung der Osteoklastoge-
nese Uber Hemmung der Expression von receptor activator of NF-«B ligand (RANKL)-indu-
ziertem NF-kB und NFATc1 und Aktivierung von Osteoblasten die Knochenmineralisation
(Abb. 1; Heftdal et al., 2017; Peng et al., 2016). IL-26 bindet auf Grund seiner amphiphilen
Struktur an Zelloberflachen, insbesondere an Glykosaminoglykane (Hor er al.,, 2004).
Die F-Helix von IL-26 weist einen sogenannten inplane membrane motif anchor auf, der fur

die Bindung an Zellmembranen wesentlich ist (Poli et al., 2017).
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Abb. 1: Vorbeschriebene Zellinteraktionen, die durch IL-26 vermittelt werden. ES: Endosom, DNA: hier self-DNA
oder bakterielle DNA.

Vor dieser Arbeit publizierte Ergebnisse zeigten eine bakteriostatische Wirkung auf Gram-po-
sitive (Staphylococcus aureus ATCC 6538; Agak et al., 2018; Meller et al., 2015; Scala et al.,
2019; Woetmann et al., 2018) und Gram-negative Bakterien (Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 11775 und Klebsiella pneumoniae 01:K2; Meller et al., 2015).
Hinsichtlich Mykobakterien konnte eine bakteriostatische Wirkung gegeniiber Mycobacterium
(M.) leprae und M. tuberculosis; Dang et al., 2019; Hawerkamp et al., 2020) nachgewiesen
werden. Eine Wirkung auf das Gram-positive Bakterium Enterococcus faecalis ATCC 29212
und den Hefepilz Candida albicans ATCC 24433 konnte vorher nicht festgestellt werden (Mel-
ler et al., 2015).

Bei IL-26 handelt es sich somit um ein Zytokin mit direkten antimikrobiellen Eigenschaften und
es zahlt daher zu den Kinozidinen (Larochette et al., 2019; Yeaman et al., 2007; Yount et al.,
2004).



1.2 Untersuchte mikrobielle Spezies
1.2.1 Acinetobacter baumannii

Bei Acinetobacter (A.) baumannii handelt es sich um ein Gram-negatives, nicht sporenbilden-
des, strikt aerobes Bakterium mit stabchenférmiger Morphologie und gehért zur Familie der
Moraxellaceae. Es ist nichtfermentierend, unbeweglich, Katalase-positiv, Oxidase-negativ und
stellt geringe Anspriiche an die Kulturbedingungen (Bouvet et al., 1986; Peleg et al., 2008;
Rossau et al., 1991). A. baumannii ist nach aktuellem Kenntnisstand nicht in der Lage, voll-
standiges LPS zu produzieren, da die fir die O-Antigen-Produktion bendtigten Enzyme bei

Acinetobacter-Spezies nicht nachweisbar sind (Weber et al., 2016).

Das natlrliche Reservoir von A. baumannii ist noch nicht abschlieRend geklart, dirfte aber im
Darm liegen. Im Gegensatz zu anderen Acinetobacter-Spezies ist die menschliche Haut eher
selten besiedelt (Seifert at al., 1997). A. baumannii ist ein besonders auf Intensivstationen
verbreiteter, nosokomialer Erreger, der bei Patienten, die maschinell beatmet werden oder an
offenen Wunden oder Brandverletzungen leiden, zu Komplikationen fiihren kann. Die Nach-
weisfrequenz variiert in betrachtlichem Ausmalf3. Die besonders hohe Tenazitat des Erregers

begiinstigt die nosokomiale Ausbreitung.

Die am haufigsten mit A. baumannii assoziierte Erkrankung ist die Beatmungs-assoziierte
Pneumonie, bei der A. baumannii fir bis zu 7 % der Erkrankungen verantwortlich sein kann,
wobei der durch A. baumannii verursachte Anteil in den letzten Jahrzehnten signifikant zuge-
nommen hat (Gaynes & Edwards, 2005). Auf3erdem kann A. baumannii zu Haut-, Weichge-
webe- und Wundinfektionen, Harnwegsinfekten, Sepsis und Meningitis fihren (Peleg et al.,
2008).

Die zunehmende Haufigkeit antibiotikaresistenter Stamme stellt ein Problem dar. So sind Ami-
nopenicilline, Acylaminopenicilline, Cephalosporine und Chinolone haufig nicht wirksam (Van
Looveren & Goossens, 2004). Daher hat sich die Therapie mit Carbapenemen etabliert, mit
der Folge, dass der Anteil der Carbapenem-resistenten Stamme in letzter Zeit stark zugenom-
men hat. Im Europaischen Wirtschaftsraum (EWR) wiesen im Jahr 2019 53,4 % aller unter-
suchten Acinetobacter-Isolate (n = 2652) mindestens eine Resistenz gegentiber Fluorchinolo-
nen, Aminoglykosiden und/oder Carbapenemen auf, wobei Resistenzen gegen alle drei Grup-
pen haufiger waren (43,6 %) als Resistenzen gegen zwei Gruppen (5 %) bzw. gegen nur ein
Antibiotikum (4,8 %). Hierbei zeigten sich starke Unterschiede mit nahezu fehlenden Resis-
tenzen in Nordeuropa und besonders vielen resistenten Isolaten in Sud- und Osteuropa
(ECDC, 2020). Als Reserveantibiotikum fur diese multiresistenten Isolate steht Colistin zur
Verfligung (Karageorgopoulos et al., 2008). Auch antibiogrammgerechte Kombinationsthera-

pien kdnnen noch wirksam sein (Poirel et al., 2006; Towner et al., 2009).



1.2.2 Candida albicans

Candida (C.) albicans ist ein diploider Hefepilz, der als fakultativ pathogener Erreger Teil der
Schleimhautflora insbesondere von Gastrointestinal-, Urogenital- und Respirationstrakt ist. Bei
immunkompetenten Patienten kommt es zu oberflachlichen, mukokutanen Infektionen, vor al-
lem vaginal und oral (Dadar et al., 2018). Bei Immundefizienz kann die Kolonisierung in eine
opportunistische, invasive Candidiasis umschlagen, die eine Letalitatsrate von bis zu 54 %
aufweisen und alle Organsysteme, inshesondere Leber, Niere, Peritoneum und Endokard, be-
treffen kann (Bassetti et al., 2014, Gunsalus et al., 2016). Hauptrisikofaktoren sind neben Im-
mundefizienz eine andauernde antibiotische Therapie, ein Harnwegskatheter oder ein zentral-
vendser Gefal3zugang (Canela et al., 2017), parenterale Ernahrung, abdominelle Operationen
und Malignome. Resistenzen werden eher selten und dann meist bei Patienten mit chronischer
mukokutandser Candidiasis beschrieben (Nami et al.,, 2019). Die Resistenzraten betragen
1,4 % (Fluconazol, n = 123.625) bzw. 1,2 % (Voriconazol, n = 125.965), wobei die Resistenz-
raten im zeitlichen Verlauf (1997 bis 2007) konstant waren (Pfaller et al., 2010).

1.2.3 Enterococcus faecalis

Enterococcus (E.) faecalis gehort zur Familie der Enterococcaceae und ist ein Gram-positives,
fakultativ anaerobes, unbewegliches und nicht-sporenbildendes Bakterium. E. faecalis ist Ka-
talase- und Oxidase-negativ. Wie andere Enterokokken verfugt E. faecalis tGiber eine hohe
Tenazitat; Hitze bis zu 60° C, alkalische Bedingungen bis pH 9,6 und Salzkonzentrationen bis
9,6 % NaCl werden ohne Weiteres vertragen (Moreno et al., 2006). E. faecalis kommt in der
physiologischen Darmflora von Menschen und Tieren regelhaft vor. Auf Grund seiner Unemp-
findlichkeit gegeniiber Hitze sind Lebensmittelkontaminationen, insbesondere von Fleisch-
und Milchprodukten, keine Seltenheit (Moreno et al., 2006).

E. faecalis verursacht 90 % aller durch Enterokokken bedingten Erkrankungen. Hospitalisierte
und/oder immunsupprimierte Patienten sind besonders anféllig. Ferner sind intravendser Dro-
genabusus und vorgeschadigte Herzklappen Risikofaktoren fir eine Infektion (Fisher et al.,
2009). Typische Krankheitsbilder, die durch E. faecalis ausgeltst werden, sind Harnwegsin-
fektionen und Endokarditiden mit teilweise septischen Verlaufen. Wurden Enterokokken lange
Zeit als eher bedeutungslos erachtet, stieg deren Anteil als Ausléser der oben genannten Er-
krankungen in letzter Zeit, sodass inzwischen davon ausgegangen wird, dass sie der zweit-
haufigste Ausléser postoperativer Wundinfektionen und nosokomialen Harnwegsinfektionen
und der dritthufigste Ausloser von Bakteriamien sind (Klein et al., 1998). Bei den Endokardi-
tiden (insbesondere der Endokarditis lenta) lassen sich in 5 bis 15 % der Félle Enterokokken

als Ausloser feststellen.



Enterokokken weisen eine intrinsische Resistenz gegenlber verschiedenen Antibiotikagrup-
pen auf. Dazu gehéren Cephalosporine, Sulfonamide und Aminoglykoside. Vancomycin-
Resistenzen sind bei E. faecalis eher selten (ECDC, 2020).

1.2.4 Enterococcus faecium

Wie E. faecalis handelt es sich bei E. faecium um Gram-positive, fakultativ anaerobe, unbe-
wegliche und nicht-sporenbildende Kettenkokken, die ebenfalls Katalase- und Oxidase-nega-
tiv sind. Auch E. faecium kommt regelhaft in der Darmflora von Menschen und Nutztieren vor
(Fisher et al., 2009).

E. faecium kann die gleichen Krankheitsbilder wie E. faecalis auslésen, ist insgesamt aber nur
fir ca. 10 % aller durch Enterokokken verursachten Erkrankungen verantwortlich. Durch die
weitaus héheren Resistenzraten von E. faecium sind die Verlaufe allerdings oft kritischer und
schwerer zu therapieren. Im Jahr 2019 lag die Vancomycin-Resistenzrate im EWR bei 18,3 %
aller gepriften Isolate (n = 16.432). Dies bedeutet eine signifikante Zunahme im Verlauf der
letzten Jahre (2014 10,4 %, 2015 10,5 %, 2016 12,3 %, 2017 14,9 %, 2018 17,3 %). Die
Verteilung innerhalb Europas ist dabei mit < 1 % (Belgien, Finnland, Frankreich, Island, Malta,
Niederlande) bis 50 % (Zypern) sehr unterschiedlich. Insbesondere in Siid- und Osteuropa
zeigt sich eine Zunahme an Vancomycin-resistenten E. faecium Stammen (ECDC, 2020).

1.25 Escherichia coli

Escherichia (E.) coli ist ein zur Familie der Enterobacterales gehérendes, Gram-negatives,
fakultativ anaerobes, stédbchenférmiges und begeilReltes Bakterium, das keine Sporen bildet,
Katalase-positiv und Oxidase-negativ ist. Die Spezies umfasst apathogene, fakultativ patho-
gene und obligat pathogene Stamme, wobei die beiden erstgenannten zur physiologischen

Darmflora gehdren.

Die Pathogenitat der einzelnen Stamme ist vom Besitz entsprechender Pathogenitatsfaktoren
abhéngig. Fakultativ pathogene Stdmme finden sich oft in der normalen Darmflora und I6sen
in aller Regel Infektionen aul3erhalb des Intestinums aus (Russo et al., 2003). Die haufigsten
von extraintestinal-pathogenen E. coli (EXPEC) ausgeltsten Infektionserkrankungen sind
Harnwegsinfektionen, gefolgt von Infektionen im Bauch- und Beckenraum, wie Appendizitiden,
Divertikulitiden, Peritonitiden und Cholangitiden (Mellata 2013; Russo et al., 2003). Einer Stu-
die zufolge war E. coli im Zeitraum 1997/1998 fir ca. 8 % aller nosokomialen Pneumonien
verantwortlich und lag damit hinter Staphylococcus aureus (23,6 %) und Pseudomonas aerugi-
nosa (22,9 %) (Fluit et al., 2003). EXPEC-Stdmme kdnnen aufRerdem auch Sepsis und Neu-

geborenenmeningitis hervorrufen (Russo et al., 2003).

Die obligat pathogenen Stamme werden in finf Untergruppen gegliedert: Der enteropathogene

E. coli (EPEC) lost vor allem breiig-wassrige, nichtblutige Diarrh6en bei Neugeborenen und

6



Sauglingen aus. Der enterotoxikogene E. coli (ETEC) lost wéassrige Diarrhéen bei Kindern und
Reisenden in Entwicklungslandern aus. Der enteroaggregative E. coli (EAEC) ist haufiger Aus-
|6ser langanhaltender Diarrhéen bei Kindern und Erwachsenen (Kaper et al., 2004). Der ente-
roinvasive E. coli (EIEC) @hnelt Shigella spp. und kann entsprechend der Shigellenruhr ahnli-
che wassrige bis blutig-schleimige Durchfélle mit Fieber auslésen. Der enterohamorrhagische
E. coli (EHEC) l6st je nach Schweregrad des Verlaufs wassrige oder blutige Diarrhéen aus.
Eine Besonderheit ist hier das hamolytisch-urdmische Symptom, das bei den Shiga-Toxin-
produzierenden EHEC als Komplikation auftreten kann (Kaper et al., 2004; Weintraub, 2007).

Seit den spaten 1990er Jahre ist eine Zunahme der Resistenzen gegentber Antibiotika fest-
zustellen (Pitout, 2012). Dabei zeigte sich fur die letzten Jahre stets ein Nord-Sid-Gefalle mit
hdheren Resistenzraten im slideuropaischen Raum. Resistenzen gegen Aminoglykoside sind
inzwischen europaweit verbreitet. Im Bereich des européischen Wirtschaftsraumes zeigten
2019 mehr als 57,1 % (n = 163.005) eine Resistenz gegentber mindestens einer der beobach-
teten Antibiotikagruppen (Aminopenicilline, Fluorchinolone, Cephalosporine der dritten Gene-
ration, Aminoglykoside und Carbapeneme). In Bezug auf Aminopenicilline wiesen 2019
57,1 % aller untersuchten Isolate eine Resistenz aus (Tendenz gleichbleibend). Fur Fluorchi-
nolone zeigte sich eine Resistenzrate von 23,8 %. Die Resistenzlage hinsichtlich Dritt-
Generations-Cephalosporinen war weiterhin stabil bei 15,1 % (ECDC, 2020). Eine Aminogly-
kosidresistenz bestand in 10,1 % der Falle. Fir die Resistenzen sind extended-spectrum (-
lactamases (ESBL), die Plasmid-vermittelte AmpC-B-Laktamase und Carbapenemasen ver-
antwortlich (Pitout, 2012).

1.2.6 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella (K.) pneumoniae ist ein zu den Enterobacteriales gehérendes Gram-negatives, fa-
kultativ anaerobes, nicht-sporenbildendes unbewegliches Stabchenbakterium, das Katalase-
positiv und Oxidase-negativ ist. Ein Grof3teil der Stamme bildet Fimbrien und eine dicke Poly-
saccharidkapsel aus. Klebsiellen kommen ubiquitér vor und gehdren bei ca. 30 % der Allge-

meinbevolkerung zur Standortflora von oberem Respirationstrakt und Darm.

K. pneumoniae kann eine Vielzahl von Erkrankungen verursachen. Neben der in Europa eher
seltenen Friedl&nder-Pneumonie bei Immunkompetenten, sind Erkrankungen bei immunin-
kompetenten Personen haufiger. Im ambulanten Bereich ist der Alkoholabusus ein Risikofak-
tor. Bei hospitalisierten Patienten, insbesondere immunkompromittierten Patienten, Patienten
mit Diabetes mellitus, chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung oder onkologischen Krank-
heitsbildern, sind Harnwegsinfektionen, Pneumonien, schwere Gewebeinfektionen und Sepsis

die haufigsten Manifestationen einer nosokomialen Infektion. In der Padiatrie stellt die Neuge-



borenensepsis ein geféahrliches Krankheitshild dar. Klebsiellen werden meist durch Kranken-
hauspersonal, aber auch durch kontaminierte Blutprodukte oder Instrumente oder kontami-

nierte Lebensmittel Gbertragen (Guo et al., 2016; Podschun et al., 1998).

K. pneumoniae weist eine intrinsische Resistenz gegen Aminopenicilline auf. Problematischer
ist jedoch die Plasmid-kodierte Ausbildung verschiedener ESBL. Auch gegen Carbapeneme
haben sich Resistenzen ausgebildet. Vor allem in Std- und Osteuropa treten vermehrt multi-
resistente Isolate auf. Der 2019 haufigste multiresistente Phé&notyp wies Resistenzen gegen
Fluorchinolone, Dritt-Generations-Cephalosporine und Aminoglykoside auf. Damit kamen
Stdmme mit Resistenzen gegen Wirkstoffe aus drei der vier Antibiotikaklassen Acylaminope-
nicilline, Cephalosporine der 3. und 4. Generation, Carbapeneme und Chinolone (Multiresis-
tente Gram-negative Erreger, 3BMRGN) haufiger vor als Stamme mit nur einer oder zwei Re-
sistenzen. AMRGN-Stamme kamen 2019 bei 4,9 % aller untersuchten Isolate (n = 24.738) vor.
Dabei waren aber 63,4 % aller Stamme vollsensibel (ECDC, 2020).

1.2.7 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas (P.) aeruginosa ist ein zur Familie der Pseudomonaceae gehdrendes Gram-
negatives, begeil3eltes und nicht-fermentierendes Stabchenbakterium. P. aeruginosa bildet ty-
pischerweise das Polysaccharid Alginat und verschiedene Pigmente aus, die zu mukdsen,
blaugriinen bis silbrig-glanzenden Kolonieformen fiihren. P. aeruginosa ist ubiquitar im Boden
und auf Pflanzen nachweisbar, bevorzugt in feuchter Umgebung wie Gewassern, Pfitzen,
Blumenvasen, Wasch- und Toilettenbereichen von Krankenh&usern, aber auch in Flussigkei-
ten wie Seifen, Lebensmitteln oder Desinfektionsmitteln (Ayliffe et al., 1974; Grobe et al.,
2001).

Nosokomiale Infektionen mit P. aeruginosa sind vor allem die hochletale beatmungsassoziierte
Pneumonie, Harnwegsinfekte bei Patienten mit Harnwegsobstruktionen oder Blasenkatheter
oder Infektionen von Brandwunden (Mittal et al., 2009; Ramirez-Estrada et al., 2016). Ambu-
lante Infektionen finden sich nach Aufenthalt in kontaminiertem (Bade-) Wasser oberflachlich
an Haut (,whirl pool dermatitis®), Nageln, auRerem Gehérgang (,swimmers ear”) oder insbe-
sondere bei Kontaktlinsentragern an der Hornhaut (Lutz et al., 2011; Stapleton et al., 2012;
Sundstrém et al., 1996).

Als klinische Besonderheit sind chronische Infektionen bei Mukoviszidose-Patienten zu nen-
nen. Aufgrund der Hyperviskositat des Bronchialsekrets mit Abflussstérungen entsteht ein fir
Pseudomonaden ideales Milieu. Nach initial meist erfolgreicher Eradikation kommt es im Ver-
lauf sehr hdufig zur Ausbildung einer chronischen Infektion mit Inflammation, fortschreitenden

Gewebedefekten und zunehmenden respiratorischen Problemen, die mit Antibiotika nur



schwer bis gar nicht zu therapieren sind. Vielmehr kommt es durch die Vielzahl der Therapie-
versuche mit verschiedenen Wirkstoffen zur Ausbildung verschiedener multiresistenter, Bio-

film-bildender Morphotypen, was die Therapie weiter verkompliziert (Williams et al., 2012).

P. aeruginosa weist eine intrinsische Resistenz gegen einen Grof3teil der 3-Laktam-Antibiotika,
Makrolide und Folsaureantagonisten auf. Unter Therapie kommt es haufig zu einer schnellen
Resistenzentwicklung. Im Jahr 2019 waren im EWR ca. 10 % aller Isolate (n = 12.735) gegen
mehr als drei und 3,4 % gegen fiinf Antibiotikagruppen resistent, wobei Isolate aus Osteuropa
deutlich hohere Resistenzraten aufweisen als Isolate aus dem restlichen Europa. Nach initialer
Zunahme der Resistenzen gegen die haufig eingesetzte Kombination aus Piperacillin und
Tazobactam von 2012 16,7 % auf 2015 19,9 % (Island, Luxemburg: 0 %, Rumanien: 59 %)
zeigte sich in den letzten Jahren eine Reduktion auf 18,3 % (2017) und 16,9 % (2019). Die
Resistenzraten gegentiber Fluorchinolonen lagen 2019 bei 18,9 %. Auch bei den Aminoglyko-
siden kam es zwischen 2014 und 2019 zu einer Abnahme der resistenten Isolate von 16,1 %
auf 11,5 % (ECDC, 2020).

1.2.8 Staphylococcus aureus

Staphylococcus (S.) aureus ist ein Gram-positives, fakultativ anaerobes, fermentatives, nicht
sporenbildendes, unbewegliches Kugelbakterium aus der Familie der Staphylococcaceae. Die
Kokken sind Katalase-positiv, Oxidase-negativ und Koagulase-positiv. S. aureus gilt als eines
der am starksten umweltresistenten, fakultativ pathogenen Bakterien. Hitze bis 60 °C, Magen-
saure aber auch Austrocknung beeintrachtigen diesen Erreger nur unwesentlich, sodass sich
S. aureus sehr gut im nosokomialen Umfeld ausbreiten kann. Bei bis zu 50 % der gesunden
Bevolkerung kolonisiert S. aureus die Haut vor allem von Nasenvorhof (ca. 20 %) und Peri-
neum, wobei die Kolonisierungsrate mit zunehmender Entwicklung eines Landes zunimmt
(Lowy, 1998; Rasigade et al., 2014; Sivaraman et al., 2009). Hauptausbreitungsweg ist die

Schmierinfektion.

S. aureus kann verschiedene Erkrankungen auslosen. Er ist fur 70 bis 80 % der Wundinfekti-
onen, 50 bis 60 % der Osteomyelitiden, 15 bis 40 % der Gefal3protheseninfektionen, 10 % der
Pneumonien (insbesondere als Superinfektion oder nach Trauma, Aspiration oder bei Immun-
suppression) und bis zu 30 % aller Endokarditiden und Sepsis-Félle verantwortlich. Hautinfek-
tionen mit Abszessbildung wie Furunkel oder Karbunkel sind typisch (Dayan et al., 2016; Josse
et al., 2015).

Die in der Stillzeit auftretende Mastitis puerperalis der Milchgénge ist zu 90 % von S. aureus
verursacht. Von ihr geht auf Grund des raschen Abszedierens und der mdglichen Infektion des
Sauglings eine besondere Gefahr aus, inshesondere bei Frilhgeborenen (Rogmans, 2003).

Weitere typische Infektionen sind die eitrige Parotitis, die Dakrozystitis und das Hordeolum.



Das staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS), das von Exfoliatin-bildenden Stammen
ausgeldst wird, ist eine besondere Form der Infektion mit S. aureus. Sie tritt vor allem bei
Sauglingen, deutlich seltener auch bei Kindern und (immunsupprimierten) Erwachsenen auf.
Nach einer Infektion kommt es zu einem scharlachartigen Exanthem mit Blasenbildung und
nach dem Platzen der Blasen zur Ablésung der Haut (Epidermolysis acuta toxica; Dayan et
al., 2016). Die Letalitat bei Kindern liegt bei 3,6 bis 11 % (Handler et al., 2014).

Eine weitere mogliche Folge einer Infektion mit S. aureus ist das sogenannte toxic shock syn-
drome, bei dem es bei Infektion mit TSST1-Toxin bildenden Stdmmen zu schweren Krank-
heitsbildern mit hohem Fieber, diffusem makulésem Exanthem, Hypotonie und diffuser Betei-
ligung verschiedener Organsysteme kommt. Ursachen kénnen eine Vermehrung von Toxin
bildendem S. aureus in besonders saugfahigen Tampons oder Infektionen insbesondere nach

Operationen oder Geburten sein (Dayan et al., 2016; Lowy, 1998).

Das von einigen S.-aureus-Stammen produzierte hitzestabile Enterotoxin A ist Ausloser von
Nahrungsmittelvergiftungen mit 24 bis 48 Stunden andauernden Symptomen wie Erbrechen,
Diarrh6 und Magenkrampfen, die ca. drei bis funf Stunden nach Aufnahme der mit Toxinen

kontaminierten Lebensmittel auftreten (Kadariya et al., 2014).

S. aureus ist primar gegeniber B-Laktam-Antibiotika, Makroliden, Clindamycin, Fosfomycin,
Glykopeptiden, Rifampicin, Fusidinsaure und Linezolid sensibel. Vor allem im nosokomialen
Umfeld finden sich Gberwiegend Penicillinase-bildende Stamme, die zu einer Penicillinresis-
tenz filhren, mit Ausnahme der Isoxazolylpenicilline. Da sich dieser Resistenzmechanismus
durch Gabe eines B-Lactamase-Inhibitors wie Clavulansaure, Tazobactam oder Sulbactam
umgehen lasst, stellen Penicillinasen ein eher untergeordnetes Problem dar. Relevanter ist
der Resistenzmechanismus der Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) Stamme: Durch Bil-
dung des Typ 2a des Penicillin-bindenden Proteins (PBP2a) sind p-Laktam-Antibiotika wir-
kungslos, zu denen neben Penicillinen auch Cephalosporine und Carbapeneme zé&hlen. Im
Jahr 2019 waren im EWR 12,9 % aller getesteten S.-aureus-Isolate (n = 43.469) vom MRSA-
Typ. Bei MRSA-Stammen werden haufig weitere Resistenzen beschrieben (Rasigade et al.,
2014), sodass im Jahr 2019 die Methicillin-Fluorchinolon-Koresistenzen im EWR mit 9,6 %
haufiger waren als reine Methicillin-Resistenzen (2,7%). Wie auch bei anderen Erregern zeigt
sich auch bei S. aureus ein starkes Nord-Sud-Gefalle und zudem eine Divergenz zwischen
Mitteleuropa und West-/Ost-Europa (ECDC, 2020).
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1.3 Zielsetzung

Den bisher veroffentlichen Ergebnissen zur antibakteriellen Aktivitat von IL-26 kann aus mik-
robiologischer Sicht nur begrenzte Aussagekraft zugesprochen werden, da normbasierte
Effizienzkritierien, wie beispielsweise die Angaben minimaler bakterizider Konzentrationen
oder letaler Dosen bzw. Konzentrationen, nicht vorliegen. Daher sollte IL-26 in ausreichend
hoher Konzentration und bestmdéglicher Qualitat rekombinant hergestellt werden, damit fir die
Untersuchungen die vollstadndige Qualitdtskontrolle Uber alle Schritte gewahrleistet werden
kann. Ziel dieser Arbeit war es, die antimikrobielle Aktivitat von IL-26 auf verschiedene Gram-
positive und Gram-negative Bakterien unterschiedlicher Antibiotikasensibilitat, also auch mul-
tiresistenter Stamme, sowie Hefepilze unter klar definierten Kultur- und Umgebungsbedingun-

gen zu untersuchen und die Wirksamkeit zu quantifizieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tab. 1: Mikroorganismen und Zelllinie

Spezies/Zelllinie

ATCC/DSM

Anmerkung

Bakterienstamm zur IL-26-Produktion

E. coli XL1blue

PQE39AK155-P3C Klon2

Mikroorganismen zur Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitat von IL-26

. baumannii
. baumannii
. baumannii
. albicans

. faecalis

. faecalis

. faecium

. faecium
coli

. coli DH5a

. pneumoniae
. aeruginosa
. aureus

. aureus

O o AxMmMmMmMmMmMmMMmMMO » > >

ATCC 19606

ATCC 24433
ATCC 29212

ATCC 6057
DSM 17050
ATCC 11775

ATCC 4352
ATCC 27853
ATCC 6538
ATCC 33593

4MRGN-Patientenisolat 2014, OXA-23
4AMRGN-Patientenisolat 2018, OXA-23

VRE-Patientenisolat

VRE

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

MRSA

Eukaryonte Zelllinie
Colo-205

ATCC CCL-222

Humane Kolonkarzinom-Zelllinie

Tab. 2: Reagenzien und Materialien

Methode

Bezeichnung

Hersteller, Zusammensetzung

Bakterienkultur

Tryptic Soy Broth (TSB), 10 mM
NaCl

Muller Hinton E Agar (MHE)

Columbia-Agar mit Schafblut
(CoLsB)

Lysogeny Broth Agar (LB)

Lysogeny Broth Agar (LB)

Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, USA

bioMérieux, Marcy-I’EtoiIe Frankreich

Oxoid, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

10 g Pepton; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; 15 g Agar;
ad1ll;pH 7,0

medco Diagnostika GmbH, Ottobrunn, Deutsch-

land: 10 g Trypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; 15
gAgar;ad11;pH 7,0

Dialyse

Dialysepuffer

20 mM HEPES; 1 mM MgCI2; 20 mM KCI;

0,1 mM EDTA,; 200 ml 10 % Glycerin;

1 mM Glutathion oxidiert; 5 mM Glutathion redu-
ziert; ad 2 | H20; pH 8,0

Expressionsinduktion

Isopropyl-B-D-thiogalactopyra-
nosid (#16758)

Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA

Nickel-NTA-
Affinitdtschromatographie

Ni Sepharose 6 Fast Flow

Puffer A100

Puffer A10

Puffer B

GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire,
UK

6 M Guanidiniumchlorid; 0,1 M NaH2POg4; 0,01 M
Tris; 100 mM beta-Mercaptoethanol; ad 50 ml
H20; pH 8,0

6 M Guanidiniumchlorid; 0,1 M NaH2POg4; 0,01 M
Tris; 10 mM beta-Mercaptoethanol; ad 100 ml
H20; pH 8,0

8 M Harnstoff; 0,1 M NaH2PO4; 0,01 M Tris;

10 mM beta-Mercaptoethanol; ad 300 ml H20; pH
8,0
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Methode Bezeichnung Hersteller, Zusammensetzung
Nickel-NTA- Puffer C40 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH2PO4; 0,01 M Tris;
Affinitatschromatographie 10 mM B-Mercaptoethanol; 40 mM Imidazol; ad
(Fortsetzung) 240 ml H20; pH 6,3
Puffer C500 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH2PO4; 0,01 M Tris;
10 mM B-Mercaptoethanol; 500 mM Imidazol; ad
60 ml H20; pH 6,3
Puffer C600 8 M Harnstoff; 0,1 M NaH2PO4; 0,01 M Tris;

10 mM B-Mercaptoethanol; 600 mM Imidazol; ad
60 ml H20; pH 6,3

Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-
Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Laemmli-Probenpuffer (5x)
Benzonase® Endonuklease
Proteinlaufpuffer (10x)

Sammelgel-Lésung (5 %)

Trenngel-Lsung (10 %)

Trenngel-Ldsung (15 %)

PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder, 10 to 250 kDa
#26619

PageRuler™ Unstained Protein
Ladder #26614

Quick Start Bovine Serum Al-
bumin Standard #5000206

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarbeldsung

39,98 % H20; 50 % Glycerin; 5 % SDS;

5 % B-Mercaptoethanol; 0,02 % Bromphenolblau
Reinheitsgrad Il (>90%) fiir die Biotechnologie,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

288 g Glycin; 60,6 g Tris; 200 ml 10 % SDS; ad 2 |
H20

6,8 ml H20; 1,7 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacryla-
mid; 1,25 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8; 0,1 ml 10 %
SDS; 0,1 ml 10 % APS; 10 yl TEMED

7,9 ml H20; 6,7 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacryla-
mid; 5,0 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 0,2 ml 10 %
SDS; 0,2 ml 10 % APS; 8 ul TEMED

4,6 ml H20; 10 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacryla-
mid; 5,0 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 0,2 ml 10 %
SDS; 0,2 ml 10 % APS; 8 ul TEMED

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

1 g Coomassie Brilliant Blau R-250; 160 ml dH20;
40 ml Eisessig, 200 ml Methanol

500 ml Methanol; 400 ml dH20, 100 ml Eisessig

Westernblot

Blockierpuffer
Stripping-Puffer

TBS-T-Puffer
Transferpuffer (10x)

Immobilon-P: 0,45 pm
Polyvinylidenfluorid-Membran
SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate
Anti-Phospho-STAT3, phospho-
Tyr705 (#9131)
(Primarantikérper, Kaninchen)
Anti-STAT3 (#9132)
(Primarantikérper, Kaninchen)
Anti-Kaninchen 1gG, HRP-konju-
gierter Anti-korper (#7074)
(Sekundarantikorper, Ziege)
SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate

5 % Magermilchpulver, in TBS-T-Puffer

6 M Guanidiniumchlorid, 0,2 % Nonidet P-40;
0,1 M B-Mercaptoethanol; 20 mM Tris/HCI pH 7,8

600 ml 5 M NacCl; 100 ml Tris pH 7,5;
100 ml 10 % Tween 20; ad 20 | H2.0

116,3 g Tris; 45 g Glycin; 80 ml 10 % SDS; ad 2 |
H20

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium (DMEM)

Fetales Rinderserum

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland: DMEM
Flissigmedium ohne Na-Pyruvat mit 3,7 g/l
NaHCOs, mit 4,5 g/l D-Glukose, ohne L-Glutamin

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
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Methode Bezeichnung Hersteller, Zusammensetzung

Zellkultur (Fortsetzung) L-Glutamin Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
PBS Phosphate Buffered Saline Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
(Dulbecco)
PBS-L6sung ohne Ca?*, Mg?*
Penicillin-Streptomycin Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

(10x) Trypsin (1:250)/EDTA-L6- Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
sung (0,5 %/0,2 %)

Tab. 3: Software

Bezeichnung Hersteller

GraphPad PRISM Version 8 GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA
Image J Wayne Rasband, Bethesda, MD, USA
Microsoft Excel 2016 Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA
Microsoft Word 2016 Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA
IMAGE Reader LAS-3000 Fuijifilm, Tokio, Japan

Wolfram Alpha Web Wolfram Research, Inc., Champaign, IL, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Produktion rekombinanten Proteins

Der E. coli Stamm XL1blue pQE39AK155-P3C Klon2 (Hor et al., 2004; Knappe et al., 2000),
der humanes IL-26 produziert, wurde in Flissigkulturen mit Ampicillin (100 mg/ml) inkubiert.
Nach Erreichen einer optischen Dichte von 0,6 bei 600 nm erfolgte die Induktion der IL-26-
Proteinsynthese durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid. Nach 6 h wurde
die Kultur bei 4 °C fir 20 min mit 5.000 rpm (3.829 x g) zentrifugiert (Heraeus Multifuge 4KR,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Der Uberstand wurde verworfen und die
verbleibenden Bakterien bei -20 °C gelagert. Vor und nach Induktion wurden Proben entnom-
men, der Uberstand wurde nach Zentrifugation fiir 15 min bei 1.500 rpm (405 x g) (Centrifuge
5804 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) entfernt und das Sediment bei -20 °C einge-
froren (Knappe et al., 2000).

2.2.2  Nickel-Chelat-Affinitatschromatografie

Nach chemisch-mechanischem Zellaufschluss der in Puffer A100 resuspendierten Bakterien
erfolgte zunachst eine Zentrifugation fir 30 min mit 8.000 rpm (8.873 x g) bei 4 °C (Heraeus
Multifuge 4KR). Der Uberstand wurde zum Entfernen von Bakterienfragmenten sterilfiltriert.
Zur Isolierung des rekombinanten IL-26 mit Histidin-Fusionsanteil wurde eine Nickel-NTA-
Affinitatschromatographie durchgefuhrt. Je 3 ml des Saulenmaterials (Ni Sepharose 6 Fast
Flow) wurden dreimal mit 6 ml destillierten Wasser gewaschen und somit das enthaltene Etha-
nol entfernt. AnschlieRend erfolgte die Aquilibrierung mit 6 ml Puffer A10. Zwischen den
Wasch- und Aquilibrierschritten wurde das Material fiir 5 min mit 1.200 rpm (301 x g) bei 4 °C
abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0R, Thermo Fisher Scientific Inc.) und anschliel3end der

Uberstand entfernt.
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Das sterilfiltrierte Bakterienlysat (15 ml) wurde der Sepharose hinzugegeben und die entstan-
dene Suspension auf 25 ml mit Puffer A10 aufgefullt und tiber Nacht im Uber-Kopf-Schiittler
bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die ungebundenen Proteine mittels Puffer A10
und Puffer B vom Saulenmaterial gewaschen. AnschlieBend wurde das gebundene IL-26 mit
steigenden Imidazol-Konzentrationen (40 mM, 500 mM, 600 mM) von der Sepharose eluiert
und die Fraktionen bei 4 °C gekuhlt. Nach Abschluss der Elution wurden die Fraktionen durch
Natrium-Dodecylsulfat-(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) qualitativ auf ihren
Gehalt an IL-26 untersucht. Dazu wurden jeweils 50 pl des Eluats mit 50 pl eines zweifachen
Laemmli-Probenpuffers 10 min bei 95 °C denaturiert und durch SDS-PAGE (Sammelgelkon-
zentration 5 %, Trenngelkonzentration 15 %) aufgetrennt und mittels Coomassie-Farbung ana-
lysiert. Waren Banden im Bereich von 19 kDa zu erkennen, galt die Fraktion als IL-26-haltig.

2.2.3 Dialyse

Die Elutionsfraktionen, die im Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamid-Gel eine Bande im
Bereich von 19 kDa zeigten, wurden zum Austausch des Puffers flir 48 h einer Dialyse unter-
zogen. Hierzu wurden unter standigem Rihren durch einen Magnetrthrer je 10 ml der Fraktion
in einem Dialyseschlauch (Porengréf3e 2,5 nm, Cut-off 12 - 16 kDa, Biomol GmbH, Hamburg,
Deutschland) in einem Liter des Dialysepuffers bei 4 °C dialysiert. Nach 24 h erfolgte die Er-
neuerung des Dialysepuffers. Bei der Dialyse ausgefallenes Protein wurde bei 4 °C mit 1.500
rpm (470 x g) zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0R) und der IL-26 haltige Uberstand bei 4 °C

aufbewabhrt.

2.2.4 Densitometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der IL-26 Konzentration in den einzelnen Fraktionen wurden mit Laemmli-
Probenpuffer versetztes bovines Serumalbumin (BSA) in den Konzentrationen 200 pug/ml, 100
pg/ml, 50 pg/ml und 25 pg/ml und ebenfalls mit Probenpuffer versetzte Dialysatproben (im
Verhaltnis 20 % Puffer, 80 % Probe) auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel (Sammelgelkonzentration
5 %, Trenngelkonzentration 15 %) aufgetragen. Nach Elektrophorese, Coomassiefarbung und
Entfarbung wurden die Gele mit einer charge-coupled device (CCD) Kamera (LAS-3000,
Fujifilm, Tokio, Japan) fotografiert und digital gespeichert. Anschlie3end erfolgte die densito-
metrische Konzentrationsbestimmung der Dialysate im Vergleich zu den BSA-Proteinstan-
dards mit Hilfe der Software Image J (Wayne Rasband, Bethesda, MD, USA).

2.25 Zellkultur und Immunblot

Zur Uberprifung der Wirkung des hergestellten humanen IL-26 auf IL-26-Rezeptor-exprimie-
rende Zielzellen wurde die humane Kolonkarzinomzelllinie Colo-205 kultiviert. In 6-Well-Plat-

ten ausgesate Colo-205 Zellen wurden nach Entfernung des Kulturmediums fur 45 min einer
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IL-26 Konzentration von 5 pg/ml bei 37 °C ausgesetzt. Hierbei wurde ein Well pro IL-26 Frak-
tion verwendet. Eine Negativkontrolle (Kulturmedium) wurde mitgefuhrt. Nach Inkubation er-
folgte die Zelllyse mittels 400 ul zweifachen Laemmli-Probenpuffers und 2 ul Benzonase pro
Well. Die Zelllysate wurden bei 95 °C fir 10 min hitzedenaturiert und auf ein SDS-Polyac-

rylamidgel (Sammelgel-Konzentration: 5 %, Trenngel-Konzentration: 10 %) aufgetragen.

Die Proteine wurden durch das sogenannte halbtrockene (semidry) Westernblot-Verfahren auf
eine Polyvinylidenfluorid-Membran bei 20 V fiir 30 min Gbertragen. Anschlie3end erfolgte die
Inkubation in Blockierpuffer fir mindestens 1 h. Nach Waschen der Membran mit TBS-T-Puffer
fir 10 min erfolgte die Zugabe der Primarantikdrper. Nach 1 h Exposition bei Raumtemperatur
wurde die Polyvinylidenfluorid-Membran dreimalig Uber insgesamt 30 min mit TBS-T-Puffer
gespult und anschlieBend mit dem Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligen Spulen mit TBS-T-Puffer wurde die
Membran mit Chemolumineszenz-Reagenz beschichtet und die Chemolumineszenz mit einer
charge-coupled device (CCD) Kamera (LAS-3000) detektiert. Zur Entfernung gebundener An-
tikbrper wurde die Polyvinylidenfluorid-Membran mit einem Guanidiumchlorid-haltigen Wasch-

puffer behandelt und bis zur nachsten Antikérperinkubation bei 4 °C in Blockierpuffer gelagert.

2.2.6 Mikrobielle Kulturen

Die fur die antimikrobiellen Aktivitatstestungen verwendeten Bakterien und C. albicans wurden
zunéchst Uber Nacht bei 37 °C auf Columbia-Schafblutagar angeziichtet. Hiervon wurden finf
bis zehn Einzelkolonien in 10 ml tryptic soy broth (TSB) Flussigmedium mit 110 mM NacCl
Uberfiihrt. Nach Inkubation fir 20 h bei 37 °C wurden 50 ul der Flussigkultur in eine neue
10 ml FlUssigkultur (TSB mit 110 mM NacCl) tberfihrt und fir 2,5 bis 3 h bei 37 °C inkubiert,

um die logarithmische Phase des mikrobiellen Wachstums zu erreichen.

2.2.7  Testung der antimikrobiellen Aktivitat

Nach Inkubation fur 2,5 bis 3 h erfolgte zur Abschatzung der Bakterienkonzentration in der
Flassigkultur die Messung der optischen Dichte bei 600 nm mit anschlielender Verdinnung
mit einer 10 mM NaCl-Lésung auf ca. 1 x 10° bis 1 x 10° koloniebildende Einheiten pro ml. In
einer unbeschichteten Mikrotiterplatte wurden 100 pl dieser Bakteriensuspension 100 pl einer
IL-26-Ldsung zugesetzt. Hierzu wurden die Dialysate mit Dialysepuffer auf gewiinschte 1L-26
Konzentration verdinnt. Die Versuche wurden in parallelen Ansatzen mit Lésungen zu
100 pg/ml, 30 pg/ml, 10 pg/ml, 3 pg/ml und 1 pg/ml durchgefihrt, entsprechend Konzentratio-
nen von 50 pg/ml, 15 pg/ml, 5 pg/ml, 1,5 pg/ml und 0,5 pg/ml in den Mikrotiterplatten. Als
Negativkontrolle wurde immer ein Ansatz mit Dialysepuffer mitgefiihrt. Bei der Untersuchung
bestimmter Spezies (u.a. A. baumannii und C. albicans) wurde der Stamm E. faecium ATCC
6057 als Positivkontrolle mitgefuihrt, der in Vorexperimenten als IL-26-sensibel eingeordnet

worden watr.
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Sofort nach Zugabe der IL-26-Ldsung, dann nach 1, 2, 3 und 4 h wurden je 20 pl pro Ansatz
entnommen, in 0,85 % NaCl-Lésung verdinnt und dann davon je 100 ul auf zwei LB-Agarplat-
ten ausgestrichen. In einigen Fallen wurde auf Grund der starken Wirkung des IL-26 insbe-
sondere beim Einsatz hoher Konzentrationen auf eine weitere Verdinnung verzichtet und je
20 pul direkt auf LB-Agarplatten ausgestrichen. Die Agarplatten wurden Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert und die Kolonien am folgenden Tag mit Hilfe eines Koloniezahlstifts (Colony Counter,
Bio Plastics Inc., Japan) gezahlt. Die Berechnung der Zahl der koloniebildenden Einheiten pro
Milliliter erfolgte nach Mittelwertbildung aus den Zahlergebnissen der zwei Agarplatten unter
Berucksichtigung der Verdunnungsstufen. Insgesamt erfolgten im Rahmen dieser Arbeit ca.
15.000 handische Ausstriche auf LB-Agarplatten fur 66 voneinander unabh&angige Experi-

mente.

2.3 Statistische Auswertung

Die statische Auswertung erfolgte mit den Programmen Microsoft Excel 2016, GraphPad
PRISM 8 und dem Webservice Wolfram Alpha. Zur Signifikanzbestimmung wurde der p-Wert
mit dem ungepaarten Zweistichproben-t-Test ermittelt. Die Bestimmung der minimalen bakte-
riziden oder fungiziden Konzentrationen fur die 90-prozentige Bakterizidie oder Fungizidie
(MBKgo oder MFKgo) bzw. der letalen Dosis/Konzentration, bei der 90 % der untersuchten Kul-
tur abgetdtet wurden (LDgo/LCq0), erfolgte durch lineare Regression. Werte tber 50 pg/ml wur-
den hierbei extrapoliert. In dieser Arbeit werden die Daten nur in der Form der MBKgo/MFKgo
angegeben, auch wenn im Kontext antimikrobieller Peptide (AMP) haufig auch die Angabe
einer LDgo oder LCq statt einer MBKgo/MFKgg erfolgt, da aus mikrobiologischer Sicht die Be-
zeichnung MBK/MFK préaziser ist.

Ergebnisse mit p-Werten < 0,05 wurden als signifikant gewertet. Sind die p-Werte in Abbildun-
gen dieser Arbeit nicht als Zahlen angegeben, so sind sie nach folgendem Schema gekenn-
zeichnet: *: p £0,05; **: p =0,01; ***: p < 0,001 und ****: p < 0,0001.
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3 Ergebnisse
3.1 Hochkonzentriertes, rekombinantes IL-26

IL-26 wurde in E. coli nach Induktion mit Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid exprimiert und
durch Nickel-Chelat-Affinitatschromatographie gereinigt. Nach anschlieRender Dialyse wurden
die Konzentrationen der IL-26-Fraktionen nach SDS-PAGE und Coomassie-Farbung im Ver-
gleich zu einem Proteinstandard (Bovines Serumalbumin, BSA) densitometrisch ermittelt (Abb.

2, Abb. 3).
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Abb. 2: SDS-PAGE-Gel fiir die Konzentrationsanalyse mit bovinem Serumalbumin (BSA) in standardisierten Kon-
zentrationen und Dialysaten der IL-26-Fraktionen 1 und 2. PageRuler (Proteinstandard), DIA, Dialysat.

S S S o

- g 2 & 2 = © &%«

==s===395 £ E£E£  _-5==3= 3 £ T ELE

2
\_E-E-E'E-E-glg.\—\—\—mmmm h%%\;g%g%x—\—wwwx—m
s 2229992985899 999 99 2 3 3 3 3 3600888989888
S 0 © ¥+ N - o0 o0 338388388388 S © ©IT A+~ o0 3833383338328
m---—~---—IOIDIDIOIOIDIO mo-o-o-o-o-o-o-lomtnlntntnm
r © 0 oo oo o I NNNNK~ o) W O W W ©
5 < < < < < < < 5L L L L L LL o g << <
SH B BB opp < <L LLL R R R R R EEE -
[kDa] o 0 ®d M M M O 0000 0O0 [a <o Jya B <o Yo o R B o« B« o QR RN Ry R s R
200

50 -

20 -

Abb. 3: SDS-PAGE-Gel fiir die Konzentrationsanalyse mit bovinem Serumalbumin (BSA) in standardisierten Kon-
zentrationen und Dialysaten der IL-26-Fraktionen 7 und 8. PageRuler (Proteinstandard), DIA, Dialysat.
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Tab. 4: Ergebnisse der densitometrischen Konzentrationsbestimmung fir die dialysierten IL-26-Fraktionen 1, 2, 7
und 8. Bei den mit Auslassungsstrich versehenen Fraktionen konnte keine Konzentration ermittelt werden.

Fraktion pg/ml
16001 36,60
16002 18,26
16003 12,99
26001 27,98
26002 10,69
26003 -
75001 762,24
7500 2 415,11
7500 3 -
85001 559,68
8500 2 304,80
8500 3 140,56

3.2 Biologische Aktivitat des hergestellten, rekombinanten IL-26

Zur Uberprifung der Aktivitat des rekombinant hergestellten IL-26 auf IL-26R-positive Epithel-
zellen wurde, wie unter 2.2.5 beschrieben, die STAT3-Phosphorylierung nach Inkubation von
Colo-205-Zellen mit IL-26 Uber 45 min getestet. Zeigten sich im Westernblot Banden bei 92
kDa (pSTAT3) wurde die untersuchte IL-26-Fraktion als biologisch aktiv eingestuft. Positiv-

und Negativkontrollen wurden stets mitgefiihrt (Abb. 4).
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Abb. 4: Beispielhafte Ergebnisse der Westernblot-Analyse verschiedener IL-26-Dialysate, einer Positivkontrolle
und einer Negativkontrolle. IL-26 2/3: Positivkontrolle; ohne IL-26: Negativkontrolle.
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3.3 Antimikrobielle Aktivitat auf Gram-positive Bakterien

IL-26 wurde in Flussigkultur auf seine bakterizide Aktivitat auf drei Gram-positive Bakterien-
spezies und multiresistente Varianten getestet.

3.3.1 Enterococcus faecalis

Bei Inkubation von E. faecalis ATCC 29212 mit einer hohen Konzentration (50 pg/ml) von IL-
26 zeigte sich eine sofortige, hochsignifikante (p < 0,0001) Reduktion der Zahl der koloniebil-
denden Einheiten um den Faktor 61, entsprechend einer Reduktion um 98,4 % (Abb. 5).
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Abb. 5: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Giberlebenden Bakterien fir E. fae-
calis ATCC 29212 direkt nach Zugabe von IL-26 (0 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Nach einstiindiger Inkubation waren bereits signifikante Effekte ab Konzentrationen von 5
pg/ml IL-26 nachweisbar: Reduktion um 24,5 % bei 5 pg/ml, Reduktion um 87,1 % bei 15 pg/ml
und komplette Abtdtung aller Bakterien bei 50 pug/ml (Abb. 6).
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Abb. 6: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Giberlebenden Bakterien fir E. fae-
calis ATCC 29212 eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (1 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Nach zweistlindiger Inkubation war die Keimzahlreduktion bei 5 pg/ml nicht mehr signifikant,
aber die Reduktion bei 15 pg/ml um das 40-fache mit 97,3 % ausgepragter als bei einstindiger

Inkubation. Weiterhin war bei 50 pg/ml eine Reduktion um 100 % festzustellen (Abb. 7).
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Abb. 7: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der tiberlebenden Bakterien fiir E. fae-
calis ATCC 29212 zwei Stunden nach Zugabe von IL-26 (2 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Ahnliches gilt fir die Inkubation tber drei und vier Stunden. Fortwéahrend zeigten sich signifi-
kante Reduktionen um eine Zehnerpotenz bei 15 pg/ml (92,3 % bei 3 h bzw. 96,1 % bei 4 h)
und um den Faktor 6000 bzw. 2500 bei 50 pg/ml, entsprechend einer Reduktion um 100 %
(Abb. 8).
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Abb. 8: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der tiberlebenden Bakterien fiir E. fae-
calis ATCC 29212 drei bzw. vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (3 h, 4 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabwei-
chung).
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Abb. 9: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit fur verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fir E. faecalis ATCC 29212 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsana-
lyse folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 5).

Tab. 5: MBKgo Werte fir E. faecalis ATCC 29212 in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
E. faecalis 0 1 2 3 4 h
ATCC 29212 45,58 14,16 14,23 14,40 14,51 pg/mi
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3.3.2 Vancomycin-resistentes Patientenisolat von Enterococcus faecalis

Bei der Untersuchung eines aus einer Patientenprobe gewonnenen Vancomycin-resistenten
E. faecalis wurde direkt zu Beginn eine signifikante Reduktion der Keimzahl um das Fuinffache
bei Konzentrationen von 50 pg/ml IL-26 festgestellt (Abb. 10). Nach einstindiger Inkubation
zeigte sich schwach bis hochsignifikante Reduktionen der Keimzahlen ab 0,5 pg/ml, wobei die
am starksten ausgepragten Ergebnisse bei 15 pg/ml (Reduktion um 72,5 %) und 50 pg/ml
(Reduktion um 99,6 %) zu finden waren (Abb. 10).
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Abb. 10: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der tGiberlebenden Bakterien fir einen
Vancomycin-resistenten E. faecalis direkt und eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (0 h, 1 h, n = 3, Mittelwerte mit
Standardabweichung).

Bei der weitergehenden Inkubation tber zwei und drei Stunden (Abb. 11) blieben nur die Wir-
kungen bei 15 pg/ml und 50 pg/ml signifikant. Messbar waren Reduktionen um 68 % und
99,85 % (2 h) bzw. 70,3 % und 99,94 % (3 h). Nach vier Stunden (Abb. 11) war nur noch die
Reduktion bei der héchsten IL-26-Konzentration signifikant (Reduktion um 99,95 %).
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Abb. 11: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der tGiberlebenden Bakterien fir einen
Vancomycin-resistenten E. faecalis 2, 3 und 4 h nach Zugabe von IL-26 (2 h, 3 h, 4 h, n = 3, Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung).
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Abb. 12: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit firr verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fir das Vancomycin-resistente Patientenisolat eines E. faecalis (n = 3, Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung).

Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse
folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 6).

Tab. 6: MBKoo Werte fur E. faecalis (VRE) in ug/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
E. faecalis (VRE) 0 1 2 3 4 h
57,48 40,04 41,59 40,67 42,38 pg/ml
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3.3.3 Enterococcus faecium

Auch bei E. faecium ATCC 6057 war eine sofortige signifikante Keimzahlreduktion um 70,6 %
(Faktor 3) bei 15 pg/ml 1L-26 und um 99,5 % bei 50 ug/ml nachweisbar, gleichbedeutend einer
Abnahme der Zahl koloniebildender Einheiten um das 200-fache (Abb. 13).
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Abb. 13: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir E.
faecium ATCC 6057 direkt nach Zugabe von IL-26 (0 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Nach einstindiger Inkubation erfolgte eine Reduktion der Keimzahl um das Funffache
(81,3 %) bei 5 pg/ml IL-26, um 99,96 % bei 15 pg/ml und eine komplette Abtétung aller Bak-
terien bei 50 pg/ml (Abb. 14).
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Abb. 14: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir E.
faecium ATCC 6057 1 h nach Zugabe von IL-26 (1 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Wurde die Inkubation fur eine weitere Stunde durchgefihrt, zeigten sich analog zu den Ergeb-
nissen bei E. faecalis nur noch signifikante Reduktionen bei 15 und 50 pg/ml. Diese waren

aber gleichbleibend hoch, entsprechend einer kompletten Eradikation (Abb. 15).
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Abb. 15: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der tiberlebenden fiir E. faecium ATCC
6057 zwei Stunden nach Zugabe von IL-26 (2 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Gleiches galt fur Inkubationen Uber vier Stunden. Bei drei Stunden zeigte sich bei 15 pg/ml nur

eine Reduktion um Faktor 5000, entsprechend einer Abnahme um 99,98 %, bei 50 pg/ml war

weiterhin eine komplette Abtdtung festzustellen (Abb. 16).
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Abb. 16: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der (berlebenden Bakterien fiir E.
faecium ATCC 6057 drei und vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (3 h, 4 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabwei-

chung).
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Abb. 17: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit firr verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fir E. faecium ATCC 6057 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse

folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 7).

Tab. 7: MBKgo Werte flr E. faecium ATCC 6057 in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
E. faecium 0 1 2 3 4 h
ATCC 6057 64,75 11,72 13,58 13,79 13,41 pg/ml

29



3.3.4 Vancomycin-resistenter Stamm von Enterococcus faecium

Nach erfolgreichem Nachweis der Sensibilitat von E. faecium gegentiber IL-26 wurde der Van-
comycin-resistente Stamm DSM 17050 auf IL-26-Sensibilitat gepruft.

Direkt nach Zugabe von 50 pg/ml IL-26 wurde eine hochsignifikante Reduktion der Koloniezahl
um das 120-fache (99,1 %) erreicht. Auch bei einer IL-26 Konzentration von 15 pg/ml zeigte
sich eine signifikante Reduktion, die allerdings mit 52,37 % schwacher ausfiel (Abb. 18). Diese
Konzentration von 50 pg/ml fihrte nach einstindiger Inkubation zu einer kompletten Eradika-
tion aller Bakterien in der Kultur. Ferner war eine Reduktion um das 1000-fache schon bei 15
pg/ml IL-26 zu beobachten (Abb. 18).
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Abb. 18: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uiberlebenden Bakterien fur Van-
comycin-resistenten E. faecium DSM 17050 direkt und nach einer Stunde nach Zugabe von IL-26 (O h, 1 h,n =3,
Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Bei Inkubation Uber zwei Stunden war nach wie vor eine komplette Abtétung aller Bakterien
bei 50 pg/ml und eine Keimzahlreduktion um 99,8 % bei 15 pg/ml IL-26 zu ermitteln (Abb. 19).
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Abb. 19: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fiir Van-
comycin-resistenten E. faecium DSM 17050 zwei Stunden nach Zugabe von IL-26 (2 h, n = 3, Mittelwerte mit
Standardabweichung).

Wurden die Vancomycin-resistenten E.-faecium-Kulturen dber drei Stunden mit IL-26 inku-
biert, zeigte sich bereits bei 5 pg/ml eine signifikante Reduktion von 40,6 %, die bei 15 pg/ml
99,7 % betrug, entsprechend einer Reduktion um das 300-fache. Weiterhin war eine komplette
Eradikation bei 50 pug/ml festzustellen (Abb. 20).
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Abb. 20: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fiir Van-
comycin-resistenten E. faecium DSM 17050 drei Stunden nach Zugabe von IL-26 (3 h, n = 3, Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung).
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Bei vierstindiger Inkubation war eine nicht signifikante Reduktion bei 5 pg/ml, dafir aber eine
hochsignifikante Reduktion um das 500-fache bei 15 pg/ml (99,9 %) und weiterhin kein Nach-
weis lebender Bakterien bei 50 pg/ml (100 %) zu registrieren (Abb. 21).
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Abb. 21: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fiir Van-
comycin-resistenten E. faecium DSM 17050 vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (4 h, n = 3, Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung).
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Abb. 22: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit fir verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fur Vancomycin-resistenten E. faecium DSM 17050 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabwei-
chung).

Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse
folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 8).

Tab. 8: MBKgo Werte flir den Vancomycin-resistenten Stamm von E. faecium DSM 17050 in pg/ml I1L-26.

Spezies MBKgo Einheit
E. faecium (VRE) 0 1 2 3 4 h
DSM 17050 42,84 12,94 14,02 12,75 13,02 pg/ml
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3.3.5 Staphylococcus aureus

Bei Untersuchungen mit S. aureus ATCC 6538 konnte zwar eine sofortige Reduktion der Zahl
der koloniebildenden Einheiten von 23,2 % bei 50 ug/ml festgestellt werden; diese erwies sich
allerdings als statistisch nicht signifikant (p = 0,37; Abb. 23).
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Abb. 23: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der tiberlebenden Bakterien S. aureus
ATCC 6538 direkt nach Zugabe von IL-26 (0 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Proben, die nach einer Stunde entnommen wurden, zeigten dann aber bei Zugabe von
50 pg/ml IL-26 eine hochsignifikante Reduktion um den Faktor 21, also um 94,6 % (Abb. 24).
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Abb. 24: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fur S.
aureus ATCC 6538 eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (1 h, n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Dieser Effekt konnte bei zweistiindiger Inkubation weiterhin beobachtet werden, erneut mit
einer 21-fachen Reduktion (95,6 %). Ferner liel3 sich eine signifikante Reduktion um das 1,5-
fache (36,2 %) bei einer Konzentration bei 15 pg/ml feststellen (Abb. 25). Nach Inkubation
Uiber drei Stunden waren signifikante Reduktionen um den Faktor 1,3 von 20,8 % bei 15 pg/ml

und um das 40-fache, also um 98 %, bei 50 pg/ml nachweisbar (Abb. 25).
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Abb. 25: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der uUberlebenden Bakterien fur S.
aureus ATCC 6538 zwei und drei Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Bei vierstindiger Inkubation war nur noch bei einer Konzentration von 50 pg/ml ein signifikan-
tes Ergebnis mit Reduktion um 93,4 % zu ermitteln (Abb. 26).
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Abb. 26: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir S.
aureus ATCC 6538 vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 27: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit fur verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fir S. aureus ATCC 6538 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse

folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 9).

Tab. 9: MBKgo-Werte fur S. aureus ATCC 6538 in pug/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
S. aureus 0 1 2 3 4 h
ATCC 6538 136,00 47,31 46,19 47,15 48,54 pg/ml
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3.3.6  Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus

Nachdem fir ein Wildtyp-Isolat von S. aureus die Empfindlichkeit gegenliber IL-26 ermittelt
war, wurde der MRSA-Stamm ATCC 33593 getestet. Hierbei konnte fiir Konzentrationen ab
15 pg/ml eine signifikante sofortige Reduktion um 90,1 %, also um das Achtfache bei 15 pg/ml,
bzw. um 99,3 %, also um den Faktor 117 bei 50 ug/ml ermittelt werden (Abb. 28).
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Abb. 28: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der tberlebenden Bakterien fir den
MRSA-Stamm ATCC 33593 direkt nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Bei einstiindiger Inkubation zeigte sich eine signifikante Reduktion bereits ab Konzentrationen
von 1,5 pg/ml mit den Faktoren 1,5 bzw. 53,3 %. Fur 5 pg/ml lag eine Reduktion um das
Vierfache, entsprechend 81,4 % vor. Wurde eine Konzentration von 15 pg/ml IL-26 eingesetzt,
war eine Keimzahlreduktion um das 852-fache, gleichbedeutend einer Reduktion um 99,8 %

feststellbar. Eine komplette Eradikation konnte bei 50 pg/ml nachgewiesen werden (Abb. 29).
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Abb. 29: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der tUberlebenden Bakterien fur den
MRSA-Stamm ATCC 33593 eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Nach zweistiindiger Inkubation war eine 3,5-fache Reduktion (81,3 %) bei 5 pg/ml und eine
Reduktion um das 550-fache (99,9 %) bei 15 pug/ml nachweisbar. Bei 50 ug/ml konnte weiter-
hin eine komplette Abt6tung der Bakterien in Kultur nachgewiesen werden (Abb. 30).
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Abb. 30: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der tberlebenden fir den MRSA-
Stamm ATCC 33593 zwei Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Nach dreistiindiger Inkubation zeigten sich Keimzahlreduktionen ab 0,5 pg/ml, wobei nur die-
jenigen bei 0,5 pg/ml (33,5 %, Faktor 1,7), 5 pg/ml (83,9 %, Faktor 3,6), 15 pg/ml (99,8 %,

Faktor 651) und 50 pg/ml (100 %, weiterhin komplette Abtotung) statistisch als signifikant be-
trachtet werden kénnen (Abb. 31).
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Abb. 31: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fiir den
MRSA-Stamm ATCC 33593 drei Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Die Ergebnisse fur eine vierstindige Inkubation mit IL-26 lieRen signifikante Reduktionen bei

Konzentrationen von 5 pg/ml um 63,6 % und bei 15 pg/ml um das 262-fache (98,6 %) erken-

nen. Bei 50 pg/ml konnten weiterhin keine lebenden Bakterien mehr nachgewiesen werden

(Abb. 32).
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Abb. 32: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Giberlebenden Bakterien fir den
MRSA-Stamm ATCC 33593 vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 33: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit fir verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fiir den MRSA-Stamm ATCC 33593 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse

folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 10).

Tab. 10: MBKoo Werte fir den MRSA-Stamm ATCC 33593 in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
S. aureus (MRSA) 0 1 2 3 4 h
ATCC 33593 38,48 11,51 11,87 11,42 36,20 ug/ml
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In dieser Arbeit konnte somit erstmalig gezeigt werden, dass IL-26 auf unterschiedliche Spe-
zies und Stdmme Gram-positiver Bakterien hoch effizient wirkt. Diese Bakterizidie bleibt un-
abhangig von Antibiotikaresistenzen, da multiresistente Stamme von S. aureus, E. faecalis
und E. faecium fir IL-26 @hnlich empfindlich und zum Teil sogar empfindlicher waren als nor-

mal sensible Stamme der gleichen Spezies.
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3.4 Antimikrobielle Aktivitat auf Gram-negative Bakterien
Insgesamt wurden sieben Gram-negative Spezies auf Empfindlichkeit gegenlber IL-26 unter-
sucht. Hierbei konnten nur Stamme der Spezies A. baumannii als hochsignifikant sensitiv er-

mittelt werden.

3.4.1 Acinetobacter baumannii
Bei der Untersuchung von A. baumannii ATCC 19606 konnte zwar eine initiale Reduktion der

Keimzahl um 17 % beobachtet werden, diese erwies sich jedoch nicht als signifikant (p = 0,64;

Abb. 34).
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Abb. 34: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir A.
baumannii ATCC 19606 direkt nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Erst nach einer Stunde Inkubation zeigte sich eine signifikante Keimzahlreduktion um das 670-
fache (99,8 %) bei einer Konzentration von 50 pg/ml (Abb. 35), die auch bei weiterer Inkubation
stabil blieb (um Faktor 167 (99,5 %) nach zwei, um Faktor 405 (99,9 %) nach drei und um
Faktor 185 (99,7 %) nach vier Stunden (Abb. 36). Fir 15 pg/ml zeigte sich nach vier Stunden

ebenfalls eine Reduktion um 50 %, die jedoch nicht ausreichend signifikant war (Abb. 36).
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Abb. 35: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Giberlebenden fiir A. baumannii
ATCC 19606 eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 36: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien flr A.
baumannii ATCC 19606 zwei, drei bzw. vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardab-
weichung).
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Abb. 37: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit firr verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fir A. baumannii ATCC 19606 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse

folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 11).

Tab. 11: MBKgo Werte fur A. baumannii ATCC 19606 in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
A. baumannii 0 1 2 3 4 h
ATCC 11775 149,40 46,12 48,42 46,21 43,36 pg/ml
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3.4.2 Multiresistentes Acinetobacter-baumannii-Isolat von 2014

Nachdem fiir den Typstamm von A. baumannii eine IL-26-Empfindlichkeit nachgewiesen wer-
den konnte, wurde die gleiche Untersuchung mit einem multiresistenten 4AMRGN-A.-bauman-
nii-Stamm (resistent gegen: Imipenem, Meropenem, Ciprofloxacin, Amikacin, Gentamicin,
Tobramycin, Cotrimoxazol; sensitiv auf: Colistin) durchgefuhrt, der 2014 bei einem lokalen,
nosokomialen Ausbruch am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, isoliert

werden konnte.

Ein signifikant messbarer Effekt, eine Reduktion der Keimzahl um 99,4 %, konnte hierbei wie

auch bei Antibiotika-sensitiven Stamm erst nach einstiindiger Inkubation und nur bei hohen IL-

26 Konzentrationen (50 pg/ml) nachgewiesen werden (Abb. 38).
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Abb. 38: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der tUberlebenden Bakterien fur das
2014 gewonnen Patientenisolat eines 4AMRGN A. baumannii direkt und eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (n = 3,
Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Dieses Ergebnis konnte auch im weiteren Inkubationsverlauf gezeigt werden. So ergaben die

Messungen fir IL-26 Konzentrationen von 50 pg/ml nach zwei Stunden eine Reduktion um
99,3 % und nach drei und vier Stunden von 99,7 % (Abb. 39). Eine vollstandige Eradikation
wurde allerdings wie auch beim Antibiotika-sensiblen Stamm nicht erreicht (Abb. 39).
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Abb. 39: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fur das
2014 gewonnen Patientenisolat eines 4AMRGN A. baumannii zwei, drei und vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n
= 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 40: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit fir verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fur das 2014 gewonnen Patientenisolat eines 4MRGN A. baumannii (n = 3, Mittelwerte mit
Standardabweichung).

Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse
folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab.12).

Tab. 12: MBKoo Werte fur das 2014 gewonnene 4MRGN-A. baumannii-Patientenisolat in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
A. baumannii (4AMRGN) 0 1 2 3 4 h
Patientenisolat 2014 832,1 47,15 47,90 48,18 49,97 pg/ml
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3.4.3 Multiresistentes Acinetobacter-baumannii-Isolat von 2018

Ein multiresistentes 4AMRGN-A.-baumannii-Isolat eines Patienten mit vorherigem Klinikaufent-
halt in einer Hochpréavalenzregion aus dem Jahr 2018 wurde ebenfalls auf Empfindlichkeit ge-
genuber IL-26 gepriift. Bereits direkt nach Zugabe des IL-26 zeigte sich eine signifikante Re-
duktion um 31,7 % bei 50 ug/ml (p = 0,0015), weitere allerdings nichtsignifikante Reduktionen
waren bei 0,5 pg/ml, 5 pg/ml und 15 pg/ml (p = 0,3; 0,11; 0,13) nachweisbar. Nach einer
Stunde lag bei 50 pg/ml eine hochsignifikante Keimzahl-Reduktion um 98,7 % und nach zwei
Stunden um 99,4 % vor (Abb. 41).
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Abb. 41: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir das
2018 gewonnen Patientenisolat eines A. baumannii direkt und ein und zwei nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittel-
werte mit Standardabweichung).

46



Nach drei- und vierstiindiger Inkubation war der Effekt bei hochster getesteter Konzentration
(50 pg/ml) weiterhin als Reduktion um 99,8 % (3 h) bzw. 99,6 (4 h) feststellbar (Abb. 42).
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Abb. 42: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der iberlebenden Bakterien flir das
2018 gewonnen Patientenisolat eines 4AMRGN A. baumannii drei und vier nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte
mit Standardabweichung).
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Abb. 43: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit fir verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fiir das 2018 gewonnen Patientenisolat eines 4MRGN A. baumannii (n = 3, Mittelwerte mit
Standardabweichung).
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Zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Aktivitat wurden durch Regressionsanalyse
folgende MBKgo Werte ermittelt (Tab. 13).

Tab. 13: MBKoo Werte fiir das 2018 gewonnene 4MRGN-A.-baumannii-Patientenisolat in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
A. baumannii (4MRGN) 0 1 2 3 4 h
Patientenisolat 2018 142,3 47,46 47,96 46,02 48,32 pg/ml
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3.4.4

Escherichia coli

Fur E. coli ATCC 11775 konnten keine signifikanten Keimzahlreduktionen beobachtet werden,

deren mikrobiologische Erklarung tber Artefakte hinausgehen wirde. Die (schwach) signifi-

kante Reduktion (p = 0,016) bei 0,5 pg/ml IL-26 direkt nach Zugabe entspricht einer absoluten

Abnahme um das 1,3-fache von 1 x 10° auf 7,7 x 105, ist also mikrobiologisch wohl nicht von

Bedeutung. Ahnliches gilt fir die schwach signifikante Reduktion nach zwei Stunden

(6,4 x 10" auf 4,1 x 107; p = 0,016; Abb. 44).
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Abb. 44: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fiir E. coli
ATCC 11775 direkt nach bzw. eine und zwei Stunden nach Zugabe von IL-26. (n = 3, Mittelwerte mit Standardab-

weichung).

49



Die Reduktionen zum Zeitpunkt drei Stunden nach Zugabe des IL-26 bei 1,5 pg/ml und 5 pg/ml
entsprechen vergleichsweise wenig aussagekraftigen Reduktionen um Faktor 1,7 (1,5 x 108
auf 1,3 x 108 p = 0,047) bei 3 pg/ml und um Faktor 2 (1,5 x 108 auf 7,3 x 107; p = 0,006; Abb.
45). Die Tatsache, dass sich dieser Effekt nur bei niedrigen und nicht auch bei hoheren Kon-
zentrationen zeigt, unterstreicht vielmehr die Deutung als Artefakt, zumal sich insgesamt auch
eine stetige Zunahme der Keimzahl im Laufe der Inkubationszeit zeigte (Abb. 46). Entspre-

chend wurde hier keine MBKgo ermittelt.
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Abb. 45: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der uberlebenden Bakterien fir E. coli
ATCC 11775 drei und vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 46: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit fir verschiedene Kon-
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zentrationen von IL-26 fur E. coli ATCC 11775 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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3.45 O-Antigen-negativer Stamm von Escherichia coli

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen an A. baumannii im Vergleich zu den anderen un-
tersuchten Gram-negativen Bakterien wurde nach Literaturrecherche die Hypothese aufge-
stellt, dass die Empfindlichkeit von A. baumannii in nicht vollstandig ausgebildetem LPS be-
grindet sein konnte (vgl. 4.2.1; Weber et al., 2016). Sodann wurde ein O-Antigen defizienter
Laborstamm von E. coli, DH5q, auf IL-26-Sensibilitat getestet, wobei zu keinem Zeitpunkt eine
Empfindlichkeit bei Konzentrationen bis 50 pug/ml festgestellt werden konnte (Abb. 47, Abb.

48). Entsprechend konnte hier keine MBKgo ermittelt werden.
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Abb. 47: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir E. coli
DH5a direkt und eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 48: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fiir E. coli
DH5a zwei, drei und vier Stunde nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 49: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit firr verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fiir E. coli DH5a (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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3.4.6 Klebsiella pneumoniae

Bei der Untersuchung von K. pneumoniae ATCC 4352 zeigten sich ebenfalls zwar signifikante
Ergebnisse, die allerdings &hnlich wie bei E. coli auf Grund der absoluten Keimzahlreduktion
eher als Artefakt als als tatsachlich antibakterieller Effekt des IL-26 zu werten sind. Bei Inku-
bation Uber eine Stunde war eine schwach signifikante (p = 0,026) Reduktion um Faktor 2
nachweisbar (1,2 x 10° auf 5,5 x 10°% Abb. 50). Bei Inkubation Uber drei Stunden lieRen sich
rechnerisch signifikante Ergebnisse bei Konzentrationen vom 1,5 pg/ml (Faktor 1,3: 9,2 x 10°
auf 6,4 x 106, p = 0,029), 5 ug/ml (Faktor 1,7: 9,2 x 10° auf 5,3 x 10°, p = 0,032) und 50 pg/ml
(Faktor 2,6: 9,2 x 10° auf 3,5 x 10°, p = 0,012), nicht jedoch bei 15 pg/ml (p = 0,357; Abb. 51),
feststellen. Zu den Zeitpunkten null, zwei und vier Stunden zeigten sich keine signifikanten
Reduktionen (Abb. 50, Abb. 51).
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Abb. 50: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir K.
pneumoniae ATCC 4352 direkt und eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabwei-
chung).
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Abb. 51: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fur K.
pneumoniae ATCC 4352 zwei, drei und vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardab-

weichung).
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Abb. 52: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abhangigkeit von der Inkubationszeit firr verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fir K. pneumoniae ATCC 4352 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Aus Grinden der Vollstandigkeit und zur genaueren Quantifizierung der antibakteriellen Akti-
vitdt wurden durch Regressionsanalyse folgende MBKgy Werte ermittelt (Tab. 14). Fir den
Zeitpunkt ,0 h* kann aufgrund der vollstandig ausgebliebenen Reduktion kein Wert ermittelt
werden. Die mikrobiologische Aussagekraft der anderen Werte ist aber wie eingangs erwéahnt
fraglich.

Tab. 14: MBKoo Werte fur K. pneumoniae ATCC 4352 in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
K. pneumonia 0 1 2 3 4 h
ATCC 4352 - 82,83 132,80 106,10 153,30 pg/ml
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3.4.7 Pseudomonas aeruginosa

Fur P. aeruginosa 27853 konnten keine signifikanten Keimzahlreduktionen beobachtet werden
(Abb. 53, Abb. 54). Die niedrige absolute Keimzahlreduktion (3 h: bei 15 pg/ml um Faktor 1,39
von 3,3 x 107 auf 2,4 x 107 und 4 h: bei 0,5 pg/ml um Faktor 1,3 von 4,9 x 107 auf 3,7 x 107;
bei 1,5 pg/ml um Faktor 1,4 von 4,9 x 107 auf 3,5 x 107 und bei 5 pg/ml um Faktor 1,5 von 4,9
x 107 auf 3,2 x 107) spricht in Zusammenschau mit der ferner erneut nicht zu beobachtenden
Erhalt der Wirkung bei héheren Konzentrationen fir eine nicht vorhandene antimikrobielle Wir-
kung gegenuber P. aeruginosa (Abb. 54). Entsprechend wurde keine MBKgo ermittelt.
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Abb. 53: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fir P.
aeruginosa ATCC 27853 direkt und ein bzw. zwei Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung).
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Abb. 54: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Bakterien fur P.
aeruginosa ATCC 27853 drei und vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabwei-

chung).
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Abb. 55: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit fir verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fur P. aeruginosa ATCC 27853 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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In dieser Arbeit zeigte IL-26 also auch in Konzentrationen von bis zu 50 pg/ml keine
antimikrobielle Wirkung auf E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa. IL-26 wies jedoch auf
A. baumannii Stamme unterschiedlicher Antibiotikaresistenzlage eine hoch signifikante
Bakterizidie auf, die im zeitlichen Verlauf bei 50 pg/ml IL-26 zu einer nahezu vollstandigen

Eradikation der Bakterien fuhrte.

60



3.5 Antimikrobielle Wirkung auf Candida albicans

Erganzend zur Untersuchung der antibakteriellen Wirkung von IL-26, sollte IL-26 auf eine mdg-
liche Fungizidie gegentiber C. albicans ATCC 24433 getestet werden. Bei der Auswertung der
Ergebnisse war zunachst eine im zeitlichen Verlauf durchgangige Reduktion der Keimzahl so-
wohl bei allen Konzentrationen von IL-26 und als auch in der Negativkontrolle festzustellen
(Abb. 59). In den Proben, die direkt nach Zugabe des IL-26 enthommen wurden, zeigte sich
keine konzentrationsabhangige Reduktion der Zahl koloniebildender Einheiten. Nach einer
Stunde Inkubation war zwar eine Abnahme der Keimzahl um 29 % nachweisbar, diese war
jedoch aufgrund der Streuung der entsprechenden Ergebnisse nicht signifikant (p = 0,12; Abb.
56).
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Abb. 56: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der uUberlebenden Hefepilze fur C.
albicans ATCC 24433 direkt und eine Stunde nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Nach zweistiindiger Inkubation waren signifikante Reduktionen bei Konzentrationen von 5
pg/ml und 50 pg/ml ermittelbar. Diese lagen aber weit unter denen bei denen bei
Gram-positiven Bakterien und A. baumannii festgestellten Werten. So lag die Reduktion bei
5 ug/ml bei 31,4 %, entsprechend einer Abnahme von 1,9 x 10* auf 1,3 x 10% p = 0,0014, bei
50 pg/ml bei 67,5 % (1,9 x 10* zu 7,9 x 102, p = 0,0006). Bei 15 pg/ml konnte keine Reduktion
nachgewiesen werden. Dieses Signifikanzmuster zeigte sich eine Stunde spater weiterhin, al-
lerdings mit reduzierter Signifikanz. Bei einer Konzentration von 5 pg/ml wurde eine Reduktion
von 1,3 x 10* auf 1 x 10* (p = 0,0394) bei 50 pg/ml von 1,3 x 10* auf 5,2 x 10 (p = 0,0015)
erreicht. Bei 15 pg/ml war weiterhin kein Effekt zu ermitteln (Abb. 57).
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Abb. 57: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Hefepilze fiir C.
albicans ATCC 24433 zwei und drei Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Bei vierstundiger Inkubation zeigten sich Abnahmen der Koloniezahl bei Konzentrationen von
5 pg/ml, 15 pg/ml und 50 pg/ml, wobei nur die beiden letztgenannten tber eine vergleichs-
weise maRige Signifikanz verfiigen. So ergab sich bei 15 pug/ml eine Reduktion von 1 x 10*
auf 4,7 x 10® (50,3 %, p = 0,0041) und bei 50 pg/ml eine Abnahme von 1 x 10* auf 1,7 x 10°
(78,5 %, p = 0,0025; Abb. 58).
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Abb. 58: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/mI) und prozentuale Angabe der Uberlebenden Hefepilze fir C.
albicans ATCC 24433 vier Stunden nach Zugabe von IL-26 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).
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Abb. 59: Zahl koloniebildender Einheiten (CFU/ml) in Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit fir verschiedene Kon-
zentrationen von IL-26 fur C. albicans ATCC 24433 (n = 3, Mittelwerte mit Standardabweichung).

Trotz der unklaren Aussagekraft der oben genannten Ergebnisse wurden MFKg Werte durch

lineare Regression ermittelt (Tab. 15).

Tab. 15: MFKgo Werte fir C. albicans ATCC 24433 pg/ml IL-26.

Spezies MFKgo Einheit
C. albicans 0 1 2 3 4 h
ATCC 24433 - - 81,41 77,77 54,74 pg/ml

Also konnte so fur C. albicans eine signifikante, aber schwache Fungizidie fur IL-26 ab 15
pg/ml bei vierstiindiger Inkubation bzw. 50 pg/ml bei mindestens zweistindiger Inkubation

nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Bei IL-26 handelt es sich um ein stark kationisches, proinflammatorisches T-Zell-Zytokin (Hor
et al., 2004; Knappe et al., 2000), fur das unter anderem eine vermehrte Expression bei chro-
nisch-entzindlichen Erkrankungen, wie Morbus Crohn (Dambacher et al., 2009; Fujii et al.,
2017), Colitis ulcerosa (Fujii et al., 2017), Rheumatoider Arthritis (Corvaisier et al., 2012),
Spondyloarthritiden (Heftdal et al., 2017), mit antinuklearen zytoplasmatischen Antikbrpern as-
soziierter Vaskulitis (Poli et al., 2017), Psoriasis (Meller et al., 2015), kindlichem Asthma (Kon-
radsen et al., 2016), Hepatitis B (Luo et al., 2020) und Hepatitis C (Miot et al., 2014) beschrie-

ben wurden.

Ferner weist IL-26 virostatische Eigenschaften gegeniiber dem Cytomegalovirus (Braum et al.,
2013) und dem Hepatitis-C-Virus (Beaumont et al., 2021; Miot et al., 2014) auf. Ein gegentei-
liger Effekt, also eine proreplikative Wirkung, zeigte sich fiir das Virus der Vesikularen Stoma-
titis (Braum et al., 2013). Im Rahmen von Untersuchungen beztiglich der DNA-Bindungseigen-
schaften von IL-26 wurden erstmals bakteriostatische Effekte auf Gram-positive und Gram-
negative Bakterien beschrieben (Meller et al., 2015). In dieser Veroffentlichung wurden die
antibakteriellen Aktivitaten von IL-26 allerdings ausschliel3lich als minimale Hemmkonzentra-
tion fur 50 % (MHKso) bei ausgewéhlten Typstdmmen dargestellt. Dieses Kriterium unterschei-
det aber nicht zwischen Wachstumshemmung und Abtotung. Aul3erdem ist die Schwelle von
50 % sehr niedrig angesetzt, so dass es nicht den fir Antibiotika Gblichen Dimensionen ent-
spricht. Deshalb wurden hier die Wirkstoffkonzentrationen fiir eine 90-prozentige Bakterizidie
oder Fungizidie (MBKgo oder MFKgo) bestimmt und somit die antibakterielle Aktivitat von IL-26
unter klar definierten Kultur- und Umgebungsbedingungen auf verschiedene Gram-positive
und -negative Bakterien mit antibiotikasensitivem oder multiresistentem Phéanotyp und auf

C. albicans quantifiziert.

Da IL-26 Schwankungen der Umgebungsbedingungen wenig toleriert, ist die Herstellung des
rekombinanten IL-26 erschwert. Das Originalprotokoll zur Herstellung von IL-26 wurde in
mehrstufigen Versuchen Uberarbeitet und optimiert, so dass der Verlust durch Prazipitation
wahrend der Dialyse minimiert werden konnte. Dadurch konnten deutlich gréf3ere Mengen
deutlich héher konzentrierter IL-26-L6sungen isoliert werden, die in ihrer Aktivitat auf humane
IL-26R-positive Zelllinien und auch antimikrobiell mindestens genauso aktiv sind wie das nach
der urspriinglichen Methode produzierte IL-26. Erst durch diese Optimierung wurden die hier

berichteten Experimente mdoglich.
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4.1 Bakterizidie durch IL-26 auf Gram-positive Bakterien

Bei Inkubation der getesteten Gram-positiven Bakterien mit 50 pg/ml IL-26 zeigte sich durch-
weg eine stark bakterizide Aktivitat, die mit Ausnahme von S. aureus ATCC 6538, zu einer
sofortigen, signifikanten Reduktion der Zahl koloniebildender Einheiten und nach nur einstin-
diger Inkubation zu einer nahezu vollstandigen Eradikation fiihrte. Bei Inkubation mit einer
Konzentration von 15 pg/ml Gber mindestens eine Stunde waren hochsignifikante Reduktionen
auf weniger als 20 % im Vergleich zur Negativkontrolle nachweisbar, bei zweistlindiger Inku-
bation von E. faecium ATCC 6057 wurde auch schon bei 15 pg/ml IL-26 eine komplette Abto-
tung aller Bakterien in der Kultur erreicht. Auch der MRSA-Stamm ATCC 33593 war hochsen-
sitiv gegentiber IL-26 mit einer kompletten Eradikation bei 50 pg/ml und einer Reduktion um
99,8 % bei 15 pg/ml IL-26 bei einstlindiger Inkubation. Auch wenn er nicht so empfindlich war
wie alle anderen getesteten Gram-positiven Stamme, liel3 sich auch nach einstiindiger Inku-
bation mit 50 pug/ml IL-26 bei S. aureus ATCC 6538 eine hochsignifikante Reduktion um 94,6
% feststellen. Effekte bei Konzentrationen von 15 pg/ml IL-26 zeigten sich bei zwei- und drei-
stundiger Inkubation. Ferner wurden zwei VRE-Spezies untersucht: Bei dem Vancomycin-
resistenten E. faecalis kam es bereits nach einstundiger Inkubation mit 50 pg/ml IL-26 zu einer
Reduktion der Zahl koloniebildender Einheiten um 99,6 %, die sich im zeitlichen Verlauf auf
eine nahezu komplette Eradikation auf 0,05 % Uberlebender Bakterien im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle steigerte. Untersuchungen mit dem Vancomycin-resistenten E. faecium DSM
17050 ergaben eine noch starkere Empfindlichkeit gegeniiber IL-26. Schon nach einstiindiger
Inkubation waren keine lebenden Bakterien mehr in der Kultur nachweisbar, die mit 50 pg/mi
IL-26 inkubiert wurde. Auch bei Konzentrationen von 15 pg/ml war eine nahezu vollstandige

Eradikation feststellbar.

In Hinblick auf die MBKg konnte flir die Gram-positiven Spezies gezeigt werden, dass die
MBKgy flir die sofortige Wirkung in einem Bereich zwischen 38,5 pg/ml (MRSA ATCC 33593)
und 57,5 pg/ml (Vancomycin-resistenter E. faecalis) liegt, mit Ausnahme des Methicillin-sen-
siblen S. aureus ATCC 6538 (136,0 ug/ml). Im weiteren zeitlichen Verlauf spalteten sich die
MBKgo-Werte in zwei Gruppen auf. Fur die Gruppe aus E. faecalis ATCC 29212, E. faecium
ATCC 6057, Vancomycin-resistentem E. faecium ATCC 17050 und MRSA ATCC 33593 lagen
sie fur ein bis drei Stunden im Mittel bei Werten zwischen 12,5 pg/ml und 13,4 pg/ml. Far vier
Stunden lagen sie bei 19,3 pg/ml. In der zweiten Gruppe bestehend aus Vancomycin-resis-
tentem E. faecalis und Methicillin-sensiblem S. aureus ATCC 6538 lagen die MBKgo-Werte fir
die Zeitpunkte ein bis vier Stunden im Mittel zwischen 43,7 und 45,5 pg/ml (Tab. 16).
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Tab. 16: MBKgo Werte fir alle untersuchten Gram-positiven Stamme in pg/ml IL-26

Spezies MBKgo Einheit
0 1 2 3 4 h
E. faecalis, ATCC 29212 45,58 14,16 14,23 14,40 14,51 pg/ml
E. faecalis (VRE) 54,48 40,04 41,59 40,67 42,38 pg/ml
E. faecium, ATCC 6057 46,75 11,72 13,58 13,79 13,41 pg/ml
E. faecium (VRE), DSM 17050 42,84 12,94 14,02 12,75 13,02 pg/ml
S. aureus, ATCC 6538 136,00 47,31 46,19 47,15 48,54 pg/ml
S. aureus (MRSA), ATCC 33593 38,48 11,51 11,87 11,42 36,20 pg/mi

Der genaue Wirkmechanismus bleibt derzeit ungeklart. Wie bei anderen kationischen antimik-
robiellen Peptiden (Patel & Akhtar, 2017) erscheint eine direkte Interaktion mit der bakteriellen
Zellmembran mit Porenbildung auch bei IL-26 wahrscheinlich. Bislang ist beschrieben, dass
IL-26 auf Grund seiner besonders kationischen Ladung stark an Glykosaminoglykane auf den
Oberflachen eukaryonter Zellen (Hor et al., 2004) sowie an LPS und Lipoteichonséuren auf
bakteriellen Oberflachen bindet (Meller et al., 2015). Anhand einzelner elektronenmikroskopi-
scher Aufnahmen von P. aeruginosa ATCC 27853 und M. tuberculosis H37Rv wurde beschrie-
ben, dass IL-26 zur Bildung von Zellmembranblaschen mit anschlie@ender Membranruptur
fuhrt (Hawerkamp et al., 2020; Meller et al., 2015). Ferner wurde durch konfokale Mikroskopie
gezeigt, dass sich IL-26 an die Oberflache von M. leprae anlagert und dies zu einer Volumen-
zunahme der Bakterien, passend zu einer osmotischen Lyse, fiihrt (Dang et al., 2019). Auch
wenn dies derzeit eine fihrende Hypothese zum bakteriziden Wirkmechanismus von IL-26
darstellt, muss sie mit Vorsicht interpretiert werden, da sich genau der elektronenmikrosko-
pisch begutachtete P. aeruginosa Stamm in der vorliegenden Arbeit und einer weiteren Publi-

kation (Scala et al., 2019) als unempfindlich gegentber IL-26 dargestellt hat.

4.2 Bakterizidie durch IL-26 auf spezifische Gram-negative Spezies

Mit Ausnahme von A. baumannii zeigten die untersuchten Gram-negativen Spezies keine Sen-
sibilitdt gegentber IL-26. Bei E. coli lag zwar eine signifikante Reduktion der Keimzahl vor,
aber nur direkt nach Zugabe von IL-26 und nur bei 0,5 pg/ml IL-26. Bei htheren Konzentrati-
onen konnte zum selben Zeitpunkt keine Wirkung nachgewiesen werden. Da dies nicht plau-
sibel zu erklaren ist, ist hier von einem Artefakt auszugehen. Dasselbe gilt fir die Reduktion
bei dreistuindiger Inkubation, die nur bei Konzentrationen von 1,5 pg/ml und 5 pg/ml zu finden
war. Ferner erscheinen die Ergebnisse bei Betrachtung der absoluten Keimzahlreduktionen
geringfigig: Bei der maximalen Reduktion von E. coli handelte es sich um eine Abnahme von
2,9 x 108 auf 1,5 x 108 koloniebildende Einheiten pro Milliliter. Dies ist im Vergleich zu den
Ergebnissen bei den Gram-positiven Erregern, bei denen Reduktionen grof3er als 90 % bis zur

kompletten Eradikation die Regel waren, wenig.
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Ahnliches gilt auch fiir die Ergebnisse bei der Sensibilitatstestung von K. pneumoniae. Hier
zeigten sich nur bei einstiindiger Inkubation mit 50 pg/ml statistisch schwach signifikante
(p = 0,026) Reduktionen, die allerdings bei zweistiindiger Inkubation nicht mehr zu ermitteln
waren. Erst bei Inkubation Uber drei Stunden wurden schwach signifikante Ergebnisse mit
Keimzahlreduktionen bei Konzentrationen von 1,5 pg/ml, 5 pg/ml und 50 pg/ml erzielt, nicht
aber bei 15 pg/ml. Im weiteren Verlauf, also bei vierstiindiger Inkubation, war dieser Effekt
nicht mehr zu sehen. Auch hier kann auf Grund des unbestandigen und schwachen Effektes
und der ausbleibenden Wirkung bei anderen Konzentrationen von Artefakten ausgegangen

werden.

Bei der Untersuchung von P. aeruginosa zeigten sich schwach bis mafig signifikante Ergeb-
nisse, die mit der gleichen Argumentation, wie bei den zuletzt genannten Gram-negativen
Stammen, nur als Artefakt unklarer Genese zu deuten sind: Bei dreistlindiger Inkubation mit
15 pg/ml IL-26 war eine Reduktion von 3,3 x 107 auf 2,4 x 107 koloniebildende Einheiten pro
Milliliter feststellbar, die bei hoheren Konzentrationen nicht mehr nachzuweisen war. Wurde
die Inkubation eine Stunde langer durchgefihrt, zeigten sich signifikante Reduktionen bei 0,5

pg/ml, 1,5 pg/ml und 5 pg/ml, nicht jedoch bei 15 pg/ml und 50 pg/ml IL-26.

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass IL-26 in Konzentrationen von 0,5 pg/ml

bis 50 pg/ml keine antimikrobielle Wirkung auf E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa hat.

4.2.1 Bakterizidie durch IL-26 auf Acinetobacter baumannii

Im Vergleich zu den Ergebnissen oben genannter Gram-negativer Spezies zeigte aber
A. baumannii ATCC 19606 ein ganzlich anderes Verhalten: Auch wenn im Gegensatz zu den
meisten Gram-positiven Stammen keine sofortige bakterizide Wirkung detektiert werden
konnte, war bereits nach einstiindiger Inkubation mit 50 pug/ml IL-26 eine hochsignifikante
Keimzahlreduktion um 99,8 % nachweisbar. Diese nahezu vollstdndige Bakterizidie blieb im
weiteren Zeitverlauf konstant. Nach diesen Uberraschenden Ergebnissen wurden multiresis-
tente A. baumannii Stamme auf ihre Empfindlichkeit untersucht. Sowohl der bei einem lokalen
Ausbruch am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel, gewonnene Stamm, als
auch ein 2018 von einem Patienten mit vorherigem Klinikaufenthalt in einer Hochpravalenzre-
gion isolierter Stamm, zeigten ahnliche Eigenschaften. So wurde bei dem Isolat aus dem Jahr
2014 nach einstundiger Inkubation mit 50 pg/ml IL-26 eine Reduktion um 99,4 % erzielt, die
auch im weiteren Verlauf konstant blieb. Bei dem im Jahr 2018 gewonnen Stamm konnte sogar
eine initiale Reduktion der Keimzahl um 31,7 % bei Inkubation mit 50 pg/ml IL-26 festgestellt

werden, die sich im weiteren Verlauf auf 99,8 % steigerte.
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Es konnte also gezeigt werden, dass IL-26 bakterizid auf A. baumanni Stamme unterschiedli-
cher Antibiotikaresistenzlage wirkt. Die Wirkung ist insbesondere in der Anfangsphase schwa-
cher ausgepragt als bei Gram-positiven Bakterien, flhrt aber im Verlauf bei Konzentrationen

von 50 pg/ml IL-26 zu einer nahezu vollstandigen Abtdtung der Bakterien.

Tab. 17: MBKgo Werte fir alle untersuchten A. baumannii Stamme in pg/ml IL-26.

Spezies MBKgo Einheit
0 1 2 3 4 h

A. baumannii, ATCC 11775 149,40 46,12 48,42 46,21 43,36 pg/ml

A. baumannii (4MRGN), 2014 832,10 47,15 47,90 48,18 49,97 pg/ml

A. baumannii (4MRGN), 2018 142,30 47,46 47,96 46,02 48,32 pg/ml

Mittelwert 374,60 46,91 48,09 46,80 47,22 pg/ml

Diese Ergebnisse warfen mehrere Fragen auf: Zum einen stellte sich die Frage, warum IL-26
keinen Effekt auf die meisten der hier getesteten Gram-negativen Spezies hat, und zum an-
deren, was der fir die Sensibilitdt entscheidende Faktor bei A. baumannii ist. Sowohl das LPS
als Ganzes, aber vor allem die &uRRerste Polysaccharidkette, das O-Antigen, werden in der
Literatur als nattrlicher Schutzfaktor Gram-negativer Bakterien gegeniber kationischen AMP
genannt (Joo et al., 2016; Silhavy et al., 2010). Acinetobacter spp. hingegen verfiigt tber keine
O-Antigen-Ligase-Aktivitat, sodass A. baumannii kein vollstandiges LPS, sondern nur Lipooli-
gosaccharide ohne O-Antigene produziert. Vor allem bleibt der Lipooligosaccharid-Kern, das
Oligosaccharid Lipid A, Ubrig, das ebenfalls Schutz vor antimikrobiellen Substanzen bietet
(Weber et al., 2016). Zusammenfassend lieRe sich also schlussfolgern, dass das O-Antigen
auf der Oberflache der duBeren Membran Gram-negativer Bakterien ursachlich fir die Resis-
tenz gegeniber IL-26 ist. Das Lipid A ist mdglicherweise verantwortlich daftr, dass die Wir-
kung von IL-26 auf A. baumannii geringer ist als auf Gram-positive Bakterien. Zur Klarung
dieser Hypothese wurde der Laborstamm DH5a von E. coli verwendet, der auf dem K12-
Stamm basiert und keine vollstdndigen O-Antigene produzieren kann (Liu & Reeves, 1994;
Ghosh et al., 2006). Bei Untersuchungen mit diesem Stamm konnte allerdings keine Empfind-

lichkeit gegeniiber IL-26 bei bis zu 50 pg/ml IL-26 nhachgewiesen werden.

Da sich die O-Antigene bzw. die verkirrzten Reste dieser Lipooligosaccharide von E. coli K12
und Acinetobacter spp. aber in Aufbau und Auspragung der verbleibenden O-Antigenbestand-
teile unterscheiden, bleibt die abschlielende Klarung noch offen, ob die O-Antigene in der
IL-26-Resistenz Gram-negativer Bakterien eine tragende Rolle haben und bei E. coli DH5a

maglicherweise noch eine gewisse Restaktivitat besteht.
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4.3 Schwache Fungizidie durch IL-26 auf Candida albicans

Mit Hinblick auf die antibakteriellen Eigenschaften von IL-26 wurden auch Experimente hin-
sichtlich antimykotischer Effekte gegenuber C. albicans ATCC 24433 durchgefiihrt. Hierbei
lie3 sich feststellen, dass es unabhangig von IL-26 zu einer stetigen Abnahme der Zahl kolo-
niebildender Einheiten kam. Bei zweistindiger Inkubation mit 50 pg/ml IL-26 zeigte sich eine
im Vergleich zur Negativkontrolle starkere Reduktion auf 32,5 % der Negativkontrolle. Dieser
Effekt blieb im weiteren Inkubationsverlauf konstant. Nach vier Stunden zeigte sich im Ver-
gleich zur Negativkontrolle bei 50 pg/ml eine um 78,5 %, bei 15 pg/ml eine um 50,3 % redu-
zierte Koloniezahl. Auch wenn sich diese Ergebnisse von denen fir Gram-positive Bakterien
bzw. A. baumannii unterscheiden und die Wirksamkeit des IL-26 in Hinblick auf die konstante
Abnahme der Zahl koloniebildender Einheiten in allen Ansétzen nur schwer zu beurteilen ist,
ist hier eine signifikante, schwache Fungizidie bei Konzentrationen ab 15 pug/ml IL-26 zu be-
schreiben. Fur eine Wirkung spricht auch die fur andere kationische AMP wie LL-37 und a-
und B-Defensine nachgewiesene zum Teil sehr hohe Wirksamkeit gegentiber C. albicans (den
Hertog et al., 2005; Edgerton et al., 2000; Joly et al., 2004; Krishnakumatri et al., 2008; Swi-
dergall et al., 2014; Vylkova S et al., 2006).

4.4 Antimikrobielle Aktivitat von IL-26 im Vergleich mit bisherigen Pub-
likationen

In der initialen Publikation zu antibakteriellen Aktivitdten von IL-26 wurden bakteriostatische
Effekte von 5 bis 10 uM IL-26 auf P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 11775,
K. pneumoniae O1:K2 und S. aureus ATCC 6538 beschrieben, wahrend bei E. faecalis ATCC
29212 oder C. albicans ATCC 24433 keine Wirkung erzielt wurde (Meller et al., 2015).

Dies widerspricht den Ergebnissen dieser Arbeit, in der in reproduzierten und voneinander
unabhangig durchgefiihrten Versuchen gezeigt wurde, dass IL-26 bakterizid auf alle geteste-
ten Gram-positiven Stdmme, namentlich E. faecalis ATCC 29212, Vancomycin-resistenter E.
faecalis (Patientenisolat), E. faecium ATCC 6057, Vancomycin-resistenter E. faecium DSM
17050, S. aureus ATCC 6538 und MRSA ATCC 33593 wirkt. Ferner konnte eine Wirkung auf
den von Natur aus O-Antigen defizienten Gram-negativen Stamm A. baumannii ATCC 19606
sowie zwei multiresistente Patientenisolate von A. baumannii nachgewiesen werden. Fir C.
albicans ATCC 24433 konnte nach Inkubation Uber mindestens zwei Stunden ein signifikanter,
schwach fungizider Effekt nachgewiesen werden. Eine Wirkung von IL-26 in Konzentrationen
bis 50 pg/ml konnte bei Versuchen mit den LPS-exprimierenden Gram-negativen Stammen
E. coli ATCC 11775, K. pneumoniae ATCC 4352 und P. aeruginosa ATCC 27853, sowie dem
O-Antigen defizienten Stamm E. coli DH5a im Gegensatz zu der vorherigen Publikation (Meller
et al., 2015) sicher ausgeschlossen werden. Dies deckt sich mit einer Publikation in der eine

bakteriostatische Wirkung von IL-26 auf S. aureus ATCC 6538 nachgewiesen wurde, aber kein
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Einfluss auf P. aeruginosa ATCC 27853 festgestellt wurde (Scala et al., 2019). Auf dieser Ba-
sis sind auRBerdem die elektronenmikroskopische Darstellung der Lyse von P. aeruginosa

durch IL-26 sowie die berichteten Tierversuche mit K. pneumoniae wenig nachvollziehbar.

Eine weitere Publikation (Agak et al., 2018) untersuchte den Effekt von rekombinantem und
von Tul7-Lymphozyten sezerniertem IL-26 auf das anaerobe Bakterium Cutibacterium acnes
(friher Propionibacterium acnes). Dort wurde zwar in Anwesenheit von Ty17-Lymphozyten ein
bakterizider Effekt festgestellt, dieser war allerdings nicht auf IL-26 zurtickzufihren. AuRerdem
wurden dort Untersuchungen an E. coli und S. aureus durchgefihrt. Bei 24-stiindiger Inkuba-
tion mit 1 pg/ml IL-26 wurden Effekte auf S. aureus und E. coli nachgewiesen. Diese waren
schwacher ausgepragt, traten spater auf und schlossen E. coli ein, bei dem die Wirksamkeit
von IL-26 in dieser Dissertationsarbeit ausgeschlossen werden konnte. Soforteffekte konnten

dort nicht nachgewiesen werden.

Eine weitere Publikation (Woetmann et al., 2018) konnte nachweisen, dass IL-26 bereits in
geringen Konzentrationen die Ausbildung von Biofilmen von S. aureus besser inhibiert als das

AMP LL-37 und in héheren Konzentrationen bakterizid auf S. aureus wirkt.

In einer Publikation in der die Wirkung von IL-26 auf Mykobakterien untersucht wurde konnte
gezeigt werden, dass IL-26 Uber verschiedene Mechanismen antibakteriell auf M. leprae und
M. tuberculosis wirkt (Dang et al., 2019). Zum einen wurde fir extrazellular lokalisierte
M. leprae gezeigt, dass sich IL-26 direkt an die bakterielle Zelloberfliche anlagert und zur
osmotischen Zelllyse fiihrt. Au3erdem induziert IL-26 nach Aufnahme in mit M. leprae und
M. tuberculosis infizierten Makrophagen die Autophagie. Diese Annahmen wurden von einer
weiteren Arbeit untermauert, in der nach eintagiger Inkubation von M. tuberculosis mit IL-26
eine Zellmembranblaschenbildung mit Zelllyse elektronenmikroskopisch beobachtet werden

konnte (Hawerkamp et al., 2020).

Fur die Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse kommen mehrere Aspekte in Betracht. Zum
einen arbeitete die erstbeschreibende Arbeitsgruppe (Meller et al., 2015) mit einem IL-26 un-
klaren Ursprungs, wobei auf Grund der Marktlage nur das Produkt der Firma R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA) in Frage kommt. Die Arbeitsgruppe um Agak arbeitete nachweislich
mit den Produkten der Firma R&D Systems (Agak et al., 2018). Vergangene, vor allem virolo-
gische Experimente der eigenen Arbeitsgruppe mit dem IL-26 dieser Firma zeigten deutlich
weniger aussagekraftigere, widersprtchliche und schlechter reproduzierbare Ergebnisse als

die mit selbstproduziertem IL-26 (Knappe et al., 2000).

Ein weiterer Punkt, der zur unzureichenden Reproduzierbarkeit der Versuche von Meller et al.
beitragen konnte, ist die Angabe der IL-26 Konzentrationen als Stoffmengenkonzentration

(uM). Auf Grund der Eigenschaft von IL-26 sowohl als Monomer, als auch als Dimer oder
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Oligomer aufzutreten (Knappe et al., 2000; Meller et al., 2015) und der fehlenden Angabe,
welche Form in den Untersuchungen der fremden Arbeitsgruppe verwendet wurde, lasst sich

dies nur schwerlich vergleichen.

Im Widerspruch zu den Publikationen von Meller et al. und Agak et al. konnten keine Effekte
von IL-26 auf die Gram-negativen Spezies E. coli, K. pneumoniae und P. aeruginosa nachge-
wiesen werden. Im Gegensatz zu der von anderen Arbeitsgruppen bisher veréffentlichen Lite-
ratur wurde in dieser Arbeit aber erstmalig die Bakterizidie von IL-26 gegen samtliche unter-
suchten Gram-positive Erreger und gegen A. baumannii unterschiedlicher Antibiotikaresis-
tenzlage, sowie die schwache Fungizidie gegen C. albicans nachgewiesen, und zwar in stan-

dardisierten und mehrfach reproduzierten Experimenten.

4.7 IL-26 im Vergleich mit anderen antimikrobiellen Peptiden

IL-26 ist ein kationisches und amphiphiles Zytokin, womit es zwei wichtige Eigenschaften mit
AMP teilt. AMP sind in allen Lebewesen vorkommende Molekiile, die meist durch Porenbil-
dung, Aufhebung der Membranintegritat oder Translokationen innerhalb der Membran eine
Lyse bakterieller Zellen herbeiftihren kénnen, wobei auch intrazellulare Mechanismen disku-
tiert werden. Fir den Menschen wichtige AMP sind beispielsweise Defensine und Cathelici-
dine (Ebbensgaard et al., 2015; Patel & Akhtar, 2017).

Humane Defensine, unterteilt in a- und B-Defensine wirken je nach Subtyp breit gegen eine
Vielzahl pathogener Bakterien, Viren, Pilze und Protozoen und werden von unterschiedlichen
Zelltypen, wie neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Keratinozyten oder Enterozyten ex-
primiert (Gallo & Hooper, 2012). Ihr Wirkmechanismus auf Bakterien besteht in der Interaktion
kationischer Strukturen des Peptids mit den anionischen Phospholipiden, was zu Porenbildung
und Zelllyse fuhrt (Gallo & Hooper, 2012; Kagan et al., 1990), sowie zur Chemotaxis von Gra-
nulozyten, Mastzellen, Monozyten und T-Zellen. Ahnliches gilt fiir Cathelicidine wie LL-37, de-
ren Produktion durch Mastzellen, Driisenzellen und Keratinozyten bei Entziindung hochregu-
liert werden kann. Hier kommt es zum Einbau der kationischen, a-helikalen Peptide in die
Membran mit daraus resultierender Zelllyse. Chemotaktische Funktionen sind ebenfalls be-
kannt (Gallo & Hooper, 2012). Fur diese AMP wurden verschiedene Resistenzmechanismen
beschrieben. Beispielhaft sind hier die bakterielle Sekretion von Proteasen wie V8 von
Staphylokokken (wirksam gegen LL-37), SpeB von Streptokokken (wirksam gegen LL-37 und
B-Defensine) oder die Omptin-Proteasen Gram-negativer Bakterien wie E. coli, Salmonella
typhimurium oder Yersinia pestis (wirksam gegen LL-37) zu nennen. Ferner schitzen sich
Gram-negative Bakterien durch Sekretion von Metalloproteasen. Der Einbau auswarts gerich-

teter ABC-Transporter dient der Exkretion von intrazellular aktiven AMP (Joo et al., 2016).
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Ein weiterer Faktor Gram-positiver Bakterien ist die Produktion nicht enzymatisch wirksamer
Proteine wie der Staphylokinase, die kationische AMP bindet und so zu deren Wirkverlust fuhrt
(Bokarewa et al., 2006). Ausbildung von Biofilmen und Kapseln sind ein anderer grundlegen-

der bakterieller Schutzfaktor gegeniiber AMP.

In Untersuchungen an Bacillus subtilis mit dem AMP LL-37 konnte eine konzentrationsabhan-
gige Resistenz gezeigt werden. So konnten sich die Bakterien bei zweifacher MHK nach einer
gewissen Zeit wieder erholen und Membranschaden reparieren. Bei Inkubation bei vierfacher
MHK waren diese Reparaturvorgange nicht mehr moglich (Barns et al., 2016). Ahnliche Effekte
konnten auch in dieser Arbeit beispielsweise bei E. faecalis ATCC 29212 bei Inkubation mit
50 pg/ml IL-26 (Abb. 9), S. aureus ATCC 33593 bei Inkubation mit 15 pug/ml IL-26 (Abb. 33)
sowie bei allen untersuchten A. baumannii Stammen bei Inkubation mit 50 pg/ml IL-26 (Abb.
37; Abb. 40 und Abb. 43) beobachtet werden. Mdglicherweise fiihrt aber auch zusatzlich die
starke Oberflachenadhéarenz zur irreversiblen Bindung des IL-26 an die Bakterienoberflache,
sodass bei niedrigeren Konzentrationen nicht alle Bakterien in Kontakt mit dem Peptid kom-

men. In Folge kdnnen sich die Gberlebenden Bakterien wieder vermehren.

In Bezug auf Schutzmechanismen auf den Bakterienoberflachen nutzen Gram-positive und
-negative Bakterien unterschiedliche Wege: Gram-positive Bakterien bilden in der Zellwand
negativ geladene Teichonsduren aus (Silhavy et al., 2010). Die Aktivierung des dItABCD-
Operons, das bei Staphylokokken, Streptokokken und der Gattung Bacillus vorkommt, fuhrt
zur Veresterung der Teichonsduren mit D-Alanin und somit netto zu einer positiven Ladung
der Teichonsaure. Dies fuihrt wiederum zu einer elektrostatischen Abstof3ung von kationischen
AMP, insbesondere LL-37, HNPs und Polymyxin B (Abi Khattar et al., 2009; Fabretti et al.,
2006; Joo et al., 2016; Kovacs et al., 2006; Kristian et al., 2005; Peschel et al., 1999; Saar-
Dover et al., 2012).

Ahnlich den Gram-positiven Bakterien konnen auch Gram-negative Bakterien ihr eigentlich
negativ geladenes, oberflachliches LPS durch Einbau Aminogruppen-haltiger Molekile oder
Entfernung von Phosphatresten im Lipid A mittels Phosphatasen in Richtung positiver Ladung
verschieben (Joo et al., 2016; Moskowitz et al., 2003; Pelletier et al., 2013; Shah et al., 2014).
Ein anderer, oben bereits diskutierter Schutzmechanismus Gram-negativer Bakterien ist das
O-Antigen, welches den langsten Teil des LPS ausmacht (Joo et al., 2016; Raetz & Whitfield,
2001; Silhavy et al.,, 2010). Fur Brucella abortus konnte nachgewiesen werden, dass
O-Antigene essenziell fir die Resistenz gegeniiber AMP sind (Allen et al., 1998). Diese Er-
gebnisse konnten inzwischen fir viele unterschiedliche AMP fur LPS-defektive E. coli Stamme
nachgewiesen werden (Ebbensgaard et al., 2015). Fir in Insekten, im Speziellen in der
Krummfiihlerwanze Riptortus pedestris, symbiotisch lebende Bakterien der Gattung Burkhol-

deria konnte nachgewiesen werden, dass diese im Rahmen der symbiotischen Kolonisation
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ihre O-Antigene verlieren und danach eine deutlich erhéhte Empfindlichkeit gegeniiber AMP
zeigen (Kim et al., 2015).

In Hinblick auf immunologische Eigenschaften sind nahezu identische Aktivierungswege fur
LL-37 und IL-26 beschrieben. Beide AMP kdnnen nach Komplexbildung mit bakterieller DNA
oder self-DNA plasmazytoide dendritische Zellen tGber den TLR9 zur vermehrten Produktion
und IFN-a stimulieren (Lande et al., 2007; Meller et al., 2015).

IL-26 nimmt trotz der strukturellen Ahnlichkeit im Vergleich zu anderen kationischen AMP, die
in der Regel ein sehr breites Wirkspektrum auf Gram-positive und Gram-negative Bakterien,
Protozoen und Pilze haben (Ebbensgaard et al., 2015), eine Sonderstellung ein. Insbesondere
die Resistenz nahezu aller Gram-negativer Erreger gegeniber IL-26 ist auffallig und so fir
andere AMP nicht beschrieben. IL-26 lasst sich also als erstes AMP bezeichnen, das neben
den in dieser Arbeit erstmals nachgewiesenen Aktivitaten gegen A. baumannii und C. albicans,

in Hinblick auf die Bakterizidie nahezu selektiv gegen Gram-positive Bakterien wirksam ist.

4.8 Die Rolle des Kinozidins IL-26 im Immunsystem

Neben direkt antibakteriellen Mechanismen haben AMP auch andere Funktionen innerhalb
des Immunsystems, indem sie chemotaktisch auf unterschiedlichste Immunzellen wirken oder
mit TLR-Liganden wie Endotoxinen, Nukleinsauren, aber auch self-DNA interagieren (Gallo &
Hooper, 2012). So ist beschrieben, dass das Cathelicidin LL-37 nach Komplexbildung mit self-
DNA von plasmazytoiden dendritischen Zellen in Endosomen aufgenommen werden kann.
Dieser Komplex stimuliert TLR9 und dies fuhrt zur vermehrten Produktion und Ausschuttung
von IFN-a (Lande et al., 2007). Ahnliches ist auch fur Komplexe aus self-DNA und IL-26 oder
bakterieller DNA und IL-26 beschrieben, die in der Lage sind, tber TLR9 die Produktion von
IFN-a zu induzieren (Meller et al., 2015). Aufgrund dieser immunmodulatorischen Eigenschaf-
ten ist es nicht verwunderlich, dass inzwischen auch Verkniipfungen von tbermafiger AMP-
Produktion und chronisch-entziindlichen Erkrankungen hergestellt werden konnten. Allele der
Gene TCF4, LRP6 und NOD2, die mit verminderter Produktion oder Sekretion von
a-Defensinen im Magen-Darm-Trakt assoziiert sind, gelten als Risikoallele fur die Entwicklung
eines Morbus Crohn (Gallo & Hooper, 2012; Hugot et al., 2001; Koslowski et al., 2009, 2012;
Ogura et al., 2001; van Es et al., 2005; Wehkamp et al., 2005). Allerdings konnte experimentell
fur Mause gezeigt werden, dass ein alleiniger Mangel an AMP nicht zum Auslésen einer chro-
nisch-entziindlichen Darmerkrankung fuhrt, und somit der Mangel nur einen Teil einer mogli-
chen Kausalkette darstellt (Gallo & Hooper, 2012; Garabedian et al., 1997; Vaishnava et al.,
2011). Bei Patienten mit atopischer Dermatitis bleibt die erhdhte Expression von AMP wie
LL-37 oder B-Defensinen bei Hautinfektionen aus, sodass es zu der typischen Infektionsnei-
gung atopischer Haut kommt (de Jongh et al., 2005; Hata et al., 2010; Kisich et al., 2008; Ong

et al., 2002). Ein gegenteiliges Phdnomen zeigt sich bei der Psoriasis oder der Rosazea. Hier
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ist die Uberexpression von AMP mit Cathelicidin-vermittelten proinflammatorischen Effekten
beschrieben (de Jongh et al., 2005; Howell et al., 2006; Yamasaki et al., 2007).

IL-26 wurde in der Vergangenheit bereits oft mit immunologischen Aspekten in Zusammen-
hang gebracht. Neben der Wirkung auf epitheliale Zelllinien mit vermehrter Produktion von IL-
8, IL-10, TNFa und dem Glykoprotein CD54 (Abb. 1; Dambacher et al., 2009; Hér et al., 2004;
Sheikh et al., 2004) sind auch Wirkungen auf Zellen des Immunsystems beschrieben. Monozy-
ten produzieren nach Kontakt mit IL-26 vermehrt proinflammatorische Zytokine wie IL-1f3, IL-
6 und TNFa und sind in der Lage, CD4+ T-Gedachtniszellen in IL-26 produzierende Tn17-
Zellen umzuwandeln, mit der daraus entstehenden Moglichkeit einer kreisenden proinflamm-
atorischen Aktivierung (Abb. 1; Corvaisier et al., 2012). Bei NK-Zellen kommt es zu einer ver-
mehrten Produktion von IL-18, TNFa, IFN-B, IFN-y sowie von TRAIL (Abb. 1; Miot et al., 2014).
Wie oben bereits erwéahnt fihrt die Inkubation plasmazytoider dendritischer Zellen mit Kom-
plexen aus IL-26 und self-DNA oder bakterieller DNA zu einer gesteigerten Ausschittung von
IFN-a (Abb. 1; Meller et al., 2015). Die Expressionsmuster der mRNAs fir IL-26 und fur IL-8
als Standardmarker der Entziindung mRNA sind bei Morbus Crohn im Vergleich zu nicht ent-
ziindeter Mukosa signifikant erhéht und korrelieren miteinander. Auch die Serumkonzentratio-
nen von IL-26 waren bei Patienten mit Morbus Crohn signifikant erhéht (Dambacher et al.,
2008). Ahnliches konnte auch fiir Patienten mit rheumatoider Arthritis nachgewiesen werden.
Dort zeigten sich sowohl erhdhte Serumspiegel als auch stark erhdhte IL-26 Konzentrationen
in der Synovialflissigkeit betroffener Gelenke (Corvaisier et al., 2012). Bei chronischer Hepa-
titis C wurden erhohte Serumspiegel und die IL-26-Anreicherung in geschéadigten Leberantei-
len beschrieben (Miot et al., 2014). Weitergehende Experimente wiesen eine direkte Hem-
mung der RNA-abhangigen RNA-Polymerase von Hepatitis-C-Virus nach (Beaumont et al.,
2021). Ein weiterer antiviraler Effekt wurde auch fir das humane Cytomegalovirus beobachtet
(Braum et al., 2013). Auch bei Patienten mit malignen Erkrankungen oder Sepsis zeigen sich
erhohte IL-26 Spiegel, die konzentrationsabhangig mit einer schlechteren Prognose einherge-
hen (Tu et al., 2019; Xi et al., 2019; Xue et al., 2019).

Insgesamt wird IL-26 daher als proinflammatorisches Zytokin mit antimikrobiellen, konkret bak-
teriziden, antiviralen und antimykotischen Eigenschaften bezeichnet. IL-26 ist also der 2004
erstmals beschriebenen Gruppe der Kinozidine zuzuordnen, die Zytokine mit direkten antimik-
robiellen Eigenschaften, wie beispielsweise auch human mammalian platelet factor 4 (hPF-4),
umfasst (Larochette et al., 2019; Yeaman et al., 2007; Yount et al., 2004).

4.9 IL-26 als mogliches antimikrobielles Therapeutikum

In Hinblick steigender Relevanz antibiotikaresistenter Bakterien bestehen schon seit langer
Zeit Bemiuhungen, AMP als Therapeutika einzusetzen (Gallo & Hooper, 2012). Dies ist insbe-

sondere auf Grund der Tatsache interessant, dass es im Vergleich zu Antibiotika kaum zu
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Resistenzentwicklungen kommt obwohl AMP im Laufe der Evolution ubiquitar vorhanden wa-
ren (Gallo & Hooper, 2012; Zasloff, 2002). Die Modifikation der AMP-Zielstruktur der Zellwand
oder Zellmembran ware mit funktionalen Einschrankungen der Bakterien verbunden und

konnte somit Ursache der fehlenden Resistenzentwicklung sein (Gallo & Hooper, 2012).

Bei Uberlegungen, AMP als Therapeutika zu verwenden, steht das Problem im Raum, dass
die meisten AMP hochkomplexe, oft nur unter optimalen Bedingungen stabile und nur aufwen-
dig herzustellende Molekdle sind, tber deren toxikologische Eigenschaften in der Regel wenn
Uberhaupt nur wenig bekannt ist (Hancock & Sahl, 2006). So musste auch bei dieser Arbeit
das Verfahren fir die Gewinnung von IL-26 mehrfach verandert und angepasst werden, damit
das recht instabile Kinozidin in ausreichender Menge, Konzentration und Qualitat produziert
werden konnte. Die Schwankungen in der Qualitat kdnnen auch fr die bereits in dieser Arbeit
besprochenen Abweichungen der Ergebnisse dieser Arbeit von denen vorher veroffentlichter
Arbeiten ursachlich sein. Somit ware also zu priifen, ob IL-26 in hoher Qualitat und Quantitat
standardisiert produzierbar und in eine geeignete Galenik Uberfihrbar ist. Abseits dieser eher
praktischen Gedankengange muss dringend berlcksichtigt werden, dass es sich bei IL-26 um
ein mit verschiedenen chronisch-entziindlichen Erkrankungen assoziiertes, proinflammatori-
sches Zytokin handelt, das in verschiedene, noch nicht vollstandig verstandene Regulations-

wege eingreift.

Meller und Kollegen fihrten im Rahmen der 2015 publizierten Arbeit tierexperimentelle Studien
durch, bei auf die nasale Applikation von Bakterien die nasale Applikation von IL-26 bzw. LL-
37 folgte. Hier zeigte sich eine gewisse Reduktion der Zahl koloniebildender Einheiten um den
Faktor 10 bis 100. Diese Experimente wurden allerdings mit dem in dieser Arbeit als unemp-
findlich eingestuften K. pneumoniae durchgeflinrt. Derartige Tierexperimente mit Gram-
positiven Erregern und nach dem optimierten Verfahren der Arbeitsgruppe hergestellten IL-26
kénnten mehr Aufschluss Uber eine Wirksamkeit in vivo geben. Allerdings bleibt dabei unklar,
ob IL-26 bei der Maus physiologische Funktionen haben kann, da das entsprechende Gen im
murinen Genom fehlt (Knappe et al., 2000). Entsprechend ist es auch problematisch, die pro-

inflammatorischen Wirkungen und die Toxizitat von IL-26 im Mausversuch zu untersuchen.

In Untersuchungen einer weiteren Arbeitsgruppe (Tu et al., 2019) zeigte sich bei Mausen, bei
denen IL-26 direkt nach Induktion einer Sepsis injiziert wurde, eine erhéhte Mortalitat im Ver-
gleich zur Negativkontrolle, obwohl es zu einer Reduktion der Zahl koloniebildender Einheiten
kam. Moglicherweise kam es hier zu einer proinflammatorischen Kaskade mit konsekutivem

Zytokinfreisetzungssyndrom.

Ferner stellt sich die Frage, ob die hier in vitro getesteten Konzentrationen tberhaupt realis-
tisch in vivo zustande kommen kdnnen. IL-26 ist wie bereits ausgefiihrt stark kationisch und

neigt dazu, sich an Oberflachen anzulagern (Hor et al., 2004). Trotz der auf Grund dieser
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hohen Oberflachenadhérenz bestehenden erschwerten Quantifizierbarkeit sind in der Literatur
bereits deutlich erhéhte Spiegel von IL-26 in chronisch entziindeten Geweben nachgewiesen
worden (Corvaisier et al., 2012; Dambacher et al., 2009; Fuiji et al., 2017; Heftdal et al., 2017;
Miot et al., 2014). Entsprechend ist damit zu rechnen, dass lokal im Bereich der Entziindung

sehr hohe Konzentrationen an Membran-gebundenem IL-26 erreicht werden kdnnen.

Die Verbesserung der Stabilitdt und die Optimierung der aufwéndigen Produktion nattrlicher
AMP besonders durch chemische Synthese und durch strukturelle Veréanderungen hat zu
neuen Wirkstoffen gefiihrt, die teilweise bereits in klinischen Studien erprobt werden (Fjell et
al., 2012; Giles et al., 2004; Lipsky et al., 2008). Das seit langem Klinisch fiir die Therapie von
Infektionen mit multiresistenten Bakterien eingesetzte Colistin ist strukturell ebenfalls mit AMP

verwandt.

Die Erkenntnisse dieser und vorheriger Arbeiten sprechen also in Zusammenschau fiir eine
antimikrobielle in vivo Wirksamkeit von IL-26. Auch wenn tber mogliche Einsatzgebiete im
Zusammenhang der Osteoporose aul3erhalb infektiologischer Fragestellungen diskutiert
wurde (Peng et al., 2016), erscheint der therapeutische Einsatz von IL-26 wegen seiner proin-
flammatorischen Funktionen mittelfristig eher unwahrscheinlich, insbesondere bei Beriicksich-
tigung der erhéhten Mortalitat nach IL-26 Gabe im Sepsis-Mausmodell (Tu et al., 2019). Viele
immunologische, toxikologische, pharmakologische und galenische Fragestellungen gilt es
noch zu klaren und die Zukunft antimikrobieller Wirkstoffe dirfte am ehesten im Einsatz syn-
thetischer AMP liegen, bei denen infolge von Modifikationen unerwiinschte Funktionen ver-

mieden und erwiinschte Funktionen optimiert werden kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Das Kinozidin Interleukin 26 (IL-26) ist ein stark kationisches proinflammatorisches Zytokin mit
direkt antimikrobiellen Eigenschaften. IL-26 wird von verschiedenen Zelltypen wie T-Zellen und
Makrophagen produziert und kann epitheliale Zellen, Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen
und nach Komplexbindung mit freier DNA auch plasmazytoide dendritische Zellen zur Produk-
tion proinflammatorischer Zytokine stimulieren. Der proinflammatorischen Aktivitat entspre-
chend konnten Assoziationen von IL-26 mit chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie rheu-
matoider Arthritis, Spondyloarthritis, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Hepatitis B, Hepatitis C,
Vaskulitis, Psoriasis und Asthma hergestellt werden, bei denen in entziindeten Geweben und
auch im Plasma erhdhte IL-26 Konzentrationen nachweisbar sind. Au3erdem ist IL-26 auch in
der Lage, die Virusreplikation insbesondere bei Cytomegalovirus und Hepatitis-C-Virus zu

hemmen.

Auf Grund der strukturellen Ahnlichkeit zu antimikrobiellen Peptiden wurde IL-26 durch eine
andere Arbeitsgruppe auf mogliche antimikrobielle Aktivitat untersucht. Dabei wurde eine bak-
teriostatische Wirkung auf Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
und Staphylococcus aureus beschrieben. Enterococcus faecalis und Candida albicans waren
dabei nicht sensibel. Diese Studie war aber durch ihre Beschrankung auf Antibiotika-sensible
Typstamme und durch die Untersuchung der IL-26-Konzentration limitiert, bei der das bakteri-
elle Wachstum der untersuchten Kulturen auf 50 % reduziert wurde. Deshalb sollte in dieser
Arbeit die antiinfektive Aktivitat von IL-26 auf verschiedene Gram-positive und Gram-negative
Bakterienstamme unterschiedlicher Antibiotikasensibilitdt sowie auf Candida albicans unter
klar definierten Bedingungen untersucht und die quantitative Bakterizidie oder Fungizidie fur

90 % der untersuchten Kulturen ermittelt werden.

In dieser Arbeit konnte erstmalig die Bakterizidie von IL-26 gegen Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus und Acinetobacter baumannii durch standardi-
sierte, reproduzierte Experimente nachgewiesen und quantifiziert werden. Diese IL-26-Sensi-
bilitat war auch bei Vancomycin-resistenten Enterococcus-Spezies, einem Methicillin-resisten-
ten Staphylococcus-aureus-Stamm sowie multiresistenten Patientenisolaten von Acinetobac-
ter baumannii vorhanden. Des Weiteren konnte eine signifikante, aber schwache Fungizidie
gegenuber Candida albicans festgestellt werden. Eine Wirkung auf Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa konnte ausgeschlossen werden.

Insgesamt handelt es sich bei IL-26 also um ein proinflammatorisches Kinozidin mit bakterizi-
den, antiviralen und antimykotischen Eigenschaften, das neben seiner Wirkung gegen Acine-

tobacter baumannii und Candida albicans nahezu selektiv Gram-positive Erreger abtotet.
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6 Summary

The kinocidine Interleukin 26 (IL-26) is a highly cationic proinflammatory cytokine with direct
antimicrobial properties. IL-26 is produced by different cell types, such as T cells and macro-
phages and is capable of stimulating the production of other proinflammatory cytokines in ep-
ithelial cells, monocytes, macrophages, NK cells and, after complex formation with free DNA,
plasmacytoid dendritic cells. According to the proinflammatory activity, IL-26 was found asso-
ciated with chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis, spondylarthritis,
Crohn’s disease, ulcerative colitis, hepatitis B, hepatitis C, vasculitis, psoriasis, and asthma,
all in which elevated concentrations of IL-26 have been found in inflamed tissues and plasma.
Moreover, IL-26 is capable of inhibiting viral replication especially in cytomegalovirus and hep-

atitis C virus.

Based on its structural similarity with antimicrobial peptides, IL-26 was tested for possible an-
timicrobial activities by another research group. Bacteriostatic activities against Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus were de-
scribed. Enterococcus faecalis and Candida albicans were not sensitive to IL-26. However,
this study was limited due to its restriction to antibiotic-sensitive type strains and due to the
determination of the IL-26 concentration for a 50 % inhibition of bacterial growth. Therefore,
this project aimed at determining the anti-infective activities of IL-26 on various Gram-positive
and Gram-negative bacterial strains of different antibiotic sensitivity, as well as on Candida
albicans, under well-defined conditions. The anti-infective activities were studied quantitatively

for the 90 % bactericidal or fungicidal effects.

In this study, the bactericidal activities of IL-26 against Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus and Acinetobacter baumannii were shown and quantified for
the first time, by standardized and reproducible experiments. IL-26 sensitivity was also detect-
able in vancomycin-resistant Enterococcus species, methicillin-resistant Staphylococcus au-
reus and multi-resistant Acinetobacter baumannii isolates. Additionally, a significant but weak
fungicidal activity against Candida albicans was found. Effects against Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa could be ruled out.

In summary, IL-26 is a proinflammatory kinocidine with bactericidal, antiviral and antimycotic
activities, which is active against Acinetobacter baumannii and Candida albicans and kills

Gram-positive bacteria almost selectively.
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