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1. Antimikrobielle Peptide

1.1 Allgemeines zu angeborenem Immunsystem und antimikrobiellen Peptiden

Organismen, die lediglich iiber ein ,,primitives® Immunsystem verfiigen, welches ohne B- und
T-Zellen auskommt, sind in der Lage, ihren Korper wirkungsvoll gegen eindringende
Mikroorganismen zu schiitzen [Charlet et al, 1996]. Dieses Abwehrsystem, das sogenannte
angeborene Immunsystem, ist eine erste Barriere gegen Pathogene. Es ist auch beim
Menschen vorhanden und hat neben seiner urspriinglichen direkten Abwehrfunktion auch die
Aufgabe, das adaptive Immunsystem zu regulieren. Somit steht es rdumlich und zeitlich vor
dem adaptiven Immunsystem [Fearon et al, 1996; Matzinger et al, 1998; Medzhitov et al,
1997 (Cell)]. Das Innate Immune System leistet also folgende Aktivitdten: 1. Erkennung von
Mikroorganismen als fremd, 2. initiale Bekdmpfung und Eliminierung des Pathogens und 3.

Aktivierung des adaptiven Immunsystems.

Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind die sogenannten antimikrobiellen Peptide.
Als antimikrobielle Peptide werden Peptidmolekiile bezeichnet, die antimikrobielle Aktivitat
besitzen, weniger als 100 Aminosduren lang und von individuellen Genen kodiert sind.
Antimikrobielle Peptide sind natiirlich vorkommende Antibiotika. Solche Peptide mit
antimikrobieller Funktion wurden in allen Lebensformen, vom Bakterium bis hin zum
Menschen, gefunden und stellen so wohl einen der konserviertesten Mechanismen der
Evolution dar, den eigenen Organismus gegen aggressive Eindringlinge zu schiitzen [Ganz et
al, 1995 (Pharm. Ther.); Ganz et al, 1997; Lehrer et al, 1999]. Mittlerweile wurden weit mehr
als 100 unterschiedliche Molekiile beschrieben. Antimikrobielle Peptide von Vertebraten sind
in Abwehrzellen, wie Makrophagen oder Granulozyten, in Blutpldttchen und insbesondere
Epithelzellen exprimiert. Thr antimikrobielles Spektrum ist weit und umfasst gramnegative

und -positive Bakterien, Pilze und lipidumbhiillte Viren.

Das Innate Immune System bei Drosophila und bei Sdugern (Maus, Mensch) besitzt
homologe Rezeptoren, die Toll bzw. Toll Like Receptor (Tlr) genannt wurden [Lemaitre et al,
1996; Medzhitov et al, 1997 (Nature); Yang et al, 1998]. Diese Rezeptoren interagieren mit
konservierten Molekiilstrukturen auf der Oberfliche von Mikroorganismen, den sog.
Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP). Bei Insekten wird nach Aktivierung der
Toll-Rezeptoren iiber eine intrazelluldre Signalkaskade die Expression antimikrobieller
Peptide mit direkter antimikrobieller Funktion hochreguliert. Bei Sdugern trat im Laufe der

Evolution die wichtige Funktion hinzu, auch Zellen des adaptiven Immunsystems zu



stimulieren. Antimikrobielle Peptide dienen damit als Verbindungsglieder zwischen

angeborenem und adaptiven Immunsystem.

1.2 Gruppen antimikrobieller Peptide

Peptidantibiotika sind Bestandteil des Abwehrsystems von Tieren und Pflanzen [Boman et al,
1991; Zasloff et al, 1991]. Eine Einteilung kann verschiedenen Prinzipien folgen. Es konnen
Gruppen antimikrobieller Peptide nach Merkmalen der Sekundérstruktur des Molekiils
gebildet werden. So gehdren die Magainine des Frosches oder die Kathelicidine LL-
37/hCAP-18 der Sduger zu den linearen, a-helikalen Peptiden ohne Cysteine. Peptide mit
Cysteinen und Disulfidbindungen sind das Kathelicidin Protegrin des Schweines und die o-
und B-Defensine der Sduger. Zu den Peptiden mit ungewdhnlich hohem Anteil von ein oder
zwei spezifischen Aminosduren gehoren das PR-39 des Schweines und das Indolicidin des
Rindes. Eine andere Gliederung teilt die Substanzen aufgrund konservierter
Sequenzabschnitte in Familien ein. Mitglieder einer Familie zeichnen sich so durch
tibereinstimmende  Strukturcharakteristika aus (Homologie der Nukleotid- oder
Aminoséduresequenz), zum Beispiel die konservierten Cysteine der Defensine (Abbildung 1).
Das gemeinsame Strukturmerkmal der Kathelicidine ist ein hoch konservierter Proanteil des
Peptids. So unterscheiden sich Kathelicidine in der Lénge des aktiven C-terminalen Peptids

stark.

1.3 Familien antimikrobieller Peptide des Menschen

Beim Menschen kommen Peptide der Defensin-, Kathelicidin- und Histatinfamilie vor.

1.3.1 Defensine

Defensine sind antimikrobielle Peptide, die drei intramolekulare Disulfidbriicken besitzen und
hauptséchlich B-Faltblattstruktur aufweisen. a- und B-Defensine sind zwei Untergruppen, die
sich unter anderem in der Ausbildung der Disulfidbriicken unterscheiden (Abbildung 1)

[Ganz et al, 1995 (Pharm. Ther.)]. Derzeit sind beim Menschen sechs a-Defensine und sechs



3-Defensine bekannt, deren Gene auf Chromosom 8 gruppiert liegen. Defensinen sind zwei
Eigenschaften gemeinsam: Zum einen besitzen sie wegen des Vorkommens kationischer
Aminoséduren (Arginin und Lysin) bei neutralem pH eine positive Nettoladung, zum anderen
weist ihre dreidimensionale Struktur eine hydrophobe und eine hydrophile Seite auf
[Hancock, 1997]. Diese Struktureigenschaften sind fiir den Wirkungsmechanismus wichtig.
Abgesehen von diesen  Ubereinstimmungen variieren Defensine in  Linge,

Aminosduresequenz und Sekundarstruktur.

Prépro- | Pro- | reifes Peptid |
a-Defensin N| | | |C
Disulfidbriicken
Prépro- | Pro- | reifes Peptid |
B-Defensin N| | | ' |C
Cathelicidin
LL-37/hCAP-18  Priipro- |Pro- | reifes Peptid |

C
N| | | |

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Struktur antimikrobieller Substanzen. Nach
Abspaltung der Vorlduferanteile hat das reife Peptid antimikrobielle Funktion. o- und B-
Defensine zeichnen sich durch das Vorhandensein von drei intramolekularen Disulfidbriicken
aus, wobei die Lage der Cysteine und deren Verkniipfung unterschiedlich ist. Das
Charakteristikum der Kathelicidine ist eine hoch konservierte Proregion, die Cathelin genannt
wird. Das C-terminal gelegene reife Peptid ist dagegen sehr individuell. (modifiziert aus: Bals
R, Griese M. Kleinmolekulare antimikrobielle Substanzen der Atemwegsfliissigkeit. In:

Reinhardt D, Goetz M, Kraemer R, et al. Hrsg. Mukoviszidose. Heidelberg: Springer).



1.3.1.1 a-Defensine

a-Defensine sind zwischen 29 und 35 Aminosduren lang und weisen eine B-Faltblattstruktur
auf. a-Defensine des Menschen, Human Neutrophil Peptides 1-4 (HNP 1-4) finden sich vor
allem in den priméren (azurophilen) Granula neutrophiler Granulozyten, welche dafiir
bestimmt sind mit phagozytischen Vakuolen zu fusionieren [42]. Sie machen den Hauptteil
des Granulainhalts aus (bis zu 18% der gesamten Proteinmasse eines Neutrophilen) und
stellen einen wichtigen nicht oxidativen Mechanismus zur Abtdtung von Mikroorganismen
dar [Lehrer et al, 1991 (Cell)]. Humanes Defensin 5 und 6 (HD-5, HD-6) sind in Paneth-
Zellen des Diinndarms und zum Teil auch im Urogenitaltrakt exprimiert [Bevins et al, 1996],
werden jedoch auch in den Atemwegen gefunden. Neben der antimikrobiellen Aktivitit all
dieser Substanzen wurden auch Funktionen als Entziindungsmediatoren [Hiemstra et al, 1998]

und Ionenkanéle [Lencer et al, 1997; Maget-Dana et al, 1997] beschrieben.

1.3.1.2 R-Defensine

B-Defensine sind zwischen 36 und 42 Aminosduren lang und werden insbesondere an
epithelialen Oberflichen produziert [Zhao et al, 1996]. Die B-Defensine werden auf
Korperoberflichen gebildet, so beispielsweise auf der Haut [Harder et al, 1997], im
Urogenital- [Valore et al, 1998; King et al, 2003; Yamaguchi et al, 2002], Gastrointestinal-
und Respirationstrakt [McGray et al, 1997; Hiratsuka et al, 1998], aber auch in nicht-
epithelialen Geweben wie Herz- und Skelettmuskel und in Leukozyten [zitiert nach:
Schneider et al, 2005]. HBD-1 wird konstitutiv exprimiert, die Transkription und Sekretion
von HBD-2 dagegen wird durch inflammatorische Mediatoren stimuliert [Bals et al, 1998 (J
Clin Invest); Singh et al, 1998].

1.3.2 Kathelicidine LL-37/hCAP-18

Der einzige Vertreter dieser Familie beim Menschen wurde LL-37 (nach den beiden N-
terminalen Aminosduren des aktiven Peptids) oder hCAP-18 (Human Cationic Antimicrobial
Peptide) genannt [Gudmundson et al, 1996; Larrick et al, 1995]. Initial wurde LL-37/hCAP-
18 in sekunddren Granula von neutrophilen Granulozyten beschrieben, spiter wurde das

Peptid auch auf der Haut gefunden [Frohm et al, 1997]. In den Atemwegen wird LL-
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37/hCAP-18 in den gleichen Zelltypen produziert, in denen auch B-Defensine und andere
Abwehrsubstanzen gebildet werden [Bals et al, 1998 (Proc Natl Acad Sci)]. Nach
intrazelluldrer Speicherung werden Kathelicidine bei der Sekretion durch Endoproteolyse
aktiviert. Die Uberexpression von LL-37 mittels Gentransfermethoden resultierte in einer
Steigerung der lokalen Infektabwehr in Tiermodellen von zystischer Fibrose,
Lungenentziindung oder septischem Schock [Bals et al, 1999 (Infect Imun); Bals et al, 1998 (J
Clin Invest)].

1.4 Verwendung von antimikrobiellen Peptiden als Pharmaka: klinische Studien

Mit dem Ziel, antimikrobielle Peptide oder deren Derivate als Therapeutika zu entwickeln,
wurden mehrere Studien zur In-vivo-Toxizitdt und -Wirksamkeit antimikrobieller Peptide als
Tierexperimente oder als Phase-I- bis -III-Humanstudien durchgefiihrt. Dabei wurden meist
synthetische Substanzen verwendet. Eine Vielzahl von Tierstudien belegt, dass
antimikrobielle Peptide auch in vivo gegen Infektionen wirksam sind, wie gegen peritoneale
Infektionen der Maus mit Pseudomonas aeruginosa und im Stadium einer Sepsis [Gough et al,
1996]. Neben der antimikrobiellen Wirksamkeit besitzen einige antimikrobielle Peptide die
Eigenschaft, bakterielles Endotoxin (LPS) zu binden und zu inaktivieren. Die Gabe des
Cathelicidins LL-37 fiihrte zu einer protektiven Wirkung gegen die letalen Folgen einer LPS-
Applikation [Hirata et al, 1995]. Auch die endogene Uberproduktion dieses Peptids schiitzt in
einem murinen Modell gegen Lungeninfektion und Sepsis [Bals et al, 1999 (Infect Immun)].
Auch konnte in einem Tiermodell der zystischen Fibrose der Abwehrdefekt der
Atemwegszellen durch Uberexpression von LL-37 korrigiert werden [Bals et al, 1998 (J Clin
Invest)].

2. Defensine

2.1 Defensinsynthese

Die Gene, welche fiir Defensine kodieren, weisen Intron-Exon-Struktur auf [Ganz et al, 1994

(Curr Opin Immunol)]. Sie sind alle auf dem kurzen Arm des Chromosoms 8 lokalisiert und

sind in Clustern angeordnet.
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a-Defensine werden im allgemeinen als Pre-pro-peptidsequenzen kodiert, bestehend aus
einem ,,Precursor“-Molekiil mit 90-100 Aminosiduren und einer Amino (N)-terminalen
Sequenz (~ 19 Aminoséduren), einem anionischen Segment (~ 45 Aminosduren) und einem
Carboxy-terminalen reifen kationischen Defensin (~30 Aminosduren) [Daher et al, 1998 (Proc
Natl Acad Sci); Valore et al, 1992]. Das primére Translationsprodukt ist ein Pri-pro-peptid
(Abbildung 2), dessen N-terminales Zielpeptid beim Eintritt in das endoplasmatische
Retikulum abgespalten wird. Der Pro-peptidanteil, welcher oft negativ geladen ist
[Michaelson et al, 1992], hat moglicherweise die Funktion, die Aktivitit des eigentlichen
Peptids durch ladungsabhingige Interaktionen zu inhibieren [Valore et al, 1996; Liu et al,
1995].

Neutrophile o-Defensine werden in den neutrophilen Vorlduferzellen des Knochenmarks
(Promyelozyten) synthetisiert [Yount et al, 1995; Arnljots et al, 1998; Cowland et al, 1999].
Reife Neutrophilen, welche im Blut zirkulieren oder in entziindeten Geweben gefunden
werden, enthalten zwar grofBe Mengen an a-Defensin, synthetisieren diese jedoch nicht (und
auch die entsprechende mRNAs nicht). Lediglich kleine Mengen von partiell prozessierten
intermedidren Peptiden sind in reifen Neutrophilen detektabel. [Harwig et al, 1992]. Die fiir
die Prozessierung der a-Defensine verantwortlichen Enzyme sind noch nicht identifiziert

worden.

Speziell fiir die Prozessierung der Defensine in den Paneth’schen Zellen der Maus
(Kryptidine), ist die Metalloproteinase Matrilysin (MMP7) erforderlich. Maiuse, die
homozygot-rezessiv fiir das Matrilysin-Gen sind, konnen intestinale Prodefensine nicht zu
Defensinen aktivieren und sind empféanglicher fiir Infektionen mit Salmonella typhimurium
[Wilson et al, 1999]. Die Schliisselenzyme beim Menschen, die fiir die Prozessierung des
intestinalen Prodefensins HDS verantwortlich sind, sind alle 3 Formen des Trypsins, die von
den gleichen Paneth’schen Zellen synthetisiert werden, die auch das HDS5 synthetisieren,
speichern und sezernieren. Im Gegensatz zum a-Defensin 5 der Maus, dessen Aktivierung
durch die Metalloproteinase Matrilysin extrazelluldr geschieht [Wilson et al, 1999], werden
Defensine in humanen Paneth’schen Zellen als Vorldufermolekiile gespeichert, welche erst
nach deren Freisetzung aus den Granula modifiziert werden [Ghosh et al, 2002]. Dies wird

durch das Vorhandensein des Trypsin-Inhibitors a1-Antitrypsin unterstiitzt.

Die Struktur von B-Defensin Vorstufen ist einfacher, bestehend aus einer Signalsequenz, ein

kleines (oder fehlendes) Pro-Segment und das reife Peptid am C-Terminus. Das Fehlen eines
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anionischen Prosegments in B-Defensin Vorstufen im Gegensatz zu dem relativ groflen
anionischen Prosegment in o-Defensin Vorldufern, ist ein Unterschied, der bis jetzt nicht

ausreichend erklért wurde.

0 5 10 15 20 Kb
Exon 1 Intron Exon 2

— —

—
] //

MRNA ‘ / /
5 'UTRl 3'UTR
v v
N Pripro- Pro- reifes Peptid  C

Protein

Abbildung 2. Darstellung der genomischen Struktur eines antimikrobiellen Peptids zusammen
mit dem Aufbau der mRNA und des Peptids am Beispiel eines B-Defensins. Das Gen besteht
aus Exons, die von Introns unterbrochen werden. Nach Synthese der mRNA (UTR =
untranslated region, nicht translatierter Bereich) wird ein Prapropeptid gebildet, wobei fiir das
obige Beispiel das erste Exon des Gens fiir das Pra- und einen Teil des Propeptids kodiert und

das zweite Exon fiir das restliche Peptidmolekiil.
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2.2 Regulation der Defensinsynthese und —freisetzung

Humane neutrophile Defensine werden konstitutiv in Promyelozyten und frithen Myelozyten,
den Differenzierungsvorstufen der Neutrophilen, im Knochenmark synthetisiert [Cowland et
al, 1999]. Nach deren Reifung im Knochenmark und nachdem sie ihr Arsenal an Granula
gebildet haben, horen Granulozyten mit der Synthese weiterer Granula auf, werden ins Blut
freigesetzt und wandern in das Gewebe ein. Wihrend der Phagozytose von Pathogenen,
fusionieren defensin-reiche primire Granula mit phagozytischen Vakuolen in denen sie hohe

Defensinkonzentrationen generieren [Joiner et al, 1989].

Die Synthese von Defensinen in den Paneth’schen Zellen des Duodenums ist moglicherweise
ebenso konstitutiv. Thre Freisetzung ins Lumen der intestinalen Krypten erfolgt nach
Exposition zu Bakterien oder als Antwort auf cholinerge Stimuli [Ayabe et al, 2000]. Die
spezifischen Rezeptoren und Transduktionswege, welche die Defensinfreisetzung aus

Paneth’schen Zellen regulieren sind bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht identifiziert worden.

HBD1, welches vor allem im Urogenitaltrakt, aber auch in der Haut und anderen Epithelien,
exprimiert wird, scheint ebenfalls konstitutiv synthetisiert zu sein. Die HBD2 Synthese in der
Haut wird durch Bakterien induziert, iiber einen Pathomechanismus, dem die intermediére
Interleukin-1 (IL-1) Synthese [Liu et al, 2003] aus dendritischen Zellen oder Makrophagen
vorausgeht. [Tsutsumi-Ishii et al, 2003]. Die Induktion von HBD2 mRNA durch IL-1 ist
abhingig von der Interaktion des spezifischen nukledren Faktor -kB (NF-kB) (-205 bis -186)
mit dem p65-p50 NF-kB Heterodimer. Isomoto et al fanden erhdhte HBD2 Konzentrationen
im Magensaft von Personen mit einer Helicobacter pylori Gastritis im Vergleich zu
Gesunden, jedoch keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen in den Konzentrationen
des HBDI1 [Isomoto et al, 2005]. HBD3 [Sorensen et al, 2003] und HBD4 [Garcia et al. 2001]
werden durch NF-kB unabhidngige Mechanismen reguliert, welche noch charakterisiert

werden miissen.

2.3 Wirkungsmechanismus

Die Permeabilisation von Zielmembranen ist der entscheidende Schritt in der defensin-

mediierten antimikrobiellen Aktivitit und Zytotoxizitat.
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Defensine sind bei physiologischem pH positiv geladen. Dadurch kommt es zu Interaktionen
mit negativen Ladungen auf der Oberfliche von Mikroorganismen, insbesondere mit
Lipopolysacchariden (Abbildung 3). Diese ladungsabhidngigen Interaktionen verleihen
Defensinen eine relative Spezifitit gegeniiber Zellmembranen von Bakterien, da diese im
Allgemeinen mehr negative Ladungen aufweisen [Fujii et al, 1993] als eukaryontische Zellen.
Nach der ladungsabhédngigen Interaktion mit negativ geladenen Oberflichenmolekiilen der
Zielzelle kommt es zu Wechselwirkungen mit der Membran [Hristova et al, 1997; Lohner et
al, 1997]. Durch ihren amphipathischen Charakter lagern sich Defensine in die Membran ein
(Abbildung 3). Die Ausbildung von Kanidlen durch die zytoplasmatische Membran mit
Zusammenbruch des Membranpotentials fiihrt schlieBlich zum Untergang der betroffenen

Zelle.

In Experimenten mit kiinstlichen Membranen bestehend aus Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin im Verhiltnis 2:2:1 hat sich gezeigt, dass die
Defensine NP1 (Kaninchen) und HNP1 (Mensch) Kandle formten, wenn ein negatives
Potential an der Membranseite gegeniiber der defensin-haltigen Losung angelegt wurde
[Kagan et al, 1990]. Dieser Effekt blieb aus wenn kein transmembrandres Potential extern
angelegt wurde [Fujii et al, 1993]. Bakterielle Modelle (Escherichia coli ML-35) [Lehrer et al,
1989] und die Saugetier-Zelllinie K562 [Lichtenstein et al, 1991], wurden nach der
Behandlung mit Defensinen permeabel fiir kleine Molekiile wie chromogene Enzymsubstrate.
Der beobachtete Austritt von Farbemarkern implizierte, dass Kanéle (ionen- oder
wasserpermeable Strukturen in der Membran) gebildet werden. Unter Verwendung von
Markern unterschiedlicher Grof3en wurde die Porengrofle auf 25 Angstrom eingeschitzt und

ein Model einer solchen Pore in Form eines Hexamers bestehend aus 3 Dimeren postuliert.

Fiir manche Defensine erfolgte der Austritt von Markern aus Vesikeln in einem ,,Alles-oder-
Nichts“-Mechanismus [Wimley et al, 1994], darauf hinweisend, dass die gebildeten Poren
stabil waren. Trotzdem ist die stabile Porenbildung nicht die einzige Mdglichkeit der
Interaktion  zwischen Defensinen und Membranen. Die noch kationischeren
Kaninchendefensine bilden Poren, die zu einem partiellen Austritt von Markern flihren, was
auf Instabilitdt hindeutet. Es ist moglich, dass sich die hoch-kationischen Defensinmolekiile

des Kaninchens gegenseitig absto3en, so dass die Poren destabilisiert werden.

Eine einheitliche Hypothese iiber den Effekt der Membranpermeabilisation wird dadurch

kompliziert, dass es zwischen den Defensinen Unterschiede beziiglich Netto-Ladung,
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Aminosédurensequenz und quartire Struktur (Monomere versus Dimere) gibt. Es ist denkbar,
dass sich diese Unterschiede in der Evolution so heraus kristallisiert haben, damit die
Defensine differenziert mit Bakterien interagieren. Eine weitere Komplexizitit entsteht aus
der Tatsache, dass die flexiblen basischen Seitenketten der Aminosduren verschiedenartige
Interaktionen mit den Phospholipidgruppen oder Wasser eingehen konnen. Die Interaktionen
von Defensinen mit der Zellmembran wurden zwar in verschiedenen Modellen beschrieben
[Wimley et al, 1994], aber es gibt nur rudimentire experimentelle Daten beziiglich der

Struktur der Defensinkomplexe in der Membran.

In anderen Experimenten wurden grofle Vesikel bestehend aus dem negativ geladenen
Phospholipid Palmitoyloleoylphosphatidylglycerol durch das humane Defensin HNP2
permeabilisiert, wobei die Zugabe von neutralen Phospholipiden zum Lipidgemisch sowohl
das Binden der Defensine als auch die Permeabilisierung der Membran inhibierte [Wimley et
al, 1994]. Unter diesen Bedingungen blieb das Absterben der Bakterien aus, eine Tatsache,
die die Bedeutung der Permeabilisierung fiir die bakterizide Wirkung der Defensine
demonstriert. Andererseits konnten permeabilisierte K569 Zellen innerhalb einer Stunde
»gerettet” werden, indem man das Defensin entfernte. Dies kdnnte auf zusétzlich intrazellulér
ablaufenden Mechanismen (Interaktionen mit periplasmatischen und zytoplasmatischen

Makromolekiilen), die zum Zelltod beitragen, hindeuten [Lichtenstein et al, 1991].

Weiterhin sind noch andere Wirkungsmechanismen von Defensinen beschrieben worden, die
zum Teil spezifische Interaktionen mit Rezeptormolekiilen oder Interaktionen mit
intrazelluldren Molekiilen beinhalten. Manche Defensine binden an Membranglykoproteine
[Wang et al, 2003] und entfalten eventuell dadurch ihre Aktivitit. Hierzu zéhlt z.B. das
Cathelicidin PR-39, ein antimikrobielles Peptid, das aus dem Darm und neutrophilen
Granulozyten des Schweins isoliert wurde [Agerbeth et al, 1991; Shi et al, 1994]. Die
antibakterielle Funktion beruht nicht auf der Ausbildung von Membranporen, sondern auf der
Bindung an intrazelluldre Rezeptoren. Dieses Peptid spielt eine Rolle bei der Wundheilung
[Gallo et al, 1994], bei der Attraktion von Neutrophilen [Huang et al, 1997], sowie bei der
Angiogenese [Li et al, 1999].
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Abbildung 3. Wirkungsweise kationischer antimikrobieller Peptide. Zwischen dem positiv
geladenen Peptid und der negativ geladenen Oberfliche von Mikroorganismen
(Lipopolysaccharide) kommt es zu Wechselwirkungen (1). In ausreichender Konzentration
vorhanden, bilden die Peptide aufgrund ihrer amphipathischen Eigenschaften Poren in den
Biomembranen (2), wobei die hydrophobe Seite der Peptidmolekiile nach auflen hin zu den
Membranlipiden gerichtet sind und die hydrophilen Seiten die Poreninnenwand bilden. Die
Ausbildung dieser Poren fiihrt schlieBlich in kurzer Zeit (Minuten) zur Abtotung des
Pathogens.

Beziiglich der Struktur der Defensinkomplexe in der Membran gibt es nur rudimentdre
experimentelle Daten.

Es gibt Beweise dafiir, dass Defensine —nach Penetration der Zellwand- auch mit
periplasmatischen und zytoplasmatischen Makromolekiilen interagieren koénnen. Diese
Interaktionen konnten ebenso zum letalen Effekt von Defensinen auf Mikroorganismen

beitragen.

2.4 Weitere Aktivitaten der Defensine

Verschiedenen Defensinen wird eine chemotaktische Aktivitdt auf Monozyten, T-Zellen und

dendritischen Zellen zugeschrieben [Territo et al, 1989; Chertov et al, 1996; Yang et al, 1999;
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Yang et al, 2000]. Im Falle von HBD1 und HBD2, kénnte die Rekrutierung von Gedichtnis
T-Zellen und unreifen dendritischen Zellen auf die Bindung dieser Defensine an den
Chemokin-Rezeptor CCR6 zuriickgefiihrt werden [Yang et al, 1999]. Die physiologische
Bedeutung dieser Interaktion ist noch nicht eindeutig geklirt. Es ist trotzdem denkbar, dass
HBD?2, vor allem z.B. in hohen Konzentrationen bei einer Dermatitis, mit dem natiirlich
vorkommenden CC Chemokinligand 20 (CCL20) kompetitiert. Eine strukturelle Analyse der
Rezeptorbindungsregion des CCL20 zeigte signifikante Ahnlichkeiten zum HBD2. Humane
neutrophile Defensine HNP1-3 wirken chemotaktisch auf Monozyten [Territo et al, 1989],
naive T-Zellen und unreife dendritische Zellen [Yang et al, 2000], wobei noch kein
spezifischer Rezeptor identifiziert wurde.

Manche Defensine bekannt als Kortikostatine [Zhu et al, 1987; Zhu et al, 1989; Solomon et
al, 1991] antagonisieren die Wirkung des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) indem sie an
den ACTH-Rezeptor binden [Tominaga et al, 1990] ohne diesen zu aktivieren. Die

physiologische Rolle dieser in vitro Interaktion ist noch nicht geklért.

Das murine B-Defensin 2 wirkt als ein Peptidadjuvant wenn es an ein nicht-immunogenes
Tumorantigen gekoppelt wird [Biragyn et al, 2002]. Diese immunstimulatorische Aktivitét
scheint iiber den Toll-like Rezeptor 4 (TLR 4) und die Ausreifung von dendritischen Zellen
zu geschehen. Eine weitere beschriebene Aktivitdt mancher Defensine in bereits nanomolaren
Konzentrationen ist ihre Fahigkeit nifedipin-sensitive Kalzium-Kanile in Sadugetierzellen zu
aktivieren [MacLeod et al, 1991; Bateman et al, 1996]. Die strukturelle Basis dieses Effektes
ist nicht bekannt. Bestimmte Defensine der Paneth’schen Zellen der Maus aktivieren die
Chloridsekretion, moglicherweise durch Formung von Kanédlen in der apikalen Membran

epithelialer Zellen [Lencer et al, 1997; Merlin et al, 2001].

2.5 Defensinwirksamkeit

In-vitro-Versuche, bei denen gereinigte Defensine verwendet wurden zeigten eine
antimikrobielle Aktivitit dieser Substanzen gegeniiber nicht nur grampositiven und -
negativen Bakterien, sondern auch gegeniiber Pilzen und umhiillten Viren [Lehrer et al, 1985;

Dabher et al, 1986; Hancock et al, 1997].

Die antimikrobielle Aktivitit von Defensinen zeigt sich besonders unter den Bedigungen

geringer lonenstirke [Selsted et al, 1984; Selsted et al, 1985; Lehrer et al, 1988 (J Clin
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Invest)] und niedrigen Konzentrationen an divalenten Kationen, Plasmaproteinen oder
anderen interferrierenden Substanzen. Unter diesen optimalen Bedingungen wird eine
antimikrobielle Aktivitdt schon bei Konzentrationen von 1-10pg/ml beobachtet. Ein Anstieg
von Salzkonzentration und Plasmaproteinen inhibiert kompetitiv die antimikrobielle Aktivitét
von Defensinen. Das Verschwinden der Aktivitit von Defensinen bei hohen
Salzkonzentrationen ist ein weiterer Tatbestand, der die Bedeutung von elektrostatischen
Kriften zwischen den anionischen Phospholipidgruppen und den kationischen Defensinen
unterstiitzt. Manche Defensine wirken in hoheren Konzentrationen zytotoxisch auf

Saugetierzellen [Lichtenstein et al, 1986; Lichtenstein et al, 1988; Lichtenstein et al, 1991].

Obwohl ihre antimikrobielle Aktivitit in vitro nicht so hoch ist wie die einiger
konventioneller Antibiotika, liegen minimal inhibitorische Konzentrationen (MIC) gegen
multiresistente Organismen mit 1 bis 8 pg/ml im Bereich potenter Antibiotika.
Antimikrobielle Peptide toten Bakterien im Gegensatz zu konventionellen Antibiotika im
Verlauf weniger Minuten, sie sind mikrobizid. Fiir einige Substanzen konnte ein Synergismus
mit chemischen Antibiotika oder mit korpereigenen Abwehrsubstanzen, wie Lysozym oder
Lactoferrin, nachgewiesen werden [Bals et al, 1998 (J CLin Invest); Bals et al, 1998 (Proc
Natl Acad Sci)]. Neben der mikrobiziden Wirkung besitzen Peptidantibiotika eine Aktivitat
gegen Endotoxin [Bals et al, 1999 (Infect Immun); Hirata et al, 1995]. Es sind einige
Mechanismen der Resistenzentwicklung gegeniiber antimikrobiellen Peptiden beschrieben
worden, im Allgemeinen besteht jedoch eine ausgesprochen geringe Tendenz zur Ausbildung
von Resistenzen [Hancock et al, 1997]. Mechanismen zur Resistenzentwicklung umfassen
Verdanderungen von Effluxpumpensystemen [Shafer et al, 1998] oder die Modifikation von
Oberfliachenbestandteilen der duBeren Hiille von Mikroorganismen [Lysenko et al, 2000;

Peschel et al, 1999].

Experimente mit Mausen lieferten bedeutende Hinweise auf die protektive Rolle von
Defensinen in den friihen Stadien der Entziindung. Dabei erwiesen sich Modelle mit
transgenen Mausen als sehr hilfreich, wie z.B. der Vergleich von Méusen des Wildtyps mit
Matrilysin-knockout-Médusen, die nicht in der Lage sind, murine intestinale Defensine zu

aktivieren.

Intestinale Segmente von Wild-Typ-Maiusen enthalten und sezernieren in vitro eine groflere
antimikrobielle Aktivitdt als Matrilysin-knockout-Mause [Ayabe et al, 2000]. Nach oraler

Gabe von E. coli ist die Anzahl lebender Bakterien im proximalen Intestinum von Wildtyp-
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and Matrilysin-knockout-Mdusen &hnlich, wobei die Wildtyp-Mduse niedrigere
Bakterienzahlen im mittleren und distalen Intestinaltrakt -den Orten mit der hochsten Dichte
an Paneth’schen Zellen- zeigen. Auflerdem kann bei den Maédusen des Wild-Typs die
antimikrobielle Aktivitdt groBtenteils durch defensin-spezifische Antikorper neutralisiert
werden. Dies deutet darauf hin, dass Defensine fiir den groften Teil der Aktivitét
verantwortlich sind. Kiirzlich wurde ein Modell beschrieben, bei dem transgene Méuse das
humane HDS Defensingen der Paneth’schen Zellen exprimieren [Salzman et al, 2003]. Das
HDS5 hat, verglichen mit den Defensinen der Paneth’schen Zellen der Maus, eine groBere
antibakterielle Potenz gegeniiber dem Mauspathogen S. typhimurium. HD5-transgene Mause
sind vollkommen geschiitzt vor S. typhimurium-Infektionen, auch bei Verabreichung oraler
Dosen, welche fiir die Wild-Typ Méuse letal waren. Ein Schutz vor Infektion war innerhalb
von 6 Stunden zu beobachten, korrelierte mit geringeren Zahlen von S. typhimurium im
intestinalen Lumen und verhinderte die Ausbreitung der Infektion auf andere Organe. Der
Effekt des transgenen Defensins ist lokal, da die intraperitoneale Inokulation mit
Uberbriickung des Intestinums die gleiche Mortalitit bei den transgenen und den Wild-Typ
Maiusen verursachte. Die spezifisch im Intestinallumen ablaufenden Effekte des transgenen
Defensins frithzeitig im Verlauf der Infektion, liefern den stirksten Beweis dafiir, dass
Defensine als lokal sezernierte Antibiotika wirksam sind. Leider fehlt es Méausen an
granulozytiren Defensinen und die transgene Expression von humanen granulozytiren
Defensinen fiihrt zu relativ geringen Konzentrationen an reifen Defensinen in Granulozyten
(R. Linzmeier und T. G., unpublizierte Ergebnisse). Méuse defizient an murinem B-Defensin
1 zeigen lediglich milde Defekte [Morrison et al, 2002; Moser et al, 2002] in der Wirtsabwehr
des urogenitalen und respiratorischen Traktes, moglicherweise aufgrund der Redundanz unter

den murinen Defensingenen.

Sun et al. haben postuliert, dass die humanen B-Defensine, insbesondere HBD1 und HBD2,
die in hohem MaBl vom Epithel der Mundschleimhaut exprimiert werden, eine HIV-
Infizierung in einer dosisabhingigen Weise und in Konzentrationen wie man diese Defensine
in der Mundhohle vorfindet, verhindern konnen. Dies konnte mit ein Grund des relativ
geringeren Risikos der Ansteckung mit HIV auf oralem Wege sein [Sun et al, 2005]. Die
Ubersichtsarbeit von Papo et al liefert gesammelte vielversprechende Ergebnisse beziiglich
einer antikanzerogenen Wirksamkeit von antimikrobiellen Peptiden, wobei die genauen
molekularen Mechanismen noch unklar sind [Papo et al, 2005]. Aufgrund der Tatsache, dass
Defensine in entziindeten Geweben in hoher Konzentration vorhanden sind und dass Zellen

auf den Einfluss von Defensinen hin proinflammatorische Signale generieren, [Van Wetering
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et al, 1997] konnten Defensine zur Gewebelésion beitragen, vor allem in der Lunge [Zhang et
al, 2001]. Im Verlauf der Akkumulation von Neutrophilen bei Atemwegsentziindungen
kommt es in den Atemwegen zu hohen Konzentrationen an a-Defensinen, die zytotoxische

Effekte zur Folge haben konnen [Hiemstra et al, 1998; Soong et al, 1997].

2.6 Beziehung zur Pathogenese von Erkrankungen

Genauso wie eine Vielzahl von Indizien darauf hinweist, dass antimikrobielle Peptide fiir die
Abwehr des menschlichen Organismus eine wichtige Rolle spielen, so existieren auch
Hypothesen iiber Beziehungen zwischen Ausféllen der Funktion antimikrobieller Peptide und
das Auftreten von Krankheiten. Ein wichtiger Grund dafiir ist, dass das Abwehrsystem des
Menschen ein duflerst komplexes Gefiige zahlreicher Faktoren ist, deren isolierte Funktion

nur schwer experimentell zu erfassen ist.

Eine mogliche Rolle der Defensine in der Pathogenese von Erkrankungen kann am Beispiel
der zystischen Fibrose gezeigt werden. Die zystische Fibrose (ZF) ist eine autosomal-rezessiv
vererbte Erkrankung, die durch eine Mutation im sogennanten ,,cystic fibrosis transmembrane
regulator“- (CFTR-) Gen -charakterisiert ist. Dieses Gen kodiert fiir einen defekten
Chloridkanal, der in allen exokrinen Driisen die Bildung zdher Schleimsekrete bewirkt. Die
Hauptursache fiir Morbiditét und Mortalitdt bei zystischer Fibrose ist die Ateminsuffizienz
aufgrund einer progressiven Destruktion der Atemwege und Lungen durch rekurrente
Infektionen. Typischerweise werden die epithelialen Oberfldchen in Nase, Sinus und unteren
Atemwege schon im Kindesalter mit S. aureus, Haemophilus influenza und Pseudomonas
aeruginosa kolonisiert. Smith et al. [Smith et al, 1996] haben vorgeschlagen, dass der Defekt
der epithelialen Wirtsabwehr das Ergebnis der Inhibierung der Defensinaktivitdt aufgrund der

abnormalen ionischen Zusammensetzung der Atemwegsfliissigkeit bei zystischer Fibrose ist.

Die diinne Fliissigkeitsschicht auf dem respiratorischen Epithel hat normalerweise eine
niedrigere Salzkonzentration im Vergleich zum Blutplasma. Dies begiinstigt die
elektrostatischen Wechselwirkungen von Defensinen und anderen kationischen Peptiden mit
den Zielzellen. Bei der zystischen Fibrose ist die Féhigkeit Natriumchlorid von der
epithelialen Fliissigkeit zu absorbieren durch den Mangel an funktionierenden Chloridkanélen
eingeschrinkt. Folglich ist die Natriumkonzentration der respiratorischen Fliissigkeit erhoht
und die Aktivitit von Defensinen und anderen kationischen antimikrobiellen Peptiden

erniedrigt (,,high salt“-Hypothese). Die Rolle der Defensine in der Pathogenese der zystischen
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Fibrose bleibt jedoch spekulativ. Andere Hypothesen sind ebenso vorgeschlagen worden

[Matsui et al, 1998; Wine et al, 1999; Verkman et al, 2003].

Weitere Beispiele sind angeborene Stérungen in der Ausreifung von Granulozyten, die
klinisch durch gehéufte bakterielle Infektionen charakterisiert sind [Ganz et al, 1988 (J Clin
Invest)]. In weiteren Studien wurden Polymorphismen in HBD1 Genen mit erhohter
Anfilligkeit fiir chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen [Matsushita et al, 2002] und mit
hohen Inzidenzen von oraler Candidiasis bei Diabetikern [Jurevic et al, 2003] in Verbindung
gebracht. Eine Storung der antimikrobiellen Abwehr durch die intestinalen Paneth’schen
Zellen scheint ebenso ein kritischer Faktor in der Pathogenese des M. Crohn zu sein
[Wehlkamp et al, 2005]. Einige Befunde weisen auf eine Rolle der Defensine in der
Pathophysiologie der Hyperlipidimie und Atherosklerose hin. In den Experimenten von
Higazi et al [Higazi et al, 1997] forderten Defensine sowohl die Bindung von Lipoprotein (a)
an endothelialen Zellen und glatten Muskelzellen als auch dessen Internalisierung. Weiterhin
wurde gezeigt, dass Defensine stabile Komplexe mit Lipoprotein (a) und LDL bilden, die in
der GefdBintima ,,gefangen“ bleiben und so zu einer Akkumulation von Lipiden im
Extrazellularraum fiihren [Bdeir et al, 1999]. Der Effekt von Defensinen auf die Angiogenese
und die Interferenz mit der Entwicklung funktioneller Vasa vasorum in der GefaBwand
(klinisch bedeutsam bei der Aortendissektion und der KHK) wurde von Chavakis et al.
[Chavakis et al, 2004] beschrieben. Schliesslich besitzen Defensine antifibrinolytische
Aktivitdt und kdnnten so eine Rolle in thrombotischen mikrovaskuldren Okklusionen spielen

[Higazi et al, 1996]. Die Signifikanz all dieser Ergebnisse in vivo bedarf weiterer Priifungen.

3. Das Fettgewebe

Das Fettgewebe als Bindegewebsform besteht zu bis zwei Dritteln aus reifen Adipozyten, die
durchsetzt sind von verschiedenen anderen Zelltypen, beispielsweise Prdadipozyten in

unterschiedlichen Differenzierungsphasen und Fibroblasten [Ailhaud et al, 1992]

In normalgewichtigen Menschen macht das Fettgewebe 8-20 kg aus [Jequier et al, 1999],
wobei dieser Anteil durch das Nahrungsangebot reguliert wird, was die Hauptaufgabe dieses
Organs impliziert: Das Fettgewebe speichert Energie in Form von Triacylglycerolen bei
Kalorieniiberfluss, bei Nahrungsmangel werden diese Brenstoffe als Fettsduren freigesetzt.

AuBerdem dient das Korperfett der Warmeisolierung, polstert bestimmte Organe und federt

mechanische StoBwirkungen ab. Die Thermogenese ist eine Besonderheit des braunen
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Fettgewebes, das sich aus plurivakuoldren Fettzellen mit mehreren Fetttropfchen und vielen
Mitochondrien zusammensetzt, wihrend die Adipozyten des weillen Fettgewebes als
univakuolidr zu charakterisieren sind [Jequier et al, 1999]. Die Expression des Protonenkanals
Thermogenin (UCP 1) in Adipozyten des braunen Fettgewebes fiihrt hier zur Entkopplung
von Protonengradient und ATP-Synthese bei der oxidativen Phosphorylierung in der
mitochondrialen Atmungskette, wobei die frei werdende Energie als Wéarme abgefiihrt wird

[Trayhurn et al, 1996].

Dariiber hinaus ist in den letzten Jahren die Funktion des Fettgewebes als endokrines Organ,
das eine Reihe von Hormonen und anderen Signalmolekiilen synthetisiert und sezerniert,
immer deutlicher geworden [Mohamed-Ali et al, 1998]. An dieser Stelle erwihnt seien die
Produktion von Zytokinen (TNFa, IL-6) [Kern et al, 1995], ASP (acylation stimulating
protein) [Maslowska et al, 1997], Angiotensin II [Schling et al, 1999], sowie die Sekretion des
Proteohormons Leptin, das eine wichtige Rolle bei der Regulation des Korpergewichtes spielt
[Friedman et al, 1998], und Resistin, welches als Bindeglied zwischen Adipositas und

Diabetes diskutiert wird [Steppan et al, 2001].

Das Omentum majus insbesondere wurde als Ort von Antikorpersynthese dargestellt (Walker
et al, 1961). Es wird in der Abdominalchirurgiec empirisch dafiir verwendet, um
Anastomosefldachen ,,abzudichten* und somit der Ausbreitung von Peritonitiden vorzubeugen
(Allgdwer et al in ,,Chirurgische Gastroenterologie®, Springer Berlin-Heidelberg-New York
1981, S.: 1076-1078; Dziri et al, 1999).

4. Ziel der Studie:

Existiert in der menschlichen Bauchhohle ein lokales antibakterielles System durch die
ortsstéandige Synthese antibiotischer Peptide (Defensine)?

Obwohl die Korperoberflichen des Menschen einer mannigfaltigen Anzahl von Bakterien
ausgesetzt sind, ist eine Infektion der Haut oder anderer Organe bei einer Verletzung nicht
zwangsliufig der Fall. Im Gegenteil kommt es in der iiberwiegenden Anzahl der Fille zu
einer Heilung, ohne dass Zeichen einer Entziindung auftreten. So ist eine bakterielle
Peritonitis auch bei der ambulanten Peritonealdialyse (CAPD), trotz permanenter
Entziindungsstimuli aufgrund der Exposition mit der Spiilldsung und dem Spiilkatheter eine

seltene Komplikation. Inwieweit Zellen, welche die Grenzflichen der Bauchhohle bilden,
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durch die Synthese von Peptiden mit antimikrobieller Aktivitit (Defensinen) zur Infektabwehr
beitragen, war Gegenstand dieser Studie. Ziel war der Nachweis der Synthese von Defensinen
innerhalb der humanen Peritonealh6hle und die Identifikation des Defensin exprimierenden

Zelltypes.
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5. Material und Methoden

5.1 Material (Granulozyten, Duodenum, Adipozyten)

Aus dem Blut freiwilliger gesunder Personen wurden mit der weiter unter beschriebenen
Methode nach Ficoll Granulozyten isoliert. Granulozyten dienten in unseren Experimenten als
positive Kontrolle fiir das humane a-Defensin 1-4 (HNP 1-4), da sie dies in groBen Mengen
enthalten.

Wiéhrend endoskopischer Untersuchungen mit Biopsieentnahme (Chirurgische Klinik
Miinchen Innenstadt) wurden Duodenum-Proben gewonnen und uns zur Verfiigung gestellt.
Duodenum war die positive Kontrolle fiir das humane a-Defensin 5 (HNP 5).
Omentum-Gewebe fiir die Isolierung von Adipozyten wurde wihrend einer Laparotomie oder
bei einer offenen bauchchirurgischen Intervention entnommen.

Die Methodik der RNA- und Proteingewinnung wird in dieser Arbeit fiir die Adipozyten
beschrieben. Entsprechend wurde fiir die Gewinnung von RNA und Protein aus Granulozyten

und aus Duodenum vorgegangen.

5.2 Granulozytenisolierung (Methode nach Ficoll)

12 ml Histopaque 1119 (Sigma diagnostics) werden in ein 50ml Réhrchen gegeben und mit
12 ml Histopaque 1077 (Sigma diagnostics) iiberschichtet. Beide Histopaque-Losungen
werden dann vorsichtig mit 24 ml Heparin-Blut {iberschichtet. Die Losung wird anschliessend
bei 700 g fiir 30min ohne Bremse zentrifugiert. Im ersten Gradient nach Zentrifugation
befinden sich dann die PBMCs, die abgenommen werden und im zweiten Gradienten die
Granulozyten, die auch vorsichtig abgenommen, in ein Eppendorff-Gefal3 iibertragen und
kurz herunterzentrifugiert werden. Beim Abnehmen der Granulozyten ist darauf zu achten,
moglichst keine Erythrozyten mit aufzunehmen. Die Granulozyten werden dann 2 Mal mit
PBS (Gibco) gewaschen und zwischen den Waschschritten jeweils 10 Minuten bei 200 g

zentrifugiert.
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5.3 Isolierung von Adipozyten aus dem Omentum

Da das Augenmerk unserer Untersuchungen auf die Adipozyten des Omentums gerichtet war,
mussten diese isoliert und gereinigt werden. Deswegen wurde Omentum-Gewebe innerhalb
kurzer Zeit aus dem OP in 0,9%-iger NaCl-Losung bei Raumtemperatur -Adipozyten
degradieren bei 4°C- und unter sterilen Bedingungen ins Labor gebracht. Im Folgenden wird
die Methodik der Fettzellisolierung beschrieben. Die gesamte Prozedur findet unter der

Zellhood unter sterilen Bedingungen statt [Rodbell, 1964, modifiziert]:

Erst wird das Gewebe grob von Bindegewebe und sichtbaren Blutgefilen befreit und mit
einem Skalpell zerkleinert, bevor es in die ,,Verdau“-Losung iiberfiihrt wird. Pro Gramm
Gewebe wird 1 ml DMEM-Medium (Life Technologies) ohne FCS (Bio Whittaker) (z.B. 10
ml Losung fiir 10g Gewebe) verwendet. Dafiir wird pro ml Medium 1 mg Kollagenase
(Kollagenase Typ 1, N° C1-22 von Biochrom) und 15 mg Rinderserumalbumin bei
Raumtemperatur geldst. Das Gewebe wird anschliessend fiir 30-60 Minuten im Wasserbad

bei 37°C inkubiert und die Losung intermittierend 1-2 mal vorsichtig manuell geschiittelt.

Es folgt die Filterung des verdauten Gewebes durch einen 250 um Filter zur Entfernung der
groben Stiicke. Die gefilterte Losung wird dann 15 min bei Raumtemperatur stehengelassen.
Auf diese Weise steigen die leichten -da lipidreichen- Adipozyten auf und es bildet sich eine
braunliche Phase, die Adipozyten enthilt. Ist diese Phase hellgelb, dann sind die Adipozyten
noch intakt, geben die Zellen hingegen ihr Fett ab, farbt sich die Phase gelb-braunlich.

Die Adipozyten werden mit einer grolumigen Glaspipette abgenommen, mit dem doppelten
Volumen an 0,9%iger NaCl-Losung, die 4% BSA enthielt, vorsichtig versetzt und bei 400 g
fir 1 Min zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird noch weitere 3 Male wiederholt. Dabei
werden alle anderen Zelltypen pelettiert, viele Adipozyten gehen durch den
Zentrifugationsschritt andererseits zugrunde. Auf diese Art und Weise erhélt man jedoch

hochgereinigte Adipozyten [Rodbell, 1964].

Auf der Suche nach Defensin-synthetisierenden Zellen innerhalb der Peritonealhdhle und
unter dem Verdacht des Adipozyten als Defensin-Produzenten wurde das Augenmerk auf die

Fettzelle gerichtet.

Basierend auf der von Rodbell beschriebenen Methode der Adipozytenisolierung bzw. —
purifizierung, wurden vom Omentum Adipozyten isoliert und in die weiteren Experimente

eingesetzt, ndmlich die RT-PCR, den Western Blot und die Immunhistochemie.
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1 mg Kollagenase /ml -
+ 15mg BSA/ml DMEM __a,&

Isolierung von Adipozyten aus humanem Omentum

(Separierung von Endothelzellen, Mastzellen, Makrophagen)

Zentrifugieren
‘ 4 x bei 400 g

250um Filter | mit Waschen
dazwischen

<

AN 4

— Stimulation der Adipozyten . RNA (RT-PCR, TagMan) und
mit Bakterien und Zytokinen Protein (Western Blot)
(Staph. aureus, E. coli, Pseud.
aeruginosa, TNF-a, IFNy,
LPS)

Abbildung 4: Isolierung von Adipozyten nach Rodbell (1964, modifiziert) und Schema der

weiteren Verarbeitung in der vorliegenden Arbeit

5.4 Kultur von Adipozyten und Stimulationsexperimente

Die isolierten Adipozyten wurden in 6- oder 12-well Platten in DMEM Medium mit 10 %

FCS (hitzeinaktiviert) ausgesit und entweder

unstimuliert belassen, oder durch Zugabe ins Kulturmedium mit
TNF-a (20 ng/ml)

IFN-y (40 ng/ml)

LPS (1 pg/ml)

Bakterien (Pseudomonas aeruginosa, E. coli, 2 Staph. aureus-Stdmme)

stimuliert. Soweit nicht anders beschrieben wurden die Zellen 20 Stunden stimuliert.

26



5.5 RNA-Isolierung: Methode nach Chomczynski and Sacchi, 1987 (modifiziert)

Die isolierte Fettzellsuspension wird im Verhéltnis 1:1 mit Solution D versetzt, um die Lyse

der Zellen zu erzielen. So z.B. 800 pl Solution D fiir die gleiche Menge an

Adipozytensuspension (auf diese Ausgangsmenge beziehen sich auch die weiter aufgefiihrten

Werte). Um die Adipozyten vollstindig zu lysieren, wird das Lysat ca. 30 Minuten lang bei 4°

C geschiittelt. Dabei geben die Zellen ihr Fett ab, welches bei 4° C den sog. ,,fat cake* bildet,

der entfernt werden kann. Der Rest kann weiter verarbeitet oder bei —20° C aufbewahrt

werden. Die weitere Prozedur beinhaltet folgende Schritte:

1.

2.

W

AN

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Zugabe von 80 pl 2M Natriumacetat pH 4, vorsichtig mischen

800 ul wassergesittigtes Phenol (Roth) fiir die Extraktion der RNA

Zugabe von 160 pl Chlorophorm/Isoamylalkohol 49:1 v/v zum Lysat

Gefal3 kippen, dann fiir 20 Sekunden vortexen, bis sich eine weifle Emulsion gebildet
hat. Falls n6tig, noch Chloroform/IAA dazugeben, z.B. 40 pl und wieder vortexen

mindestens 15 min auf Eis inkubieren

15 min bei 13.000 U/min bei 4° C (Centrifuge 5417, Eppendorf) zentrifugieren, um
die Phasen zu trennen

800 pl der oberen RNA-haltigen durchsichtigen Phase in ein neues Tube iibertragen,
ohne dabei die Inter-Phase zu beriihren

800 pl Isopropanol dazugeben, um die RNA zu fillen (1. Féllung), mischen und fiir
mindestens 1 Stunde bei —20° C inkubieren

15 min bei 13.000 U/min zenrifugieren

Supernatant mit einer Pipette entfernen, die letzten Tropfen mit Hilfe der
Wasserstrahlpumpe

Pellet in 300 ul Losung D aufldsen, dabei mehrmals herauf und herunter pipettieren,
bis sich das Pellet ganz aufgelost hat

5 min bei 55° C inkubieren, kurz auf- und abpipettieren und weitere 5 min bei 55° C
inkubieren

300 pl Isopropanol dazugeben, mixen und fiir 1 Stunde bei —20° C inkubieren (2.
Féllung)

15 min bei 13.000 U/min zentrifugieren

Supernatant entfernen

300 pl 80% Ethanol (mit DEPC-H,0) zum Pellet hinzugeben, kurz vortexen
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16. 7 min bei 13.000 U/min zentrifugieren
17. Supernatant entfernen
18. Pellet in 100 ul DEPC-H,O (Diethylpyrocarbonat-behandeltes Wasser) auflosen,
dabei mehrmals auf und ab pipettieren
19. 7 min bei 56°C inkubieren, auf und ab pipettieren und weitere 7 min bei 56°C
inkubieren
Schliesslich wird die RNA 1:50 mit TE-Puffer verdiinnt (z.B. 2 ul RNA + 98 ul TE-
Puffer und die Konzentration bei 260nm photometrisch bestimmt:
(1 O.D.260nm RNA entspricht 40 ug/ml)
0.D.x40x 50 = pg/ml
100

Solution D: (50ml)

4 M Guanidiniumthiocyanat—> 23,63 g

25mM Na-Citrat pH 7.0 1,66 ml 0,75M Na-Citrat pH 7.0

0,5 % Sarcosyl—> 2,5 ml 10% Sarcosyl

0,1 M B-Merkaptoethanol=> 0,36 ml 14,3 M B-Merkaptoethanol (=100%)
+ ddH,O bis auf 50 ml

3-Merkaptoethanol immer kurz vor Gebrauch dazugeben!

DEPC-H,O0:
0,1% DEPC (50ul DEPC in 50 ml ddH,0O)
1 h bei 37°C und dann fiir 15 min bei 15 psi (1,05kg/cm?®) autoklavieren (liquid cycle)

TE-Puffer:
Tris-HCI, pH 8 oder 7,4 10 mM
EDTA, pH 8 I mM
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5.6 DNAse-Behandlung der RNA (zur Entfernung kontaminierender genomischer DNA)

DNAse-Reaktionsgemisch (7,5 pl):

10x DNase Puffer (Promega) 5,0 ul
RNAse Inhibitor (RNAsin 10000 U; Promega) 1,0 ul
DNAse (1 U/ul) (Promega) 0,5 ul
DTT 0,1 M 1,0 pul

Man setzt ca. 3,5 pug RNA ein, entsprechendes Probenvolumen mit DEPC-H,O auf 42,5 pl
auffiillen, evtl. ca. 3,5 ug einrotieren (SpeedVac), mit DEPC-H,0 auf 42,5 pl auffiillen und

die 7,5 pul vom Reaktionsgemisch dazugeben, sodass das Gesamtvolumen jeder Probe 50ul

betrdgt. Danach 60 min bei 37°C im Wirmeblock inkubieren. Die weiteren Schritte sind die

folgenden:

1. 250ul DEPC-H,O hinzugeben

2. gleiches Volumen (hier 300 pl) saures Phenol/Chloroform (untere Phase) dazu
pipettieren (Firma Roth)

3. die Proben vortexen und 5 min auf Eis stehen lassen

4. 10 min bei 12.000 g und 4 °C zentrifugieren

5. den Uberstand in neue Tubes iibertragen und 280 ul Chloroform/Isoamylalkohol
(1:49) dazugeben

6. die Proben 15 sek. vortexen und 5 min auf Eis stehen lassen

7. 5 min bei 4 ° C zentrifugieren

8. den Uberstand in neue Tubes abpipettieren und 200 ul Ether (Roth) dazu geben

9. die Proben vortexen und 2 min bei 12000g zentrifugieren

10. den Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe absaugen

11. 200ul Ether erneut dazugeben

12. vortexen und 2 min zentrifugieren

13. den Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe abziehen

14. 2 pl Glykogen (10ng/ul; Roche) pro Tube pipettieren

15. je nachdem wie viel Probe sich noch im Tube befindet, z.B. 150 pl, ca. 15ul 3M
Natriumacetat dazu geben

16. 15 sek. vortexen und die 2,5fache Menge an 100%igem Ethanol dazugeben und
mischen

17. bei —80°C fiir mindestens 1 Std. lagern

18. 30 min bei max. Geschwindigkeit zentrifugieren und Pellet in DEPC-H,0O auflosen
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5.7 Analytische RNA-Gelelektrophorese

Die Qualitét einer RNA-Priaparation wurde (meistens noch nach der DNAse Behandlung der
RNA) durch Auftrennung auf einem 1%-igen Agarosegel in 1 x MOPS-Laufpuffer beurteilt.
Dazu werden 1-3 pg der Gesamt-RNA in einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac) getrocknet und
anschliefend in 20 pl Ladepuffer aufgenommen. Die RNA wird 15 min bei 65°C denaturiert
und im Gel bei einer elektrischen Feldstérke von 7 V/em fiir ca. 1 h aufgetrennt. Das Gel wird
auf einem UV-Transilluminator (254 nm) fotografiert. Das Vorhandensein intakter 28S-, 18S-
und 5S rRNA wird als Kriterium fiir eine gute RNA-Qualitdt herangezogen.

MOPS-Puffer (10x): (MOPS = 3-(N-morpholino)-propansulfonséure)
41,8g MOPS bis auf ca. 700 ml ddH,O auffiillen

+ 20 ml 1M Na-Acetat

+20ml 0,5 M EDTA (pH 8)

mit 2N NaOH auf pH 7,0 einstellen und auf 1 Liter auffiillen

Ladepuffer:

je Probe (20ul Gesamtvolumen)
Formamide: 10ul
Formaldehyd 37%: 4ul
10x MOPS: 2ul
Ethidiumbromid 1mg/ml: Tl

3ul Bromphenolblau 5% (w/v) 3ul

5.8 Reverse Transkription

Fir die RT-PCR benétigt man ca. 2,5ug RNA fiir jeweils die RT+ und RT- (Probe
entsprechend auf 10 pl mit DEPC-H,O auffiillen). Hinzu kommen:
10ul RNA-Probe
+ 1ul Oligo-dT’s
+ 1ul ANTP (10mM)
Die Proben werden bei 65° C fiir 5 min inkubiert und anschliessend sofort fiir mindestens 1

Minute auf Eis gelegt. Als ndchstes gibt man dazu:
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+ 4ul 5x first strand buffer (Invitrogen)

+2ul 0,1 MDTT

mischen

42° C fiir 2 min

+ 1ul Superskript (200 U/ul; Gibco) bei den RT+ Proben (bei den RT- Proben ddH,O
stattdessen)

42° C fiir 50 min

70° C fiir 15 min

bei —20° C aufbewahren

5.9 Qualitative Reverse Transkrition-PCR

Die PCR-Bedingungen fiir HNP1 und HDS5 waren Denaturierung fiir 75 Sekunden bei 95°C,
Annealing fiir 60 Sekunden bei 57°C und Extension fiir 30 Sekunden bei 72°C fiir insgesamt
40 Zyklen.

Spezifische Primer fiir das HNP1 waren:

5'-TCCCCAGAAGTGGTTGTTTCC-3" und 5'-GCAGAATGCCCAGAGTCTTC-3’

(Produkt 161 bp)

Spezifische Primer fiir HNP5 waren:

5'-AAGCAGTCTGGGGAAGACAA-3’ und 5'-GCTGTCGCTGAGCTTCCTAG-3’
(Produkt 198 bp)

2. Primer-Paar fiir HNPS5:

5-ACCTCAGGTTCTCAGGCAAG-3" und 5'-CCAAAGCAGTGCAAGATTCA-3’
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Fiir eine 25 pl Probe mit 2 pl cDNA Einsatz:

ddH,O: 16,0 ul
10x PCR Puffer (Invitrogen) 2,5 ul
1,25 mM dNTP: 4,0 pul
10 pMol Primer: 0,25 ul
10 pMol Anti-Primer: 0,25 pl
Ampli-Taq (5 U/ul; Invitrogen): 0,125 pl
~23,0 ul

+ 2,0 ulcDNA

Die RT-PCR wurde im ,,Robo Cycler Gradient 96 Stratagene* fiir 40 Zyklen bei 57° C
durchgefiihrt. Fiir jede der Proben ist eine B-Aktin Kontrolle mitgelaufen (361 bp).

5.10 Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Gel-Giessen: Vorbereiten eines 2%-igen Agarose-Gels in 1x TBE mit 2 pg Ethidiumbromid
pro 100 ml TBE (von einer 10 mg/ml Ethidiumbromid-Stockldsung)

Nach Polymerisation des Gels wird dieses in die BioRad Elektrophoresekammer eingesetzt,
welche mit 1x TBE-Puffer -versetzt mit 2pg Ethidiumbromid pro 100 ml Puffer- gefiillt wird.
In die Taschen werden 20 pl des RT-PCR Produktes aufgetragen. Das Gel lauft bei 120 V.

10 x TBE-Puffer:

Tris 108 g
Borsaure S5¢g
EDTA,pH 8,0,5M 40 ml

ddH,Oad 11
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6x DNA-Ladepuffer: (bei 4 °C aufbewahren)
0,25 % (w/v) BromphenolBlau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

40 % (w/v) Glycerol in ddH,O

5.11 Sequenzierung der DNA

Fiir die Sequenzierung der PCR-Produkte musste die cDNA aus dem Elektrophoresegel unter
Verwendung des QIAquick Gel Extraktion Kit (Qiagen) extrahiert werden. Dazu werden die
gewiinschten PCR-Banden unter dem kurzwelligen UV-Licht ausgeschnitten, um Mutationen

in der DNA zu vermeiden.

Die Gelausschnitte werden gewogen und darauthin 3 Teile QG Puffer auf 1 Teil Gel gegeben
(z.B. 90 pl Puffer entsprechend 30 mg Gel)

Es folgt eine Inkubation bei 50° C fiir 10 min mit zwischenzeitlichem Vortexen.

Im Anschluss wird 1 Teil Isopropanol (z.B. 30 ul Isopropanol entsprechend 30 mg Gel) zur
Probe gegeben und gevortext, worauthin die Proben auf die Qiagen-Siulen pipettiert und 1
min bei 13.000 rpm zentrifugiert werden.

750ul PE-Puffer werden zum Waschen auf die Séule pipettiert und die Sédule fiir 1 min bei
13.000 rpm zentrifugiert, auch ein zweites Mal, diesmal ohne Puffer-Zugabe.

Schliesslich werden 30ul EB Puffer (basisch) auf die Séule pipettiert und die Sdule wieder 1
min lang bei 13.000 rpm zentrifugiert.

Zu 3 ul von dem so gewonennen Eluat werden dazugegeben:

+ 4 pl des sog. ,,BigDye* Sequenzieransatzes aus dem BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit Version 2.0 (PE Biosystems)

+ 3 uljeweils vom Sense- und vom Antisense-Primer in der Konzentration von 1pMol.

Im Anschluss im ,,PE Big Dye Programm® des PCR-Cyclers laufen lassen (96 °C 10sec, 50
°C 5 sec, 60 °C 4 min, 25 Zyklen). Die Reaktion verlduft auf der Basis des sog. ,,cycle
sequencing®, bei dem die Matrize auf Grund von Denaturierungsschritten mehrfach fiir die
Sequenzierung verwendet wird und eine ,lineare* Amplifikation der Sequenzierprodukte

erfolgt.
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Zu 10 pl des PCR-Ansatzes werden schliesslich 90 ul TE-Puffer, 10 ul 3M Na-Acetat pH 7
und 300 pl 100% Ethanol zur Fallung dazupipettiert und 15 min auf Eis inkubiert (wahlweise
—20°C tiber Nacht).

Dann wird das Gemisch 15min lang bei 13.000 zentrifugiert, das Pellet mit 100 pl 80%
Ethanol gewaschen und nochmals 5 min zentrifugiert.

Schliesslich wird es 15 min in der Speed Vac getrocknet. Die weiteren Schritte inkl.
Sequenzdetektion wurden von der Firma MediGenomix unternommen.

MediGenomix GmbH

Lochhamerstr. 29 82152 Planegg

Martinsried

sequenzing(@medigenomix.de

Die von Medigenomix ermittelte Nukleotidsequenz wurde mit dem Standard NCBI

nucleotide-nucleotide blast program verglichen [,,geblasted* (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)].

5.12 Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (TagMan)

Die Tagman PCR ist ein automatisierter PCR-Assay, bei dem die Amplifikation und der
Nachweis des PCR-Produktes simultan ermoglicht werden. Bei dieser sogenannten ‘‘Real-
Time‘‘- PCR wird bei den zu quantifizierenden Proben das entstechende Amplifikat nach
jedem Zyklus {iber ein Fluoreszenzsignal-libermittelndes System detektiert. Die
Ausgangsproben konnen anschlieSend tiber den logarithmisch dargestellten Verlauf der PCR
innerhalb der exponentiellen Phase miteinander verglichen und der Expressionslevel des

untersuchten Gens bestimmt werden.

Bei der Detektion durch die fluoreszenzmarkierte, genspezifische Sonde wird die
5¢-3*-Exonuklease-Aktivitit der Taq DNA Polymerase genutzt. Im ersten Schritt der PCR
hybridisieren die spezifischen Primer und die fluoreszenz-markierte Sonde an den Matrizen-
Strang. Die Sonde ist am 5°-Ende mit einem sog. Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat)
markiert, deren Fluoreszenz von einem sog. Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) am 3°-
Ende aufgrund der rdumlichen Ndhe unterdriickt wird. Bei der Extension verdringt die Taq
Polymerase die Sonde, die durch die 5°-3‘- Exonuklease-Aktivitdt hydrolysiert wird. Dabei

wird der Reporter-Farbstoff abgetrennt und kann nun ein Fluoreszenzsignal erzeugen.
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Abbildung 5: Prinzip der Tagman-PCR basierend auf der 5°-3°-Exonuklease-Aktivitdt der Taq
Polymerase. Bei der Extension wird der Reporter-Farbstoff (R) vom Quencher-Farbstoff (Q)

abgespalten und erzeugt ein Fluoreszenzsignal (Einzelheiten im Text).

Im Falle einer 100% Effizienz der PCR miisste sich mit jedem Zyklus die Amplifikatmenge
und analog dazu das Fluoreszenzsignal einer Probe verdoppeln. Die Effizienz der PCR eines
bestimmten Amplifikates 14Bt sich durch die Erstellung einer Standardkurve aus
unterschiedlichen Verdiinnungsstufen einer Kontrollprobe bestimmen. Nach der Tagman-
PCR wird das Fluoreszenzniveau bzw. die entstchende Amplifikatmenge in einer
logarithmischen Funktion gegen die Zyklenzahl dargestellt. Als Mal} zur Quantifizierung der
Ausgangsmenge des genspezifischen Templates wird der CT-Wert definiert. Dieser Wert gibt
fiir jede cDNA-Probe an, bei welcher Zykluszahl in der exponentiellen Phase ein vorher
definiertes Fluoreszenzniveau (Basislinie) erreicht wird. Zum Vergleich der Expression eines

Gens in unterschiedlichen cDNA-Proben wurde eine relative Quantifizierungsstrategie
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gewdhlt. Dabei werden nicht die absoluten Kopienzahlen oder Konzentrationen bestimmt,
sondern die Expression des zu untersuchenden Gens wird auf ein zweites, ubiquitdr homogen
exprimiertes Gen bezogen. Diese sogenannten ’’Housekeeping’’-Gene wie GAPDH oder B3-
Aktin dienen zur Normalisierung verschiedener Proben. Die relative Expression des zu
untersuchenden Gens in den experimentellen Proben wird auf ein Standard-Probenmaterial =
(Kalibrator) bezogen. Die mathematische Kalkulation der Expression erfolgte durch die AA
CT-Methode. Dabei wird im ersten Schritt fiir jede experimentelle Probe der CT-Wert des
Referenzgens (z.B. GAPDH) vom CT-Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert (ACT).
Nach dieser Normierung wurden von den ACT-Werten der experimentellen Proben der ACT
einer Standard-Probe abgezogen (AACT). Der relative Expressionslevel einer Probe
normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe ergibt sich aus der
arithmetischen Formel 2447,

Die TagMan-PCR wurde im TagMan ABI 7700 Sequence Detection System (PE Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Jede 20 ul Reaktion enthielt 2 ul cDNA, 10 ul 2x
PCR master mix (Applied Biosystems Nr:4318157), 1ul (bestehend aus forward und reverse
primer und der TagMan probe) des jeweiligen Assay by Design (Defensin 1) und Assay on
Demand (Defensin 5) und 7 pl H,O. Nach anfénglichen 2 Minuten bei 50 °C und 10 Minuten
bei 95°C, folgten 40 Zyklen bei 95°C fiir 15 Sekunden und 60°C fiir 60 Sekunden. Die

Reaktion wurde fiir jede Probe in zweifacher Ausfithrung durchgefiihrt.

Die Sequenzen der verwendeten Primer waren die folgenden:

Assay by Design (anhand der Sequenzen der Genebank database) a-Defensin 1: Primer und
Sonden, Exongrenze 1/2 iiberspannend

hDEFENSA1-EX1F CCTTGCATGGGACGAAAGCT

hDEFENSA1-EX1IR GCACGCTGGTATTCTGCAAT

hDEFENSA1-EX1IM2 FAM-CTTGAGCCTGGATGCTTT

Assay on Demand a-Defensin 5 von Applied Biosystems (order number: Hs00360716_m1)
Exongrenze 1/2 iiberspannend

Core sequence: CTTAGAACCTCAGGTTCTCAGGCAA

Oligonucleotid Primer und Tagman probes fiir die Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) und rRNA als Kontrollen stammen von der Firma Applied Biosystems.
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Die Reagenzien der Assays amplifizieren keine unspezifischen genomischen DNA Proben.
Kontrollen mit ddH,O waren negativ in allen Laufen. Zudem waren die meisten Proben nach

der RNA-Extraktion mit DNAse vorbehandelt.

5.13 Praparation von Plasmid-DNA

Das Plasmid pBlueskriptll S/K enthilt die cDNA des humanen HD5-Gens und wurde uns

freundlicherweise von Chuck L. Bevins zur Verfligung gestellt.

4 Eco01091
Apal

+ Xhol

A Sall

A

A Accl

A Hincll

4 Bspl061
A HindIII Sacll4
BstXI A

* EcoRV Sacl

EcoRI

EcoO1091 Eagl

T7 T3

493 HDS5 cDNA 295

Abbildung 6: Das Plasmid pBlueskriptIl S/K

50 ng der Plasmid cDNA wurden zur Vermehrung zu 50ul kompetenter E.coli’s (DH5a)
(Stock 100ng/ul) gegeben und 30 Minuten lang auf Eis inkubiert. Anschliessend folgte die
Elektroporation mit dem Biorad gene pulser apparatus bei 1,8 Kvolt. Zu den elektroporierten
Zellen wurde dann 1 ml SOC Medium gegeben und das Gemisch fiir 1 Stunde bei 37°C

geschiittelt, um die Replikation zu ermdglichen. Davon wurden 50 pl auf eine LBamp Platte
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(100pg Ampicillin/ml) ausgestrichen und bei 37°C fiir mindestens 16 Stunden inkubiert, um
die Selektion der Klone zu ermdoglichen, welche das Plasmid inkorpriert hatten. Einzelne
Kolonien wurden darauthin zu 5 ml LBamp Medium zur Inokulation hinzugefiigt und
wuchsen 8 Stunden lang bei 37°C unter schnellem Schiitteln bei 290 rpm. Glyzerol Stocks
wurden daraufhin fertiggestellt indem 500ul dieses Mediums mit 500ul 100% Glyzerol
gemischt, in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei —80°C autfbewahrt wurden. Zur
Plasmidpreparation wurden dagegen 10ul der vorkultivierten Zellen in 25 ml LBamp Medium
tiber Nacht bei konstantem Schiitteln inkubiert. Am néichsten Tag wurden die kultivierten
Bakterien bei 3800 rpm fiir 30 Minuten pelletiert. Die weiteren Schritte der
Plasmidpréparation wurden nach den Angaben des Midiprep Qiagen Protokolls (Qiagen)
durchgefiihrt.

Die Plasmidisolation mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midi Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland)
basiert auf einer alkalischen Lyseprozedur gefolgt von der Bindung der Plasmid-DNA auf das
QIAGEN Anionentausch Resin unter entsprechenden niedrigen Salz- und pH-Bedingungen.
RNA, Proteine und Farbstoffe niedrigen Molekulargewichtes werden durch Waschen entfernt.
Plasmid DNA wird in einem hochprozentigen Salzpuffer eluiert und mittels Isopropanol

Féllung konzentriert und von den Salzen befreit.

Das Pellet wurde in 250 pl 0,25mM Tris-HCI, pH 8,5 gelost und bei 4°C iiber Nacht
aufbewahrt.

Das Plasmid wurde bei 260nm photospektrometrisch quantifiziert und 30ug davon im 25 °C
Wasserbad iiber Nacht linearisiert. Die dafiir verwendeten Restriktionsenzyme waren EcoRI
und Sacl (Puffer A). Auf einem 1,2%igen Agarosegel wurden sowohl die durch
Restriktionsverdau entstandenen linearisierten Plasmide kontrolliert als auch die unverdauten

iberpriift.

LB-Medium fir die Kultur von E. coli

Trypton—=> 10 g
Hefeextrakt—=> 5 g
NaCl=> 10 g

H,OMPad 11
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LB-Agarplatten fiir die Kultur von E. coli
Trypton—=> 10 g

Hefeextrakt—=> 5 g

NaCl=> 10 g

Bactoagar> 15 g

H,OMPad 11

Ampicillinhaltige Medien und Agarplatten fiir die Kultur von E. coli

Ampicillin (Roche) wurde als Stammldsung mit 50 mg/ml in 70 % Ethanol bei —20 °C

aufbewahrt. Die verwendete Endkonzentration war 100 pg/ml.

SOC medium

Hefeextract—=> 0,5%
Trypton—=> 2%
NaCl-> 10 mM
KCl=> 2,5 mM

Mg Cl,~> 10 mM
MgS0O4~> 10 mM
Glukose—> 20 mM
In H,OM"

5.14 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der RNA erfolgte auf einem Gel mit 1 % Agarose und 6 % Formaldehyd in
1 x MOPS-Laufpuffer. Fiir ein Gel (14,5 cm x 14,0 cm x 0,5 cm) wurde 1g Agarose in 74 ml
H,O™ und 10 ml 10 x MOPS-Puffer durch Aufkochen vollstindig gelost, im Wasserbad auf
60 °C é&quilibriert und nach Zugabe von 16 ml 37%igem Formaldehyd in die Gelkammer
gegossen. Zur Vorbereitung der Proben wurden jeweils 5-15 pg der Gesamt-RNA in einer

Vakuumzentrifuge getrocknet, in 20 pl Ladepuffer fiir denaturierende RNA-Agarosegele
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(siche unten) aufgenommen und fiir 15 min bei 65 °C denaturiert. Die Auftrennung erfolgte

fiir 1,5 hbei 120 V.

Ladepuffer fiir denaturierende RNA-Agarosegele

je Probe (20 pl Gesamtvolumen):

Formamid 10,0 pul
Formaldehyd, 37 % 3,25 ul
MOPS-Puffer, 10 x 2,0 ul

Bromphenolblau-Losung, 5 % (w/v) 0,3 ul
H,0™* 4,45 ul

5.15 Northern-Blot (Transfer der RNA)

Um die elektrophoretisch aufgetrennte RNA durch Hybridisierung mit einer Sonde

analysieren zu konnen, wurde sie mit Hilfe eines Kapillarblots auf eine Nylonmembran

transferiert. Als Transferpuffer wurde 10 x SSC (siehe unten) verwendet. Nylonmembran

(GeneScreen, DuPont), RNA-Agarosegel und Chromatographie-Papier (Whatman 3MM)

wurden fiir einige Minuten in 10 x SSC &quilibriert. Der Aufbau des Blots erfolgte wie in

,»Current Protocols in Molecular Biology* [Ausubel et al., 1994] beschrieben. Der Transfer

erfolgte liber Nacht. Nach Beendigung des Transfers wurde die Nylonmembran fiir 5 min in

10 x SSC geschwenkt, 1 h luftgetrocknet und 1 h bei 80 °C gebacken. Die RNA wurde durch

UV crosslinking auf der Membran fixiert (50 mJoule, GS GeneLinker, Bio-Rad).

20 x SSC Puffer

NaCl-> 175 g/1
Na;Citrat*2H,0—> 88 g/l
HCl ad pH7
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5.16 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Radioaktiv markierte Sonden wurden nach der random oligonucleotide priming-Methode
[Feinberg and Vogelstein, 1983] hergestellt. Sie ermdglicht eine einfache und schnelle
Markierung beliebiger DNA-Sequenzen. Dazu werden Hexanucleotide (random primers) an
denaturierte DNA hybridisiert, und durch die DNA-Polymerase I werden in Gegenwart
radioaktiver Nucleotide neue DNA-Stridnge synthetisiert. Es wurden die Reagenzien des
»Prime It II Random Primer Labeling Kit* verwendet. Die Markierungsreaktion erfolgte nach

den Angaben der Firma Stratagene.

Zur Herstellung einer HDefensin 5-spezifischen Sonde wurde ein circa 200 bp langes EcoRI/
Sacl-Fragment der humanen Defensin 5-cDNA aus dem Plasmid pBlueskriptll S/K als
template verwendet. Die Fragmente wurden durch Auftrennung in einem préiparativen low

melting point-Agarosegel gereinigt.

5.17 Hybridisierung [Church and Gilbert, 1984]

Die Membran wurde mit der ,,RNA-Seite“ nach innen in eine mit Wasser gefiillte
Hybridisierungsrohre (15 cm Lange, 4 cm Durchmesser) iiberfiihrt und luftblasenfrei an die
Wand der Rohre angelegt. Das Wasser wurde durch 35 ml Hybridisierungsmix (70 °C) (siehe
unten) ersetzt und die Membran wurde unter Rotation in einem Hybridisierungsofen bei 65 °C

fiir mindestens 1 h prahybridisiert, um unspezifische Bindungen abzuséttigen.

Die Sonde (4.16) wurde fir 5 min bei 95 °C denaturiert und in 15 ml vorgewérmte
Hybridisierungslosung (70 °C) iiberfiihrt. Die Prahybridisierungs-Losung wurde abgegossen
und ziigig durch die sonden-haltige Hybridisierungslosung ersetzt. Die Hybridisierung

erfolgte unter Rotation bei 65 °C fiir mindestens 8h.

100 x Denhardt-Lésung
Ficoll, Typ 400 (Pharmacia) 20 g/l
Polyvinylpyrrolidon K90, 360.000 (Fluka) 20 g/

BSA, Fraktion V (Roche) 20 g/l
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Hybridisierungsmix
Denhardt-Losung 5x
SSC-Puffer 5x
SDS 1%

Fischsperma-DNA (Roche) 0,1 mg/ml

5.18 Waschen der Membran und Exposition

Unspezifisch gebundene Sonden-Molekiile wurden nach der Hybridisierung durch mehrere
Waschschritte entfernt. Die Hybridisierungslosung wurde abgekippt und die Membran wurde
in der Rohre zweimal mit je 200 ml Waschpuffer 1 (70 °C) gewaschen. Anschlieend wurde
die Membran aus der Rohre entnommen und zweimal in einem Schiittelwasserbad bei 65 °C
in 300 ml Waschpuffer 1 fiir 30 min gewaschen. Waren danach mit einem Geiger-Miiller-
Zihlrohr noch starke Hintergrundsignale mefbar, so wurde die Membran noch zweimal fiir

30 min bei 65 °C in 300 ml Waschpuffer 2 gewaschen.

Die Membran wurde in Haushaltsfolie eingeschlagen und fiir mehrere Stunden mit Kodak

X-OMAT-Rontgenfilmen in Rontgenkassetten mit Verstdrkerfolien (DuPont) exponiert.

Waschpuffer 1

SSC-Puffer (4.15) 1x
SDS 0,2 %
Waschpuffer 2

SSC-Puffer (4.15) 0,2 x
SDS 0,2 %
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5.19 Proteinisolierung

Um aus den isolierten Zellen (Adipozyten, Granulozyten) Proteine zu gewinnen, werden die
Zellen in 4x Lysepuffer lysiert. Im Falle der Adipozyten, wird die Zellsuspension nach
Zugabe des Lysepuffers 30 Minuten lang bei 4°C geschiittelt. Die aus den lysierten Zellen
freigesetzten Lipide erstarren bei 4°C und bilden den sog. ,,fat cake”, der leicht entfernt
werden kann. Um aus Duodenum Protein zu gewinnen wurden kleine Gewebeproben (ca. 0,3

g Gewebe) in 4x Lysepuffer mit Hilfe eines Mdrsers homogenisiert.

5.20 Proteinkonzentrierung

Dafiir wurden sowohl die Fillung mittels Aceton als auch mit Trichloressigsdure (TCA)

durchgefiihrt.

TCA-Féllung:

Zur gewiinschten Probenmenge wird 20% TCA bis zur Endkonzentration der Séure von 6%
gegeben. Anschliessend wird fiir mehrere Stunden auf Eis inkubiert und 30 Minuten lang bei
13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird mit eiskaltem Aceton gewaschen und 5 Minuten bei
13000 rpm zentrifugiert. Das Waschen mit Aceton und die 5-miniitige Zentrifugation wird ein
weiteres Mal wiederholt. Schliesslich wird das Pellet bei 95 °C getrocknet und im

gewiinschten Volumen eines Lyse-Puffers aufgeldst.

Herstellung von 100%iger (w/v) TCA: 500g TCA in 350ml ddH,O aufldsen, bei

Raumtemperatur aufbewahren.

Aceton-Fillung:

1 Teil Probe mit 4 Teilen 80%igem Aceton vermischen, einige Male mixen und fiir
mindestens 1 Stunde bei -20 °C inkubieren. Anschliessend bei 14000 g bei 4 °C und fiir 30
Minuten zentrifugieren, das Pellet lufttrocknen lassen und in der gewlinschten Menge Lyse-

Puffer auflosen.
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5.21 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mit dem BioRad DC Protein Assay (Biorad) bestimmt. Dazu
wird -je nach Anzahl der zu messenden Proben- eine Stocklosung aus Losung A und Assay
Reagent S im Verhéltnis 50:1 angesetzt und 25 pl dieser Losung zu 5ul jeder Probe
dazugegeben. Anschliessend werden jeweils 200ul von der Losung B dazugegeben, der
Ansatz 15 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion der Proben bei 600
nm gemessen. Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine BSA-Verdiinnungsreihe

(Fraktion V, Roche) angesetzt und die Konzentration der Proben bestimmt.

Alternativ wurde die BCA-Methode verwendet:

Um zu gewébhrleisten, dass einheitliche Proteinmengen auf eine SDS-PAGE geladen wurden,
wurde ein BCA-Test mit den Zelllysaten durchgefiihrt. 50 pl der Proteinprobe wurden mit
950 ul fertigen BCA-Reagenzes (frisch angesetzt, Reagenz B 1:50 in Reagenz A verdiinnt;
Rierce, Rockford, USA) versetzt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 65 °C wurde in einem
Photometer bei 562 nm die Extinktion bestimmt. Der Proteingehalt wurde aus einer
Kalibrierreihe ermittelt, die in einem Parallelansatz mit BSA in einem Konzentrationsbereich

von 0 bis 200 pg/ml erstellt wurde.

5.22 Western Blot Analyse

Die Vorbereitung fiir das Laden auf dem Gel beinhaltet die Zugabe von 4-fachem Laemmli-
Puffer (Ladepuffer, Endkonzentration 1x) zum gewiinschten Probenvolumen und das Kochen
der Proben fiir 5 Minuten bei 95°C. Die Proben werden dabei nicht mit B-Merkaptoethanol
versetzt, da die Beobachtung gemacht wurde (Daten nicht gezeigt), dass die in dieser Studie
verwendeten Antikorper die mit B-Merkaptoethanol reduzierten Proben nicht erkennen. B-
Merkaptoethanol spaltet Disulfidbriicken, was in diesem Fall wahrscheinlich mit einer
Zerstorung des vom Antikorper erkannten Epitops einhergeht.

30ul jeder nicht-reduzierten Probe werden dann auf einem 10%-igen BisTris Gel (Invitrogen)
aufgetragen. Als Marker wird der SeeBlue Plus 2 (Invitrogen) benutzt (7ul). Das Gel lauft
ca.30 min bei 200 V in 1x MES running buffer (Invitrogen) im XCell II'"" Blot module
(Invitrogen). Es folgt der Transfer der Proteine vom Gel auf eine PVDF Membran mit der

Porengrofe 0,2um (Invitrogen), welche 30 Sekunden lang in Methanol aktiviert wird. Fiir den
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Transfer wird ein Transferpuffer (20x, Invitrogen), welcher mit 20 % Methanol versetzt ist,
benutzt. Der Transfer (Blotting) dauert 20 Minuten im XCell II'" Blot module bei einer
Stromstirke von 0,18 mA.

Nach dem Blotting kann das Gel zur Beurteilung der Transfereffizienz mit Coomassie gefarbt
werden. Die Membran wird dabei in 5%-iger Trockenmilch in TBST fiir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusittigen. Es folgen 3
Waschschritte in TBST fiir 5, 5 und 10 Minuten. Die folgende Inkubation mit den priméiren
Antikdrpern (monoklonaler Maus anti-HNP 1, BMA Switzerland, Verdiinnung 1:2000 und
polyklonaler Kaninchen anti-HD 5, Biotrend, Verdiinnung 1:2000) dauert 1 Stunde bei
Raumtemperatur und wird von 3 Waschschritten fiir 5, 10 und 10 Minuten gefolgt. Die
Inkubation mit den sekundiren Antikérpern (Kaninchen anti-Maus, DAKO Denmark,
Verdiinnung 1:5000 und Ziege anti-Kaninchen, ImmunoLabs, Verdiinnung 1:10000
entsprechend) dauert 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Prozedur endet mit 2
Waschschritten in TBST (5, 10 Minuten) und 2 Waschvorgéngen in TBS (10, 10 Minuten).
Die Membran wird gemiB3 Vorschriften des ECL-Protokolls (Amersham Biosciences)

entwickelt und mit einem Film (Kodak) fiir verschiedene Expositionszeiten inkubiert.

Lysepuffer (4x) :
4% NP-40, 300mM NacCl, 200mM Hepes, 4 mM EGTA (Sigma), 4 mM Na3;VO, (Fa. ICN),

Proteaseninhibitor-«Cocktail» (Roche).

Alternativer Lysepuffer: 60nm TRIS + 10% SDS

« Weiller » Laemmli-Puffer (4x), 50ml :
1,25 M TRIS-HCI, pH 6,8 2 5,0 ml
Glycerol 87% > 11,6 ml
SDS - 2,0 gr
ddH,0 = ad 50 ml

Puffer:

TBS (10x):

24,22 g TrisBase

80g NaCl

auf 1000ml mit ddH, O auffiillen und mit HCI auf pH 7,6 einstellen
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TBST: TBS mit 0,05% Tween 20 (z.B. 1 lit 1x TBS + 0,5 ml Tween 20-> 1 lit 1x TBST)
Strippen der Membran: Membran nach einem kurzen Waschschritt in ddH,O in 2% SDS in
TBS fiir 30 Minuten. Anschliessend Waschen der Membran mit TBS fiir 30 Minuten, Blocken
mit Milch und erneute Inkubation mit dem 2. Antikorper. Die weitere Prozedur wie weiter
oben beschrieben.

5.23 Proteinfarbungen

Coomassie-Féarbung:

Coomassie-Férber: Coomassie-Entférber:
200 ml Methanol 300 ml Methanol

50 ml Eisessig 100 ml Eisessig

250 ml ddH,O 600 ml ddH,O

0,5 gr ServaBlue R (Serva)

Das Gel 30 Minuten in Coomassie-Féarbelosung firben, dann wieder entfirben bis die
Proteinbanden gut sichtbar werden. Férben und Entfiarben werden auf einem Taumler bei

Raumtemperatur durchgefiihrt.

Ponceau S-Farbung:

5 g Ponceau (Roth) in 10 ml Eisessig und 990 ml ddH,O I6sen und die Western-Membran
nach dem Transfer der Proteine vom Gel fiir 10 Minuten einfarben und mit ddH,O entfarben.
Féarben und Entfirben werden auf einem Taumler bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
Féarbung kann vollstindig abgewaschen werden, sodal im Anschlufl eine Immun-Detektion

durchgefiihrt werden kann.

5.24 Immunohistochemie

Immunhistochemische Analysen wurden an Sum Gefrierschnitten von Omentumgewebe mit
Hilfe der Alkaline Phosphatase/Anti-Alkaline Phosphatase Methode durchgefiihrt. Die

Gefrierschnitte wurden mit dem monoklonalen Mausantikdrper gegen das humane o-
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Defensin 1 bzw. dem Kaninchenantikdrper gegen das humane a-Defensin 5 fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Diese beiden Antikdrper sind dieselben, welche im Western Blot

eingesetzt wurden.

Die Inkubation mit den entsprechenden sekundédren Antikorpern erfolgte bei Rautemperatur
fiir 30 Minuten. Die sekundidren Antikérper waren ein Kaninchen anti-Maus Antikdrper
(2259, verdiinnt 1:40; DAKO) fiir das a-Defensin 1 oder ein Maus anti-Kaninchen
Antikorper (M 737, verdiinnt 1:50; DAKO) fiir das a-Defensin 5.

Es folgte eine weitere Inkubation mit einem Alkaline Phosphatase-spezifischen monoklonalen
Mausantikorper (D651, verdiinnt 1:40; DAKO) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Alle
Verdiinnungen wurden in TBS (pH 7.6) durchgefiihrt.

Schliesslich wurden die Schnitte 15 Minuten lang der Féarbelosung ausgesetzt.
Diese enthielt:

Natriumnitrit (28 mM)

basisches Fuchsin (21 mM)

Naphthol-AS-B1-Phosphat (0.5 M)

Dimethylformamid (64 mM),

und Levamisol (5 mM) in 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 8.4) mit 164 mM NaCl.

Die Spezifitit der HNP1-Farbung wurde durch Pra-Absorption mit dem synthetischen HNP1-
Peptid bestitigt (0,5 pg/ul, Bachem, Deutschland).

Silanisierung von Objekttrigern:

2 x 5 min in Aceton
1 x 5 min in 245ml Aceton + 5 ml APES (APES = 3- Aminopropyl-Triethoxysilane)
2 x 5 min in ddH,0
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6. Ergebnisse:

6.1 PCR flr das a-Defensin 1

Initial postulierten wir, dass Zellen in der Peritonealhdhle durch die Synthese von Peptiden
mit antimikrobieller Aktivitit (Defensinen) vor Infektionen schiitzen. Zu diesem Zweck haben
wir urspriinglich PCR-Experimente mit Priparationen aus Omentum majus begonnen und mit
Granulozyten als positive Kontrolle fiir das a-Defensin 1 verglichen. Am Anfang stand die
Untersuchung der Fragestellung auf RNA-Ebene. Es wurde auf die qualitative als auch auf die

quantitative TaqMan-PCR zuriickgegriffen.

Die Gesamtpriparationen in diesen Experimenten waren positiv.

: Marker

: Negative Kontrolle (Wasser)
: Granulozyten RT+

: Granulozyten RT-

: Niere RT+

: Niere RT-

: Omentum RT+

: Omentum RT-

T . «—Kontaminationen mit
genomischer DNA

OO\ DN K~ W —

«—Positive Banden in Hohe 161bp
fiir Granulozyten, Niere, Omentum

Abbildung 7: PCR fiir das a-Defensin 1

Die Beobachtung, dass die Gesamtomentumpriparationen in mehreren Durchldufen (Daten
nicht gezeigt) positive Banden ergeben haben, weckte das Interesse dafiir, den hierfiir
synthetisierenden Zelltyp zu identifizieren. Dies geschah in der Annahme, dass

moglicherweise nicht der Granulozyt -bei dem das Vorhandensein von Defensinen bekannt
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ist- dem gesuchten Zelltyp im Gewebekonglomerat entspricht.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Mesothelzelle, die die Grenze des Omentum zur
Peritonealhdhle bildet, eine defensinproduzierende Zelle darstellt. In den nichsten
Experimenten wurden dementsprechend aus Omentum isolierte Mesothelzellen fiir die PCR

verwendet.

1 23 4 5 6 7 8 910 1112

: Marker

: Negative Kontrolle (Wasser)
: subkutanes Fett RT+

: subkutanes Fett RT-

: Omentum RT+

: Omentum RT-

: Tumor-Niere RT+

: Tumor-Niere RT-

: Niere, polyzystisch RT+

10: Niere, polyzystisch RT-

11: primire Mesothelzellen RT+
12: primére Mesothelzellen RT-

O 00 1O\ DN B WK —

161bp

Abbildung 8: PCR fiir das a-Defensin 1

Wie aus der Abbildung ersichtlich erbrachten die Mesothelzellen keine positiven Banden.
Auch auf Proteinebene lie3 sich das a-Defensin 1 in Mesothelzellen nicht nachweisen (siehe
Ergebnisse der Western-Blot-Analyse). Eine Literaturrecherche liel uns postulieren, dass die
Expression von Defensinen in Mesothelzellen regulierbar sein konnte (z.B. durch Isoleucin;
Fehlbaum, 2000). Daraufhin folgten Experimente mit Isoleucin-stimulierten Mesothelzellen
(DMEM ohne FCS, 12,5pg/ml L-Isoleucin), die jedoch ebenso negativ blieben. Somit
erhirtete sich die Hypothese, dass der Adipozyt fiir die Defensinexpression verantwortlich ist.
Aus diesem Grund verwendeten wir auch Prdparationen aus subkutanem Fett fiir unsere
Experimente. Zudem behandelten wir im weiteren cDNA Proben mit DNAse, um
Kontaminationen mit genomischer DNA -wie in den vorherigen Abbildungen zu sehen- zu

verhindern.
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201bp
154bp

1234567289 101112

: Marker

: Negative Kontrolle (Wasser)

: Subkutanes Fett (DNAse behandelt) RT+
: Subkutanes Fett (DNAse behandelt) RT-

: Mesangialzellen RT+

: Mesangialzellen RT-

: primdre Mesothelzellen unstimuliert RT+
: primédre Mesothelzellen unstimuliert RT-

: primire Mesothelzellen +L-Isoleucin RT+
10: primdre Mesothelzellen + L-Isoleucin RT-
11: Omentum (DNAse behandelt) RT+

12: Omentum (DNAse behandelt) RT-

O 0 IO DN K WK~

161bp Produkt

Abbildung 9: PCR fiir das a-Defensin 1

Die positiven Banden in den Gelen auf Hohe 161bp haben wir nach entsprechender
Verarbeitung (siche Material und Methoden) zu Medigenomix GmbH zur Sequenzierung

geschickt. Dabei bestitigte sich das Ergebnis als humanes a-Defensin 1.

Nachdem auch Mesothelzellen negativ und auch RNA aus subkutanem Fett positive Banden
in unserer PCR ergeben hat, wurde die Frage des Adipozyten als defensinsynthetisierende
Zelle eine noch spannendere, vor allem wenn man bedenkt, dass Adipozyten ubiquitér
vorkommende Zellen sind und gleichzeitig eine wachsende Anzahl von Studien eine Rolle
von Fettzellen in der Immunabwehr belegen (sieche Einleitung ,,Das Fettgewebe). Die
weiteren Experimente und die vorliegende Arbeit haben sich letzendlich mit dieser

Fragestellung beschiftigt.

Um die neu aufgestellte Hypothese iiberpriifen zu konnen und verldssliche Ergebnisse liefern
zu konnen, mussten ,,reine” Adipozyten aus Gesamtomentum (und subkutanem Fett) isoliert
werden, eine Prozedur, deren Optimierung sich als langwierig und deren Durchfithrung sich

als schwierig erwiesen hat.

Die RNA von isolierten Adipozyten wurde mit DNAse behandelt und darauffolgend in cDNA
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umgeschrieben (sieche Material und Methoden). Unter Verwendung von o-Defensin 1
spezifischen Primern ergab die RT-PCR deutliche Banden sowohl fiir Granulozyten (positive
Kontrolle) als auch fiir Adipozyten. Tatsdchlich ist es uns gelungen, fiir die isolierten ,,reinen*
Adipozyten positive Banden in der PCR fiir das a-Defensin 1 zu generieren, ein Erfolg, der

sich in mehrfachen Versuchen wiederholen lief3.

12 345 6 7 89 10

1: Marker

2: positive Kontrolle (Granulozyten) RT+
3,5,7,9 : Adipozyten aus verschiedenen
Préaparationen RT+

4,6, 8, 10: Adipozyten RT-

«—161bp Produkt

Abbildung 10: PCR fiir das a-Defensin 1

Die nichste Uberlegung war es, isolierte Adipozyten mit Zytokinen zu stimulieren, um die
Stimulierbarkeit ihrer Defensinexpression zu untersuchen. Anfangs wurde eine Kombination

aus TNF-a und IFN-y gewihlt.

So wurde in der folgenden RT-PCR cDNA sowohl von unstimulierten Adipozyten als auch
von Adipozyten, welche 12 Stunden lang mit 20ng TNF-o/ml DMEM (+ 1% FCS) und 40ng
IFN-y/ml Medium behandelt wurden, eingesetzt (Abbildung 1). Sowohl stimulierte als auch
basale Adipozyten waren positiv fiir HNP1, es konnten jedoch in der qualitativen RT-PCR

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ausgemacht werden.
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1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12

- e - -—— -

: Marker

: positive Kontrolle (Granulozyten) RT+

: Adipozyten unstimuliert RT+

: Adipozyten unstimuliert RT-

: Adipozyten stimuliert RT+

: Adipozyten stimuliert RT-

: Adipozyten (nicht die gleichen wie in 3) RT+
: Adipozyten RT-

: Adipozyten (andere als in 3, 7) RT+

0: Adipozyten RT-

Abbildung 11: PCR fiir a-Defensin 1. In dieser Abbildung (identisch mit Abb. 10) soll auf
den Einsatz von mit Zytokinen stimulierten und unstimulierten Adipozyten hingewiesen
werden. Unter qualitativen PCR-Bedingungen zeigte sich kein merklicher Unterschied in der

Auspragung der Banden.

6.2 Quantitative RT-PCR fir das a-Defensin 1

Um eine Aussage iiber eine mogliche Stimulierbarkeit der a-Defensin 1 Expression von
Adipozyten treffen zu konnen, wurde deswegen als nidchstes eine quantitative RT-PCR
durchgefiihrt. Anfanglich wurde die gleiche cDNA aus unstimulierten und mit TNF-o und
IFN-y stimulierten Adipozyten eingesetzt, die auch in der qualitativen RT-PCR eingesetzt
wurde. AuBerdem wurden verschiedene Konzentrationen der Zytokine und Zellkultur-
Inkubations-(Stimulations-)Zeiten ausprobiert (Daten nicht gezeigt). Da dies jedoch zu
keinem eindeutigen Schluss fiihrte, folgten Versuche mit LPS (aus Salmonella minnesota,
Sigma, in RPMI 1640 geldst, Endkonzentration 1pug/ml) und mit hitzeinaktivierten Bakterien

einschliesslich E.coli, Pseudomonas aeruginosa und zwei Staphylococcus aureus-Stimmen.
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6,00E-07 -

DMEM + 10%
5,00E-07 - FCS

Ipg/ml 20ng/ml  40ng/ml Y
4,00E-07 Stimulation
3,00E-07 -
2,00E-07 -
1,00E-07 -
0,00E+00

Adi. unstim. Adi. Bakt. Adi.-LPS Adi.-TNF-a Adi.-INFg

Abbildung 12: TagMan-PCR fiir das a-Defensin 1. Die Unterschiede zwischen den Gruppen

waren nicht signifikant.

6.3 Western Blot fur das a-Defensin 1

Gleichzeitig hat uns die Expression der Defensine auf Proteinebene interessiert. Anfangs
haben wir uns damit beschiftigt, die Bedingungen fiir den Western Blot zu etablieren, die bis
zu dem Zeitpunkt und mit dem von uns verwendeten AntikOrper nicht etabliert waren.
Insbesondere ging es unter anderem um die Etablierung des richtigen Lysepuffers
(Extraktionspuffer) fiir Adipozyten (erhebliche Schwierigkeiten, auf Grund des hohen
Lipidgehaltes der Zellen). Empirisch fanden wir, dass die Durchfiihrung des Western Blots
unter nicht-reduzierten Bedingungen (d.h. ohne Zugabe von B-Mercaptoethanol in die Proben)
bessere Ergebnisse liefert, da dann das Protein vom Antikorper besser erkannt wird
(Zerstorung von Epitopen der kleinen Defensine durch Mercaptoethanol?). Als positive
Kontrolle (Standard) verwendeten wir ein kommerziell erhiltliches synthetisches HNP1-

Peptid (Firma Bachem, Heidelberg).
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1: Marker
2: kommerzieller a-Def. 1 Standard 100ng
49kDa 3: Standard 50ng
38kDa 4: Standard 25ng
5: Granulozyten
28kDa 6: Granulozyten (Verdiinnungsreihe)
17kDa 7: Granulozyten (Verdiinnungsreihe)
14kDa 8: Gesamt-Omentumprobe (schmierige Bande,

da hoher Lipidanteil)
6kDa

4kDa target protein

Abbildung 13: Western Blot fiir a-Defensin 1.

Die Vorgehensweise insgesamt war entsprechend der Prozedur auf RNA-Ebene: erst
verwendeten wir Gesamtproteinpriparationen aus Omentum, Nieren, subkutanem Fett,
auBerdem isolierte Granulozyten zusammen mit einem kommerziell erworbenen Standard als

positive Kontrolle.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
) - - : Marker

: : Standard

: Standard

: Niere

: Niere

: Niere

: Omentum

: Omentum

: Omentum

0: Granulozyten

— O 00 IO N KW~

4kDa Zielpr «4kDa Zielprotein

Abbildung 14: Western Blot fiir a-Defensin 1.
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Durchgehend erschienen —so wie in der oben stehenden Abbildung- aufler den erwarteten
Banden in Hohe von 4 kDa (Zielprotein) auch klar abgrenzbare Banden in H6he von ca. 16

kDa. Es lag die Vermutung nahe, dass es sich um Tetramere unseres Proteins handeln wiirde.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

: Granulozyten

: Granulozyten (-)

: Granulozyten (-)

: primire Mesothelzellen +Interleukin 1
: primédre Mesothelzellen unstimuliert

: Omentum

: Niere

: Subkutanes Fett

: Standard (-)

0: Marker

— O 0 1N DN KW~

16kDa—> " h

Abbildung 15: Western Blot fiir a-Defensin 1. Primire Mesothelzellen negativ.

Nach mehreren Versuchen, die Extraktionsmethode des Defensins und die passenden
experimentellen Bedingungen zu etablieren, ergaben sich auBler der erwarteten Bande in Hohe
von 4kDa durchgehend auch Banden in Hohe von 16kDa, teilweise mit Fehlen der Banden fiir

das Zielprotein (Abbildung 15).
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1: Marker

2: Standard 100ng
3: Standard 100ng
4: Granulozyten
5: Granulozyten
6: Granulozyten
7: Omentum

8: Omentum

9: Omentum

10: Niere

4kDa target protein

Abbildung 16: Western Blot fiir a-Defensin 1.

Dies hat die Frage aufgeworfen, ob das a-Defensin 1 nicht eine multimere Form besitzt. Die
Hohe 16kDa spriche dabei fiir eine tetramere Form des Proteins. Es folgten mehrere
Versuche, mittels verschiedener Strategien, die vermuteten ,,Tetramere* zu sprengen, z.B.
mittels Inkubationen und Fillungen mit hochprozentiger Urea, Erhitzungszyklen usw. jedoch
ohne Erfolg (Daten nicht gezeigt). Zur exakteren Beschreibung haben wir entsprechend der
Sequenzierung der PCR-Produkte auch eine Proteinsequenzierung dieser vermuteten
Tetramere durchgefiihrt. Die Bande in H6he von 16 kDa hat sich dabei als Himoglobinkette

erwiesen.

Es folgten mehrere Western Blots mit dem Einsatz von Protein aus ,,reinen® isolierten
Adipozyten. Es konnte dabei kein positives Ergebnis fiir Adipozyten und das a-Defensin 1

gezeigt werden, sowohl fiir unstimulierte, als auch fiir stimulierte Zellen.
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6.4 Immunhistochemie fur das a-Defensin 1

Die Immunhistochemie sollte einen weiteren zusitzlichen Beweis der Defensinexpression zu
unseren schon bestehenden Daten hinzufiigen. Untenstehend zeigt Abbildung 17a) das
Ergebnis der Immunhistochemie an Omentumschnitten mit dem HNP1 monoklonalen
Antikorper. Die Fettvakuolen wurden aufgrund der Fixierung mit Aceton aus den Adipozyten
herausgelost. Man erkennt eine deutliche Anfarbung des schmalen Zytoplasmas der Zellen.
Auch die das Gewebe infiltrierende Leukozyten, wie vergrofert in Abbildung 17b) zu sehen,
sind stark positiv fiir das HNP1, jedoch ist ihre Anfarbung deutlich unabhingig von der
Adipozytenreaktion. Die Abbildung 17c) stellt die Negativkontrolle dar, bei der der
Primérantikdrper bei der Inkubation weggelassen wurde. Abbildung 17d) schliesslich zeigt
das Verschwinden des positiven Signals fiir das HNP1 in Adipozyten und Leukozyten nach
Absorption des Antikdrpers mit dem synthetischen HNP1 Antigen.

Abbildung 17: Immunhistochemie fiir das a-Defensin 1. Deutliches positives Signal des

Adipozytenzytoskelets.
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6.5 RT-PCR fir das a-Defensin 5

In Bezug auf das o-Defensin 5 erwiesen sich die Untersuchungen mit der RT-PCR sehr
komplex. Die Vorgehensweise in der Planung der Experimente war dieselbe wie fiir das o.-
Defensin 1 (Proben aus Gesamtgewebe, isolierten Zellen, Stimulation mit Zytokinen). Die
ersten Experimente beinhalteten cDNA aus Gesamtpriparationen von Duodenum (positive

Kontrolle fiir das a-Defensin 5), Niere, subkutanem Fett und Omentum.

1 23 45 67 8 9 1011 12

: Marker

: negative Kontrolle (Wasser)

: Duodenum (ohne DNAse-Behandlung) RT+
: Duodenum (ohne DNAse-Behandlung) RT-
: subkutanes Fett RT+

: subkutanes Fett RT-

: Niere RT+

: Niere RT-

: Omentum RT+

10: Omentum RT-

11: Niere (ohne DNAse-Behandlung) RT+

12: Niere (ohne DNAse-Behandlung) RT-

O 00 1N DN B~ WK~

Produkt
1 9 8bp —>

Abbildung 18: PCR fiir a-Defensin 5.

Entsprechend dem Vorgehen fiir das a-Defensin 1 behandelten wir die Proben mit DNAse,
um Kontaminationen mit genomischer DNA zu vermeiden. Im weiteren erfolgten Versuche
mit Duodenum, Gesamt-Omentumpréiparationen und mit isolierten Mesothelzellen, die wir

mit Isoleucin stimuliert hatten oder unstimuliert lieBen.
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=123 4 56 78 9101112__
-.; §¥!¥§¥i‘g

: Marker

: negative Kontrolle (Wasser)

: Duodenum (DNAse-behandelt) RT+

: Duodenum (DNAse-behandelt) RT-

: Omentum (ohne DNAse-Behandlung) RT+

: Omentum (ohne DNAse-Behandlung) RT-

: prim. Mesothelzellen unstimuliert (ohne DNAse) RT+
: prim. Mesothelzellen unstimuliert (ohne DNAse) RT-
: prim. Mesothelz. IL-1-stimuliert (ohne DNAse) RT+
10: prim. Mesothelz. IL-1-stimuliert (ohne DNAse) RT-
11: Duodenum (ohne DNAse) RT+

201bp 12: Duodenum (ohne DNAse) RT-

154bn2

O 0 1IN DN K W~

198bp Produkt

Abbildung 19: PCR fiir a-Defensin 5.

123456 7389101112

: Marker

: negative Kontrolle (Wasser)

: Duodenum (DNAse-behandelt) RT+

: Duodenum (DNAse-behandelt) RT-

: Omentum RT+

: Omentum RT-

: prim. Mesothelzellen unstimuliert RT+
: prim. Mesothelzellen unstimuliert RT-
: prim. Mesothelz. IL-1-stimuliert RT+
10: prim. Mesothelz. IL-1-stimuliert RT-
11: Duodenum (DNAse-behandelt) RT+
12: Duodenum (DNAse-behandelt) RT-

O 00 1N DN B~ WK~

Produ
198bp

Abbildung 20: PCR fiir a-Defensin 5. Im Gegensatz zur Abb. 19 zeigten sich bei Einsatz
hoherer cDNA Mengen positive Banden fiir primire Mesothelzellen. Die Ergebnisse fiir
Mesothelzellen zeigten sich inkonsistent. Zu jenem Zeitpunkt waren die Adipozyten

Schwerpunkt unserer Untersuchungen.
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Adipozyten, die wir nach der von Rodbell beschriebenen Methode isoliert haben, zeigten

ebenso positive Banden fiir das a-Defensin 5.

123 4 567 8 9 1011

: Marker

: Duodenum RT+

: Duodenum RT-

: Adipozyten (2pul cDNA) RT+
: Adipozyten (2ul cDNA) RT-
: Adipozyten (5ul cDNA) RT+
: Adipozyten (5ul cDNA) RT-
: B-Aktin Duodenum RT+

: B-Aktin Duodenum RT-

10: B-Aktin Adipozyten RT+
11: B-Aktin Adipozyten RT-

O 0 1IN DN K W~

Produkt
198bp—

Abbildung 21: PCR fiir a-Defensin 5.

Darauthin stimulierten wir die Adipozyten mit Zytokinen. So ergaben Adipozyten -und zwar
sowohl unstimulierte als auch mit TNF-a (20ng/ml) + IFN-y (40 ng/ml) stimulierte- mit

spezifischen Primern positive Banden fiir das a-Defensin 5, genauso wie die positive

Kontrolle Duodenum.
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: Marker

: Duodenum (2ul cDNA) RT+

: Duodenum (2ul cDNA) RT-

: Adipozyten (1ul cDNA) unstimuliert RT+
: Adipozyten (1pl cDNA) unstimuliert RT-
: Adipozyten (1ul cDNA) stimuliert RT+

: Adipozyten (1pul cDNA) stimuliert RT-

: Adipozyten (2ul cDNA) unstimuliert RT+

O 00 1N DN B W=

E : Adipozyten (2ul cDNA) unstimuliert RT-
Produkt bt Mo o 10: Adipozyten (2ul cDNA) stimuliert RT+
198bp— . il 11: Adipozyten (2ul cDNA) stimuliert RT-

Alle Proben DN Ase-behandelt
198bp product

Abbildung 22: PCR fiir a-Defensin 5.

Ein nichstes Experiment hatte zum Ziel, die Expression des a-Defensin 5 Gens in
Adipozyten zu induzieren. Deswegen wurden Adipozyten -dhnlich wie bei a-Defensin 1- mit
verschiedenen Agenzien (Zytokinen und Bakterien) stimuliert und mittels TagMan PCR auf
a-Defensin 5 Expression analysiert. Allerdings zeigte sich dabei keine Expression des

Defensins (Daten nicht gezeigt).

Aus diesem Grund wiederholten wir die qualitative RT-PCR unter Verwendung eines zweiten
Primer-Paares mit genau denselben Proben, die in der RT-PCR der Abbildung 22 positiv
waren. Mit diesem zweiten Primer-Paar zeigte sich das Duodenum positiv flir das a-Defensin

5, wahrend unsere Adipozyten-Préparationen erstaunlicherweise keine Banden aufwiesen.
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1 2 34 56 7

: Marker

: Duodenum (DNAse-behandelt) RT+
: Duodenum (DNAse-behandelt) RT-
: Adipozyten unstimuliert RT+

: Adipozyten unstimuliert RT-

: Adipozyten stimuliert RT+

: Adipozyten stimuliert RT-

~N NN B W~

Gleiche Proben wie bei der vorherigen Abbildung

Produkt 155bp product

155bp—

Abbildung 23: PCR fiir a-Defensin 5.

6.6 Northern-Blot fir das a-Defensin 5

Nachdem mit zwei unterschiedlichen Primer-Paaren gegensitzliche Ergebnisse zustande
kamen (einmal positiv und einmal negativ), bestand die Uberlegung, bei der Adipozyten-RNA
fiir das a-Defensin 5 konnte es sich um eine Splice-Variante handeln, welche von dem einen
Primer-Paar nicht erkannt werden kann. Zur Uberpriifung dieser Tatsache wurde ein
einmaliger Northern-Blot durchgefiihrt (siche Material und Methoden). Hierbei zeigte sich
jedoch weder fiir unstimulierte noch stimulierte Adipozyten ein positives Signal fiir o-

Defensin 5.
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1: Duodenum
2: unstimulierte Adipozyten
3: stimulierte Adipozyten

Abbildung 25: Northern-Blot fiir a-Defensin 5.

6.7 Western Blot fur das a-Defensin 5

Dabei unternahmen wir mehrere Versuche, die Methode zu etablieren. Reprisentativ fiir

unsere Versuche, den Western-Blot flir das a-Defensin 5 zu etablieren, ist folgendes Ergebnis:

: Marker

: Niere

: subkutanes Fett

: Omentum

: Omentum (Verdiinnungsreihe)
: prim. Mesothelzellen

: prim. Mesothelzellen

: prim. Mesothelzellen

: Duodenum

10: Duodenum

3anden in Hohe 14kDa,
reinbar mit Tetrameren
elprotein 3,5 kDa)

O 0 1O\ L B WK —

Abbildung 26: Western Blot fiir a-Defensin 5.
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Der Western Blot fiir das a-Defensin 5 in Adipozyten stellte sich als negativ dar, allerdings
ergaben unsere Untersuchungen auch bei der positiven Kontrolle (Duodenum) ein nur sehr

schwaches Signal.

1: Duodenum
2: Adipozyten

schwaches Signal auf
Hohe 3,5 kDa

Abbildung 27: Western Blot fiir das a-Defensin 5

6.8 Immunhistochemie fur das a-Defensin 5

Der von uns im Western Blot eingesetzte Antikdrper gegen a-Defensin 5 hat sich fiir die
Immunhistochemie als nicht geeignet erwiesen (kein Signal). Nach Riicksprache mit der
herstellenden Firma, bestétigte uns diese, den Antikdrper bei immunhistochemischen

Untersuchungen nicht gepriift zu haben.
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7. Diskussion

7.1 Neueste Erkenntnisse Uber die Rolle des Fettgewebes in der angeborenen

Immunabwehr des Menschen

Eine ganze Reihe von neueren Erkenntnissen deuten auf den Beitrag von adiposem Gewebe in
der angeborenen Immunabwehr hin. So stimuliert LPS die Produktion von TNF-o in
humanen Adipozyten (Sewter et al, 1999), dies konnte auBer denkbaren Effekten auf
Differenzierung, Apoptose und Lipidmetabolismus- auch eine Rolle von adipozytirem TNF-a
in der Wirtsabwehr implizieren. Auflerdem sind Adipozyten eine bedeutende Quelle
verschiedener Komponenten des Komplementsystems einschlieSlich Faktor D (Adipsin), B
und C3 (Peake et al. 1997). Levine et al. haben kiirzlich gezeigt, dass Adipozyten auch MC-
SF (macrophage colony-stimulating factor) produzieren, welcher einen proliferativen
Stimulus fiir Makrophagen darstellt, der in Fettgewebe hochreguliert werden kann. Letzteres
hat man beispielsweise im Fettgewebe, welches entziindliche intestinale Lésionen bei M.
Crohn umgibt, beobachtet (sog. ,,creeping fat*). Fettgewebe produziert ebenfalls Interleukin-6
(Fried et al. 1998), ein Zytokin, welches eine systemische Rolle bei Infektionen und
entzlindlichen Erkrankungen als Teil der Akute-Phase-Reaktion spielt. SchlieBlich zeigt
Leptin, ein Haupt-Sekretionsprodukt von Adipozyten wichtige Effekte auf die Funktion von
Lymphozyten (Lord et al. 1998). Gainsford et al. (1996) fanden heraus, dass die Zugabe von
Leptin in Kulturmedium die Zytokinproduktion und Phagozytose von Leishmanien durch
peritoneale Makrophagen der Maus verstirkte. SchlieBlich ist seit mehr als 30 Jahren bekannt,
dass das Omentum majus eine wichtige Rolle in der Wirtsabwehr spielt, da es einen Ort der

Antikorpersynthese darstellt (Walker et al, 1961).

7.2 Humane peritoneale Adipozyten synthetisieren antimikrobiell wirksame Peptide (a-

Defensine)

Defensine haben erst seit wenigen Jahren auf Grund ihrer Eigenschaften das
Forschungsinteresse geweckt. Verschiedene experimentelle Modelle geben Hinweise dafiir,
dass Defensine und andere antimikrobielle Peptide hauptséchlich als natiirlich vorkommende
Antibiotika in entziindetem Gewebe fungieren. Neben ihrer Bedeutung als Antibiotika wurden

insbesondere auch andere Funktionen der Molekiile, wie die des Entziindungsmediators,
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erkannt. Bereits mehrere Gewebe aus verschiedenen Organen wurden auf das Vorhandensein
von Defensinen hin untersucht, von der Haut {iber die Lunge bis zur Gebarmutter. Allerdings
hat sich bislang niemand mit der Frage des Nachweises von Defensinen in Fettgewebe und

isolierten Fettzellen beschiftigt.

In der vorliegenden Arbeit wurden wir mit mehreren Schwierigkeiten konfrontiert. Die
Beschaffung von Gewebe war schwierig: wir haben 1 Gewebeprobe alle 9 Wochen erhalten.
Diese Tatsache machte die Planung der Experimente schwierig. Adipozyten liefern zudem
eine geringe Ausbeute an RNA und Protein, da sie wéihrend ihrer Isolierungsprozedur leicht
zerstort werden und die Lipide dabei freigesetzt werden. Die Lipide wiederum interferieren
mit der Extraktion von DNS, RNS und der von Proteinen. Dies erforderte die Optimierung
von Methoden und machte Wiederholungen von Experimenten notwendig. Die Methodik fiir
die Untersuchung der Fragestellung musste dabei von Grund neu aufgebaut werden. So
wurden z.B. die Bedingungen des Western-Blots fiir a-Defensin 1 in Granulozyten in dieser

Arbeit erstmalig etabliert.

Trotz allem konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass hochgereinigte
Adipozyten aus dem Omentum majus a-Defensin 1 exprimieren. Dies haben wir sowohl auf
RNA- (RT-PCR, quantitative TagMan-PCR), als auch auf Protein-Ebene (Western-Blot,
Immunhistochemie) untersucht. Um festzustellen, ob o-Defensin Expression auch in
Fettzellen anderer Gewebe stattfindet, haben wir subkutanes Fett mit den gleichen Methoden
analysiert und bestétigten die Fettzelle als Ort der a-Defensin 1 Synthese. Es ist uns somit der

Nachweis fiir a-Defensin 1 in Adipozyten gelungen.

Es ist bei den von uns verwendeten Adipozyten von hochgereinigten Adipozyten auszugehen.
Der zweite Filtrationsschritt unserer Fettzellsuspension durch den 30um Filter (siche
»lsolierung von Adipozyten“ 1im Abschnitt Material und Methoden) beseitigte
kontaminierende Endothelzellen. Die nach der Methode von Rodbell gewonnenen Adipozyten
wurden 3 Mal mit PBS gewaschen und es wurden -im Gegensatz zu vielen anderen
wissenschaftlichen Untersuchungen mit Adipozyten- 3 Zentrifugationsschritte eingeschaltet,
die in der Adipozytensuspension noch erhaltene weitere Zelltypen pelletieren und Adipozyten
an der Oberfliche flottieren lieBen. Auf der anderen Seite lieferte diese gewihlte
Vorgehensweise stets geringe Ausbeuten an intakten Zellen. Weiterhin haben wir in unseren

Stimulationsexperimenten die Zellsuspensionen in Kulturflaschen ausgesét, so dass alle
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weiteren Zelltypen am Flaschenboden anwachsen und die flottierenden Adipozyten in
nreiner Form abgenommen werden konnten. Aus diesem Grund verzichteten wir auf
immunhistochemische Farbungen mit Endothelzell-, Fibroblasten- und Monocyten-
/Makrophagenmarkern. Eine weitere Aufreinigung insbesondere von Prdadipozyten wiére

durch FACS moglich. Leider gibt es dazu keinen spezifischen Praadipozyten-Marker.

Schwierigkeiten im Nachweis der Defensine im Western Blot sind vermutlich methodischer
Genese, da die Sensitivitit des Antikdrpers im Western Blot niedrig ist. Auf Grund dessen
erfolgte der Versuch der Konzentrierung der Proben. Der Versuch, Protein aus Adipozyten zu
konzentrieren erwies sich als problematisch: Nicht nur nach der Trichloressigsdure(TCA)-
Methode, sondern auch nach der Aceton-Féllung erwies es sich als teilweise unmoglich, die
Proteine nach Denaturierung wieder in Losung zu bringen. Konzentrieren in Centricon-
GefidBBen (z.B. Firma Amicon) kam fiir uns auf Grund des sehr kleinen gesuchten
Molekulargewichts nicht in Frage.

Die Proteinkonzentrierung mittels Acetonfdllung hat meistens Proteinmengen zwischen 0,5-
1pg/pl ergeben. Maximal aufzutragende Mengen an Protein auf ein Western Blot-Gel waren
demnach ca. 20pug. Der Einsatz dieser Menge an Gesamtprotein ergab auch bei der positiven
Kontrolle keine Banden. Mit Trichloressigsdure gefillte Proben ergaben -trotz angeblichen
Einsatzes von bis zu 60ug- kein Signal. Die Western Blot Membranen wurden deshalb nach
dem Transfer mit Ponceau-Rot gefdarbt. Bei dieser Firbung waren keine Banden auf der
Membran zu sehen. Es ist nicht davon auszugehen, dass der Transfer auf die Membran
gescheitert war, da die Bedingungen des Western Blots bereits in frilheren Versuchen gut
etabliert wurden. Wahrscheinlicher erscheint es, dass wir nicht genug Protein aus Adipozyten
erhielten, um dies m Western Blot einzusetzen und dass die
Proteinkonzentrationsbestimmung mit geféllten und wieder in Losung gebrachten Proben

keine zuverldssigen Ergebnisse lieferte.

Theoretisch konnte es auch sein, dass sich unser gesuchtes Protein in der Lipidphase befindet,
die nach der Zelllyse entfernt wurde. Dies wiirde eine Extraktion notwendig machen. Der
Versuch, das Lammli-Lysat der Positivkontrolle (Granulozyten) mit der Adipozyten-
Lipidphase zu vermengen, um festzustellen, ob sich das Protein in der Lipidphase maskiert,
schlug dadurch fehl, dass die Banden im Western Blot auf Grund des hohen Lipidanteils
deformiert und nicht verwertbar waren. Eine Moglichkeit dies aufzukliren war eine

Literaturrecherche beziiglich der Isolierung eines lipophilen Proteins aus Adipozyten. Diese
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lieferte jedoch keine Ergebnisse. Generell sollte sich ein intaktes Protein nicht in Lipidtropfen

integrieren, sondern hochstens in deren Phospholipidmembranen.

Insofern entstand zunéchst ein scheinbarer Widerspruch: Adipozyten waren positiv fiir das a-
Defensin 1 auf RNA Ebene (positive PCR), zeigten sich aber negativ auf Proteinebene
(negativer Western Blot). Wir haben uns daraufhin entschieden, eine 2. Methode zur
Uberpriifung der Hypothese auf Proteinebene zu verwenden: die Immunhistochemie. Dies

ergab ein sehr deutliches Ergebnis fiir das a-Defensin 1 in Adipozyten.

Fiir das a-Defensin 5 gehen wir beim Western Blot von einem Antikorperproblem aus. Nach
Riicksprache mit der herstellenden Firma haben wir erfahren, dass der Antikorper fiir Western
Blots nicht getestet worden war. Das von der Firma verkéufliche synthetische a-Defensin 5
Peptid wird ohne Signalmolekiil hergestellt und ist fiir unsere Western Blot Gele als positive
Kontrolle und im Vergleich zum biologischen Peptid zu klein gewesen. Ein alternativer

Antikdrper stand nicht zur Verfiigung.

Die urspriingliche Annahme, dass es sich bei den 14kDa groflen Banden im Western Blot fiir
das o-Defensin 1 um multimere Formen des Defensins handeln konnte, wurde durch
Proteinsequenzierung nicht bestdtigt. Das Ergebnis der Sequenzierung lieferte Himoglobin B.
Eine Kreuzreaktion des Antikorpers war der liefernden Firma nicht bekannt. Insofern waren
unsere Western Blots auch Qualititskontrolle fiir den gelieferten Antikorper. Es ist bekannt,
dass viele Antikorper, die nicht gut charakterisiert sind (z.B. affinititsgereinigt)
kreuzreagieren konnen, sowohl als 1. oder auch als 2. Antikorper. In der starken Hauptbande
kann natiirlich theoretisch auch eine geringe Menge an Defensin vorhanden sein, welches fiir
die Immunreaktion (mit-)verantwortlich ist. Ca. 1-5% Hintergrund an Defensinen wiirden im
Héamoglobingemisch  auffallen (personliche Mitteilung von Dr. Hans Heid,
Krebsforschungszentrum Heidelberg). Hier wire eine 2-dimensionale Gelauftrennung
hilfreich, in der die Himoglobine besser von den Defensinen getrennt und separat sequenziert
werden konnten.

Beziiglich der PCR und der mit dem alternativen Primer-Paar nicht nachweisbaren positiven
Banden fiir das a-Defensin 5 in Adipozyten ist eine mogliche Erkldrung das Vorhandensein

einer Splice-Variante fiir das a-Defensin 5 in Adipozyten.
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7.3 Mdgliche Implikationen des VVorhandenseins von Defensinen im Omentum majus

Die zentrale Rolle des angeborenen Immunsystems, insbesondere der antimikrobiellen
Peptide wie den Defensinen, wurde lange Zeit zugunsten der adaptiven Immunitét
vernachléssigt. Molekularbiologische, zellbiologische und klinische Untersuchungen belegen
auch eine klinische Bedeutung dieses Systems. Dies gilt sowohl fiir die Dermatologie als auch
fiir entzlindliche Darm-, Lungen- und Nierenerkrankungen. Kiinftige Untersuchungen miissen
ergriinden, ob diese Peptide zur Infektionsprophylaxe oder Therapie eingesetzt werden
konnen und ob vielleicht auch die artifizielle Induktion einer endogenen Produktion dieser

Peptidantibiotika als Infektionsschutz geeignet ist.

Das ubiquitire Vorkommen von Fettzellen, vor allem in der peritonealen Hohle und in der
Subkutis, macht diese Gewebe zu einem Pool antimikrobieller Peptide wie a-Defensine und
somit zu einem Teil der innate immunity. Die Freisetzung von konstitutiv synthetisierten und
in Fettzellen gespeicherten Defensinen konnte womoglich bakteriellen Entziindungen nach
Gewebsverletzung aufgrund lokaler mikrobizider Effekte vorbeugen. AuBler ihrer direkten
mikrobiziden Wirkung besitzen Defensine aber auch chemotaktische Eigenschaften (siche
Einleitung) und stellen so ein Bindeglied zwischen angeborener und erworbener

Immunabwehr dar.

Im Falle der Peritonealdialyse konnte die Defensinproduktion durch Adipozyten des
Omentums die Peritonealhohle vor Infektionen schiitzen. Eine solche Annahme wird z.B.
durch die Tatsache unterstiitzt, dass bakterielle Peritonitiden im Rahmen der ambulanten
Peritonealdialyse (CAPD) -trotz permanenter Entziindungsstimuli aufgrund der Exposition
mit der Spiillésung und dem Spiilkatheter- mit 1,1% pro Patient pro Jahr eine seltene
Komplikation darstellen (Vargemezis et al, 2001). Dariiberhinaus sind spontane Peritonitiden
selbst in Fillen schwerer intestinaler Mukositis mit Verlust der normalen intestinalen
epithelialen Barriere extrem selten. Interessant ist auch die Tatsache, dass Omentum in der
Abdominalchirurgie empirisch dafiir verwendet wird, um an Stellen intestinaler Perforation
die Anastomosenfldche ,,abzudichten* und fatalen Peritonitiden vorzubeugen (Allgéwer et al
in ,,Chirurgische Gastroenterologie*, Springer Berlin-Heidelberg-New York 1981, S.: 1076-
1078; Dziri et al, 1999). Die Fettzellen des Omentums konnten demnach einen wichtigen

Faktor im Schutz gegeniiber der CAPD-assoziierten Peritonitis darstellen. In diesem
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Zusammenhang konnte man weiterhin die potenziellen Interaktionen von Dialyse-Losungen

mit der Freisetzung und Aktivitit von Defensinen des Omentum untersuchen.

7.4 Ausblick: Die Rolle von antimikrobiellen Peptiden im Zeitalter der Antibiotika-
Resistenzen, Verwendung als Pharmaka

Im Rahmen von Dialysebehandlungen bereits eingetretene bakterielle Peritonitiden stellen
andererseits schwerwiegende Krankheitszustinde dar. Sie initiieren eine inflammatorische
Kaskade, die eine Fibrose der Peritonealmembran mit Filtrationsversagen nach sich zieht. Die
rasche und addquate Therapie der dialyseassoziierten Peritonitis ist entscheidend, um kurz-
und langfristige Komplikationen am Peritoneum zu vermeiden. Vor allem Infektionen mit

Staph. aureus sind ernsthafte Komplikationen der chronischen Peritonealdialyse.

Die schnelle Vermehrung von Bakterien und ihre genetische Variabilitit erlauben
Mikroorganismen, in kurzer Zeit gegen Antibiotika resistent zu werden. Ein Problem dabei
ist, dass in den letzten Jahrzehnten keine neuen Klassen von Antibiotika entwickelt wurden.
So sind beispielsweise neue Dritt- und Viertgenerationscephalosporine, Imipenem und neue
Fluorochinolone nur Abkommlinge é&lterer Grundsubstanzen. Es ist demnach notwendig,
vorhandene Optionen der Vorbeugung und Therapie der dialyse-assoziierten Peritonitis zu

verbessern und neue Methoden zu entwickeln.

Eine Resistenzentwicklung von Mikroorganismen gegen antimikrobielle Peptide ist mit
Ausnahme einiger weniger Bakterienspezies trotz der langen Zeitspanne moglicher
evolutiondrer Entwicklungen nicht eingetreten. Griinde fiir die fehlende Resistenzentwicklung
sind die enorme Vielfalt der antimikrobiellen Peptide und das Fehlen von Epitopen, die als
Angriffspunkt fiir bakterielle Proteasen dienen konnten. Dariiber hinaus ist die
Umstrukturierung der bakteriellen Zellmembran als Angriffspunkt antimikrobieller Peptide

aus evolutionsbiologischer Sicht nur schwer umsetzbar (Zasloff, 2002).

Antimikrobielle Peptide konnten als Ausgangsmolekiile fiir die Einfiihrung innovativer
Antibiotika des Menschen verwendet werden. Ob sich Peptidantibiotika fiir klinische
Anwendungen eignen, wird von vielen Faktoren abhidngen, darunter Toxizitdt, Stabilitdt und
Immunogenitdt der Substanzen (Latham, 1999). Es werden aktuell klinische Studien fiir

topische Anwendungen durchgefiihrt. Einige Substanzen werden auch fiir inhalative oder
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gastrointestinale ~ Applikationsrouten entwickelt. Defensine konnten beispielsweise
therapeutisch als Komponenten der peritonealen Dialysefliissigkeit oder zum Beschichten von
Kathetern zur Vorbeugung bakterieller Peritonitiden -und des darausfolgenden
Filtrationsversagens- eingesetzt werden. Diese topischen Anwendungen erlauben allerdings
keinen Schluss auf die Verwendbarkeit antimikrobieller Peptide fiir den Einsatz als
systemische Antibiotika. Aufgrund ihres Wirkungsspektrums ist die Verwendung
antimikrobieller Peptide nicht nur als Antibiotika, sondern auch als Immunmodulatoren sowie

anti-LPS-Pharmaka denkbar.

In Zukunft werden aus verschiedenen Bereichen Erkenntnisgewinne zu erwarten sein. Zum
einen werden durch die Ergebnisse des Human Genome Project und die Moglichkeiten der
Bioinformatik neue Molekiile entdeckt werden. Zum anderen werden Funktionen
antimikrobieller Peptide durch die Anwendungen verschiedener Techniken analysiert werden.
Interessant wire zu untersuchen, wie die Variationen in der Aminosduresequenz der
Defensine ihre Spezifitdt gegeniiber einer Reihe von Mikroorganismen beeinflussen and
andererseits, wie strukturelle Anderungen in Mikroorganismen ihre Sensitivitit gegeniiber
speziellen Defensinen modulieren. Untersuchungen des Einflusses von Defensin-
Genpolymorphismen auf die Inzidenz einzelner Erkankungen stehen noch aus. Murine
Homologe antimikrobieller Peptide des Menschen eroffnen wichtige Moglichkeiten,
genetische Strategien in transgenen und/oder knockout-Mausmodellen anzuwenden (Bals et

al, 1998; Bals et al, 1998; Morrison et al, 1999; Morrison et al, 1998).
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8. Zusammenfassung

Wir haben in der vorliegenden Arbeit das Vorhandensein von Defensinen, einer Gruppe
natiirlich vorkommender antimikrobieller Peptide, in der Peritonealhdhle untersucht. Unser
Augenmerk richteten wir dabei auf die Adipozyten des Omentum majus, da eine mdgliche
Expression von Defensinen in Fettzellen auf Grund deren ubiquitiren Verteilung im
menschlichen Korper wichtige Erkenntnisse und Implikationen fiir zukiinftige klinische

Anwendungen haben wiirde (siehe auch ,,Ziel der Studie* im Abschnitt ,,Einleitung®).

Wir benutzten Nachweismethoden auf RNA- (RT-PCR, quantitative TagMan-PCR, Northern
Blot) und Protein-Ebene (Western-Blot, Immunhistochemie). Tatsdchlich ist es uns gelungen,
das humane a-Defensin 1 in hochgereinigten Adipozyten des Omentum majus und des
subkutanen Fettgewebes in der PCR und in der Immunhistochemie nachzuweisen. Die
Durchfiihhrung des Western Blots erwies sich als komplex (siehe ,,Diskussion®). Daher kann
gesagt werden, dass humane peritoneale Adipozyten wahrscheinlich das humane a-Defensin 1
synthetisieren. Zur Expression von humanem o-Defensin 5 konnen wir aktuell keine
abschliessende Aussage treffen. Einerseits gelang dessen Nachweis in der PCR; Western Blot

und Immunhistochemie blieben jedoch negativ (siehe ,,Ergebnisse und ,,Diskussion).
Die a-Defensin-Expression durch humane Adipozyten des Omentums (und der Subkutis)

stellt einen weiteren Hinweis beziiglich der Bedeutung von Adipozyten in der priméren

Abwehr gegen bakterielle Infektionen dar.
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