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1 Einleitung 
 
1.1 Aufbau der Haut 
 

Die Haut stellt mit 1,5 bis 2 Quadratmetern Fläche eines der größten    

Organe des Menschen dar und erfüllt als Grenzorgan zur Umwelt Sinnes-, 

Kontakt- und Schutzfunktionen. Wesentliche Bestandteile sind die Epi-

dermis (Oberhaut), die bindegewebige Dermis (Korium, Lederhaut) und 

die Subkutis (Unterhaut). Die Epidermis liegt einer Basallamina auf und 

besteht aus einem mehrschichtigen, von innen nach außen verhornenden 

Plattenepithel, das sich zu 90% aus Keratinozyten und zu 10% aus       

Melanozyten, Merkel-Zellen und Langerhans-Zellen zusammensetzt. Die 

Dermis besteht aus elastischem Gewebe und enthält Nerven und Gefäße. 

Zwischen Kollagenfaserbündeln, elastischen und retikulären Fasern liegen 

Fibroblasten, Mastzellen und weitere Gewebszellen. Die im Wesentlichen 

aus Fettgewebe bestehende Subkutis, dient der Wärmeisolierung und als 

Energiereservoir und bildet ein mechanisches Schutzpolster (Sterry et al., 

2011) 

 
1.2 Epidermis 
 

Die Epidermis wird in verschiedene Schichten untergliedert. Dabei sitzt die 

sogenannte Basalzellschicht (Stratum basale) einer Basalmembran auf. 

Nur die basalen Keratinozyten sind in der Lage sich mitotisch zu teilen. 

Hier findet die Regeneration der Haut statt. Ausgehend von der Basalzell-

schicht wandern die Keratinozyten vertikal durch die verschiedenen 

Schichten der Epidermis, wobei sie einen Differenzierungsprozeß durch-

laufen, der schließlich mit dem Absterben und der Verhornung der Zellen 

in der Hornschicht (Stratum corneum) seinen Abschluss findet. Der       

Differenzierungsprozess ist an einen Calcium-Ionen Gradienten gekoppelt, 

wobei die höchsten Calciumkonzentrationen in der Körnerschicht (Stratum 

granulosum) erreicht werden (Menon, 1994). Während der Differenzierung 

und Verhornung verändern die Keratinozyten ihre Form und weisen einen 

veränderten Gehalt an Proteinen und Lipiden auf. So werden zu Beginn 

des Differenzierungsprozesses die für die basalen Keratinozyten typischen 

Keratine K5, K14 und K15 vermindert exprimiert, während die Expression 
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der Keratine Typ II K1 und Typ I K10 zunimmt (Fuchs und Green, 1980; 

Waseem et al., 1999). Im weiteren Differenzierungsprozess werden die 

Zellen flacher und weisen eine vermehrte Granulation auf (Stratum granu-

losum). Der Hauptbestandteil dieser Granula bildet Keratohyalin, welches 

zu einem großen Teil aus Profilaggrin besteht (Matoltsy 1975, Scott und 

Harding, 1981). Mit weiteren Proteinen wie Loricrin, Envoplakin und Pe-

riplakin bilden sich stabile Heterotetramere, an die Involucrin mittels der 

membrangebundenen Transglutaminase 1 kovalent gebunden wird (Kali-

nin et al., 2004). Diese Proteine bilden ein zytosolisches Netzwerk,       

welches mit einer Lipidhülle aus Ceramiden, Cholesterol und freien Fett-

säuren versehen wird. Auch antimikrobielle Peptide wie beta-Defensin-2 

oder katabolische Enzyme sind dort zu finden. Sie werden in sogenannten 

Lamellarkörperchen, die vom Golgi-Apparat herrühren, gespeichert und 

schließlich, als Antwort auf verschiedene Signale, wie zum Beispiel einem 

Anstieg der Calcium-Ionen-Konzentration, in den interzellulären Raum via 

Exozytose abgegeben (Oren et al., 2003; Downing et al., 1987). Schließ-

lich sterben die verhornten Keratinozyten, die nun als Korneozyten be-

zeichnet werden, ab und bilden das Stratum corneum. Diese Form eines 

programmierten Zelltods, auch als terminale Differenzierung bezeichnet, 

unterscheidet sich in mehreren Aspekten von der typischen Apoptose. Die 

Zerstörung des Zellkerns verläuft anders als während der Apoptose und 

viele für die Apoptose typische Caspasen werden nicht aktiviert (Lippens 

et al., 2005; Tschachler 2005). Hingegen wurde die Aktivierung der 

Caspase 14, die nahezu ausschließlich in der Epidermis exprimiert wird, 

beobachtet (Eckhart et al., 2000, Lippens et al., 2000). 

 

1.3 Die Haut als Barriere 
 

Die Haut bildet eine effektive Barriere zwischen dem Organismus und der 

Umwelt. Sie verhindert dabei das Eindringen von Pathogenen, genauso 

wie sie chemische und physikalische Einflüsse abwehrt. Außerdem 

reguliert sie den Verlust von Wasser und darin gelöster Substanzen. 

Bezüglich der Abwehr von Mikroorganismen erfüllt die Haut mechanisch-

physikalische, chemische sowie immunologische Barriereaufgaben. 
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Die mechanisch-physikalischen Barrierefunktionen werden dem Stratum 

corneum und den Keratinozyten, die mit ihren Zell-Zell-Verbindungen und 

assoziierten Proteinen des Zytoskeletts eine schwer zu durchdringende 

Schicht bilden, zugeordnet. Dafür sind vor allem die Verbindungsproteine 

der Tight junctions wie Occludin, Claudine-1, 4 und 7, JAM-1, Zonula 

Occludens Protein 1 und MUPP-1 verantwortlich (Brandner et al., 2006; 

Brandner et al., 2008). Auch Adherens junctions (Layvraz et al., 2005), 

Desmosomen (Elias et al., 2001) und Gap junctions (Maass et al., 2004) 

spielen hierbei eine Rolle. 

Die chemische Barriere setzt sich aus unpolaren Lipiden, Ceramiden, 

freien Fettsäuren, Cholesterol sowie hydrolytischen Enzymen zusammen. 

Einen wesentlichen Beitrag zur chemischen Barrierefunktion leistet der 

leicht saure pH-Wert der Haut, welcher im Bereich von pH 5,5 bis pH 6,5 

liegt und auch als Säureschutzmantel der Haut bezeichnet wird (Schade 

and Marchionini, 1928;  Lambers et al., 2006). Verantwortlich für den 

niedrigeren pH-Wert der Haut sind sowohl endogene als auch exogene 

Mechanismen. Endogen werden in den Lamellarkörperchen freie 

Fettsäuren, durch Phospholipase A2 vermittelte Hydrolyse von Phospho-

lipiden, gebildet. Der in den Keratinozyten der äußeren Epidermis-

schichten exprimierte Natrium/Protonen Ionenaustauscher NHE-1 trägt 

ebenfalls wesentlich zur Acidifizierung der Hautoberfläche bei (Fluhr et al., 

2004). Als exogen werden die Bildung freier Fettsäuren aus Triglyzeriden 

der Talgdrüsen durch bakterielle Lipasen, die Bildung von Sphingosinen 

aus Ceramiden durch die Ceramidase, als auch der Einfluß von Produkten 

der ekkrinen Schweißdrüsen wie Milchsäure, bezeichnet (Bibel et al., 

1989, Bibel et al., 1992, Thueson et al., 1998). Antimikrobielle Peptide 

(siehe 1.6.) wie LL37 oder die beta-Defensine (Gallo et al., 2002) sind in 

der Lage, Bakterien zu zerstören oder deren Wachstum zumindest 

einzudämmen. Man kann sie entsprechend ihrer Natur der chemischen 

Barrierefunktion zuordnen. Da sie andererseits einen wesentlichen 

Bestandteil des angeborenen Immunsystems darstellen und neben ihrer 

antimikrobiellen Wirkung auch aktivierend bzw. chemotaktisch auf 

Immunzellen wirken, haben sie eine Brückenfunktion zwischen der 

chemischen und immunologischen Barrierefunktion der Haut. 
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Die immunologische Barriere wird durch Mechanismen der angeborenen, 

unspezifischen sowie der adaptiven, spezifischen Abwehr gewährleistet. 

Neutrophile Granulozyten, Makrophagen und natürliche Killerzellen 

können, durch Phagozytose von Bakterien oder Zerstörung von 

virusinfizierten Zellen, Infektionen direkt abwehren. Freisetzung von 

Zytokinen und antimikrobiellen Peptiden aus Keratinozyten und 

Makrophagen, als Antwort auf eine Infektion, führt zur Rekrutierung und 

Aktivierung von Zellen der adaptiven Immunabwehr. Diese können die 

Infektion durch Bildung von Antikörpern (B-Lymphozyten) oder aufgrund 

direkter cytotoxischer Effekte (T-Lymphozyten) bekämpfen (Janeway, Jr. & 

Medzhitov, 2002). 

 

1.4 Das Mikrobiom der Haut 
 

Die Haut stellt ein Ökosystem mit hoher Diversität dar. Die verschiedenen 

Hautareale, sowie spezialisierte Nischen wie Haarfollikel, Talg- und 

Schweißdrüsen weisen dabei unterschiedliche Lebensbedingungen auf. 

Eine besondere Herausforderung für Mikroorganismen stellen dabei der 

niedrige pH-Wert von pH 5,5 bis pH 6,5 und die teilweise anaeroben     

Lebensbedingungen dar. Die Haut ist mit einer Sammlung verschieden-

artigster Mikroorganismen, wie Bakterien, Viren, Pilzen und sogar Milben 

kolonisiert. Die Gesamtheit der Mikroorganismen, die ein Individuum be-

siedeln wird als Mikrobiom bezeichnet. Die meisten dieser Mikro-

organismen sind für den Menschen ungefährlich und werden als         

Kommensale bezeichnet. Profitieren beide Partner, also sowohl kommen-

saler Keim wie auch Wirtsorganismus voneinander, so bezeichnet man 

deren Lebensgemeinschaft als Symbiose. Die Besiedlung der Haut mit 

symbiontischen Mikroorganismen kann einen Schutz gegen die Invasion 

gefährlicher pathogener Keime darstellen. Im einfachsten Fall handelt es 

sich dabei um eine Kompetition um Platz und Nährstoffe. Direkte toxische 

Wirkungen durch Bakteriozine und in Phenol löslicher Moduline (phenol 

soluble modulins: PSMs) (Cotter et al., 2005; Cogen et al., 2010a; Cogen 

et al., 2010b), entzündungshemmende und kolonisierungshemmende Ef-

fekte (Lai et al., 2009, Iwase et. al., 2010) und eine Verstärkung der natür-

lichen Immunantwort (Lai et al., 2010) werden ebenfalls diskutiert. 
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Frühere, mikrobiologische Studien, bei denen nur Bakterien erfasst      

wurden, die in Flüssigmedium oder auf Agarplatten kultivierbar sind,    

zeigten eine Besiedlung der Haut mit Staphylococcus epidermidis und an-

deren Koagulase-negativen Staphylokokken als hauptsächliche kommen-

sale Bakterien. Des Weiteren wurden Aktinobakterien, wie Coryne-

bakterien, Propionibakterien und Brevibakterien, sowie Mikrokokken nach-

gewiesen. Gram-negative Bakterien wurden von der Haut mit Ausnahme 

von wenigen Acinetobacter Spezies nicht isoliert (Roth et al., 1988). Pilze, 

insbesondere der Spezies Malassezia sowie Milben (Demodex folliculo-

rum und Demodex brevis) wurden ebenfalls der normalen Hautflora zu-

geordnet (Roth und James, 1988,1989; Noble, 1984) 

Molekularbiologische Analysen der Hautflora werden heute mittels        

Sequenzierung der bakteriellen ribosomalen 16S RNA (Metagenomik) 

durchgeführt. Hierbei wird die Spezifität der Sequenz der ribosomalen 16S 

RNA für das jeweilige Bakterium ausgenutzt. Man erhält mit dieser       

Methode ein differenzierteres Bild der Besiedlung der Haut, da hier auch 

schlecht kultivierbare Mikroorganismen erfasst werden können. Es werden 

neben den lebenden, auch bereits abgestorbene Mikroorganismen        

identifiziert, so dass man Aussagen über das Mikrobiom des ent-

sprechenden Hautareals über einen etwas längeren Zeitraum treffen kann 

ohne den aktuellen Zustand exakt abbilden zu können. 

Man findet spezifische Besiedlungsmuster für feuchte, trockene und fettige 

Haut. Fettige Areale zeigen die geringste Diversität. Hier überwiegen   

Propionibakterien, Staphylokokken und Corynebakterien. Feuchte Haut-

areale weisen hauptsächlich Besiedlung mit Corynebakterien und   

Staphylokokken auf. Die höchste Diversität der Mikroorganismen findet 

man auf trockener Haut. Dort konnten Vertreter der Actinobakterien, Pro-

teobakterien, Firmicuten und Bacteriodeten nachgewiesen werden. Auch 

Gram-negative Organismen wurden identifiziert (Grice et al., 2009).  

Für die individuellen Unterschiede im Mikrobiom der Haut werden endo-

gene und exogene Faktoren diskutiert. Zu den endogenen Faktoren     

gehören Alter (Leyden et al., 1975; Somerville, 1969) und Geschlecht 

(Marples, 1982; Fierer et al., 2008). Krankheiten, wie Diabetes und vor-

herige Exposition mit Mikroorganismen spielen ebenfalls eine Rolle. Exo-
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gene Faktoren wie unterschiedliches Klima und geographische Lage 

(Temperatur, Luftfeuchtigkeit, UV-Strahlung) tragen zu den Unterschieden 

im Mikrobiom bei (McBride et al., 1977, Faergemann and Larko, 1987).  

Einige Hautkrankheiten sind mit den Mikroorganismen der Haut assoziiert. 

So ist Propionibacter acnes als fakultativ pathogener Erreger in die Patho-

genese der Akne vulgaris, einer entzündlichen Veränderung der Talg-

drüsen involviert (Dessinioti und Katsambas, 2010). S. epidermidis ein 

sehr häufiger Kommensale der Haut ist gleichzeitig auch der häufigste 

Keim, der im Krankenhaus zu schweren Infektionen von Kathetern oder 

Herzklappen führen kann (Uckay et al., 2009). 

Bei atopischer Dermatitis (AD) findet man bei über 90 Prozent der        

Patienten eine Besiedlung, sowohl läsionaler als auch nichtläsionaler 

Haut, mit Staphylococcus aureus, während dieser potentiell pathogene 

Keim nur bei weniger als 5 Prozent der Menschen mit gesunder Haut vor-

kommt (Hanifin und Rogge, 1977; Leyden et al., 1974). Kong et al. (Kong 

et al., 2012) zeigten, dass zudem behandlungsabhängige Veränderungen 

im Mikrobiom von Atopikern auftraten. Während akuter Phasen der       

atopischen Dermatitis wurden sehr häufig Staphylokokken wie S. aureus 

aber auch S. epidermidis gefunden, während nach erfolgreicher Behand-

lung vermehrt Streptokokken, Propionibakterien und Corynebakterien de-

tektiert wurden. Auch in psoriatischer Haut wurden signifikante Unter-

schiede festgetellt. So fand man weniger Staphylokokken und 

Propionibakterien verglichen mit der Haut von gesunden Probanden (Fah-

len et al., 2012). 

 
1.5 Rezeptoren der angeborenen Immunität  
 

Die angeborene Immunität beruht auf der Erkennung von Pathogenen 

durch keimbahnkodierte Rezeptoren, die bestimmte Strukturmerkmale von 

Fremdorganismen erkennen. Diese molekularen Strukturen sind in der 

Regel für das Überleben der Pathogene essentiell, so dass sie sehr kon-

serviert sind und konstitutiv exprimiert werden. Man nennt diese Molekül-

erkennungsrezeptoren pathogen recognition receptors (PRRs) und die 

detektierten Strukuren  pathogen associated molecular patterns (PAMPs) 

(Medzhitov & Janeway, Jr., 1997; Brandl, 2005). 
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Die PRRs können funktionell in drei Klassen unterteilt werden: Sezer-

nierte, endozytierende und signaltransferierende (Janeway, Jr. & Medzhi-

tov, 2002; Brandl, 2005). Die sezernierten PRRs binden an mikrobielle 

Zellwände und markieren sie durch sogenannte Opsonierung zur weiteren 

Erkennung durch das Komplementsystem und durch Phagozyten. Die 

zweite Gruppe von PRRs, die endozytierenden PRRs, kommen auf der 

Oberfläche von Phagozyten vor. Nach der Bindung bestimmter mikrobiel-

ler Ligandenmoleküle an den Rezeptor erfolgt eine Endozytose mit an-

schließender Zerstörung der Pathogene in Lysosomen. Pathogeneigene 

Proteine werden dann proteolytisch prozessiert und auf MHC-Molekülen 

der Makrophagenoberfläche präsentiert. Gleichzeitig kommt es zur Frei-

setzung verschiedener Effektoren und Zytokine (Medzhitov & Janeway, 

Jr., 2000; Brandl, 2005). Der Mannose-Rezeptor auf Makrophagen, ein 

Mitglied der C-Typ Lektin Familie (Aderem & Underhill, 1999; Fraser et al, 

1998), und sogenannte Scavenger Rezeptoren (z.B. CD36 und CD91) 

(Febbraio et al, 2001; Herz & Strickland, 2001) sind Mitglieder dieser 

Gruppe. Eine weitere Gruppe der PRRs ist dadurch gekennzeichnet, dass 

sie die Information der Pathogenerkennung mit Hilfe von Signal-

transduktionskaskaden in die Zelle weiterleiten und daraufhin die Expres-

sion verschiedener Gene der Immunantwort induzieren können (Brandl, 

2005). Neben den toll like receptors (TLRs) (siehe 1.6.1-1.6.3) spielen die 

Familien der nucleotidebinding-oligomerization-domain (NODs) (siehe 

1.6.4) und RIG-1-like Rezeptoren eine zunehmend wichtige Rolle in der 

angeborenen Immunität. RIG-I-like Rezeptoren (RLRs) haben eine wichti-

ge Funktion bei der Detektion von Infektionen mit RNA-Viren und können  

antivirale Abwehrmechanismen initiieren. Aktivierung dieser Rezeptoren 

führt zur Produktion von Typ I Interferon sowie vermehrter Expression  

antiviraler Gene. Die Rezeptoren werden in den meisten Geweben basal 

in niedrigen Konzentrationen exprimiert. Diese Expression kann aber 

durch Interferon und bei Infektion mit Viren massiv gesteigert werden   

(Yoneyama et al., 2004, 2005; Loo und Gale, 2011).  
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1.5.1 Drosophila Toll 
 

Das Toll-Protein wurde ursprünglich 1984 von der Biochemikerin       

Christiane Nüsslein-Volhard in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster 

identifiziert (Anderson und Nüsslein-Volhard, 1984). Es spielt eine wichtige 

Rolle bei der dorsoventralen Entwicklung des Embryos. Später wurde er-

kannt, dass diese Toll-Proteine auch bei der Abwehr von Pilzinfektionen in 

Drosophila melanogaster von Bedeutung sind (Lemaitre et al., 1996;   

Hoffmann, 2003). Nach Aktivierung von Toll kommt es zur Rekrutierung 

der Adaptorproteine Tube, Pelle und Cactus und letztendlich zur Stimulie-

rung des NF-�B ähnlichen Transkriptionsfaktors Dorsal und zur Induktion 

antimikrobieller Proteine wie Drosomycin, Diptericin und Defensin (Rutsch-

mann et al, 2002) 

 
1.5.2 Toll-like Rezeptoren  
 

Die bekannteste Gruppe von PRRs, welche Effektoren der angeborenen 

Immunität mit Hilfe von Signaltransduktionskaskaden aktiviert, ist die Fa-

milie der Toll-like Rezeptoren (TLRs). Sie erkennen eine große Bandbreite 

von PAMPs (Akira et al., 2006, Beutler 2009; Hoffman, 2003; Medzithov, 

2007). TLRs sind Typ I Transmembran Rezeptoren, die aus einer Leucin-

reichen Ektodomäne (leucin rich repeats LRR), die für die Erkennung der 

PAMPs zuständig ist, einer Transmembranregion und zytosolischen Do-

mänen bestehen. Die zytosolischen TLR-Domänen weisen Homologie zur 

zytosolischen Interleukin-1-Rezeptordomäne auf, werden als Toll-IL-1         

Rezeptor (TIR) Domänen bezeichnet und lösen nach Aktivierung des TLR 

die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege aus (Medzhitov 2001; Take-

da et al., 2003). Bisher sind 10 humane (TLR1-10) und 12 funktionale 

TLRs der Maus (TLR1-9 und TLR11-13) (Kaisho and Akira, 2006) be-

kannt. Die Mitglieder dieser Rezeptorfamilie werden sowohl von verschie-

denen Immunzellen, wie z.B. Makrophagen, Dendritischen Zellen, B-

Zellen, speziellen T-Zellpopulationen als auch von vaskulären Endothel-

zellen, Adipozyten, kardialen Myozyten, Fibroblasten, Keratinozyten sowie 

intestinalen und bronchialen Epithelzellen exprimiert (Muzio et al., 2000; 

Akira et al., 2001; Akira et al., 2006; Mayer et al., 2007,). In humanen   

primären Keratinozyten wurden die TLR1, TLR2, TLR3, TLR5, TLR9 und 
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TLR10, in der immortalisierten Keratinozyten-Zelllinie HaCaT auch der 

TLR4 nachgewiesen (Baker et al., 2003; Begon et al., 2007; Köllisch et al., 

2005). TLRs werden entweder an der Zelloberfläche exprimiert oder sind 

mit intrazellulären Vesikeln assoziiert. Die TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und 

TLR6 sind in der Regel auf der Zelloberfläche zu finden und erkennen 

hauptsächlich mikrobielle Membrankomponenten, während die TLR3, 

TLR7, TLR8 und TLR9 im Endosom bzw. Lysosom lokalisiert sind und 

Nukleinsäuren erkennen (Ahmad-Nejad et al., 2002; Heil et al., 2003; Latz 

et al., 2004; Matsumoto et al., 2003). Das Expressionslevel der TLR kann 

durch Zytokine, eingedrungene Pathogene oder auch durch umgebende 

Stressfaktoren moduliert werden (Akira et al., 2006). Tabelle 1 zeigt die 

Bindungspartner der jeweiligen TLRs. Dabei erkennt jeder TLR bestimmte 

PAMPs, die von Bakterien,  Mykobakterien, Pilzen, Viren oder Parasiten 

stammen. Lipoproteine z. Bsp aktivieren die TLR2, TLR1 und TLR6. TLR3 

erkennt doppelsträngige DNA. Lipopolysaccharide werden von TLR4, Fla-

gellin von TLR5, einzelsträngige RNA von TLR7 und TLR8 detektiert, wäh-

rend TLR9 für die Erkennung von bakterieller DNA zuständig ist. 

 

Spezies PAMPs TLR 
LPS TLR4 
Lipoproteine, LTA, PGN, Lipoarabinomannan TLR2/1 

TLR2/6 
Flagellin TLR5 
DNA TLR9 

Bakterien,  
 

Mykobakterien 

RNA TLR7 
DNA TLR9 
RNA TLR3,7,8 Viren 
Strukturproteine TLR2,4 
Zymosan, beta-Glucan TLR2,6 
Mannan TLR2,4 
DNA TLR9 

Pilze 

RNA TLR7 
tGPI-Mutin (Trypanosoma) TLR2 
Glycoinositolphospholipide (Trypanosoma) TLR4 
DNA TLR9 
Hemozoin (Plasmodium) TLR9 

Parasiten 

Profilin-like Molekül (Toxoplasma gondii) TLR11 
Pam3CysSK4 TLR2/1 
Pam2CysSK4 TLR2/6 
Poly(I:C) TLR3 
Imidazochinolin ähnliche Substanzen TLR7,8 

Synthetische 
 

 Liganden 
CpG Oligodesoxynukleotide TLR9 

 

Tabelle 1: PAMP Detektion durch TLRs, modifiziert nach Akira et al., 2006 
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1.5.3 Signaltransduktion durch Toll-like Rezeptoren 
 

Nach Bindung eines Liganden an den jeweiligen TLR kommt es zu einer 

intramolekularen Konformationsänderung, die eine Anlagerung von      

Adaptermolekülen an der TIR-Domäne des Rezeptordimers ermöglicht 

(Latz et al., 2007; Triantafilou et al., 2006). Bislang sind fünf Adapterpro-

teine bekannt: myeloid differentiation factor 88 (MyD88) (Underhill et al., 

1999; Kawai et al., 1999; Hemmi et al., 2002; Hacker et al., 2000; Schnare 

et al., 2000), TIR domain-containing protein inducing IFN/TIR containing 

adaptor molecule 1 (TRIF/TICAM1), TRIF-related adaptor molecule/TIR 

containing adaptor molecule 2 (TRAM/TICAM2) (Yamamoto et al., 2003; 

Fitzgerald et al., 2003;), TIR domain-containing adaptor/MyD88-adaptor-

like protein (TIRAP/Mal) (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2002) und 

sterile alpha and armadillo motif-containing protein (SARM) (O'Neill und 

Bowie, 2007). Letzteres stellt einen Negativregulator im TRIF abhängigen 

Signalweg dar (Carty et al., 2006; Bätz, 2007).  

MyD88 wird von allen Toll-like Rezeptoren, mit Ausnahme des TLR3, ge-

nutzt. Die TLR1, TLR2, TLR4 und TLR6 benötigen zur Rekrutierung von 

MyD88 das Adaptermolekül TIRAP, während die TLR5, TLR7, TLR8 und 

TLR9 MyD88 direkt binden können. Die Bindung von MyD88 an das     

Adapterprotein erfolgt über dessen C-terminale TIR Domäne. Anschlie-

ßend bindet dann die N-terminale Domäne von MyD88 an Mitglieder der 

IRAK-Familie (IL-1-receptor associated kinases). Nach Phosphorylierung 

von IRAK1 und -4 dissoziieren diese Moleküle vom Rezeptorkomplex und 

führen zur Aktivierung von tumornecrosis factor (TNF) receptor-associated 

factor 6 (TRAF6) (Cao et al., 1996). Dieser Komplex führt einerseits zur 

Aktivierung von mitogen activated protein -Kinasen (MAP-Kinasen), c-jun 

N-terminal Kinasen (JNK) und der extracellular signal regulated Kinasen 

(ERK), andererseits leitet er die Aktivierung des IκB kinase Komplexes 

(IKK) ein. Hierbei wird der inhibitor of NFκB (IκB) durch IKK phosphory-

liert, was zu dessen Degradierung und zur gleichzeitigen Freisetzung von 

nuclear factor κB (NFκB) führt. NFκB und MAP-Kinase abhängige 

Transkriptionsfaktoren wie activating protein-1 (AP-1) können dann in den 

Kern translozieren und dort die Transkription von proinflammatorischen 

Zytokinen oder antimikrobiellen Peptiden bewirken (Bätz; 2007).  
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Abb. 1 Prinzipielle Wege der Signaltransduktion durch Toll-like Rezeptoren 
in Makrophagen und dendritischen Zellen: Gezeigt ist die Aktivierung der 
NFκB und IRF abhängigen Transkription, die Aktivierung der MAPKinasen wurde 
nicht berücksichtigt (modifiziert nach Kawai und Akira, 2011). 
 

Die Aktivierung der TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 und TLR9 führt zur          

Induktion von Typ I Interferonen. Dabei verwendet TLR4 einen MyD88 

unabhängigen Signalweg bei dem die Adaptermoleküle TRAM und TRIF 

benutzt werden um den TNF receptor associated factor 3 (TRAF3) und die 

Proteinkinasen: TANK binding kinase 1 (TBK1) und IKKi zu rekrutieren. 

Anschließend erfolgt eine Phosphorylierung des interferon regulatory fac-

tor (IRF3), welcher dann als Transkriptionsfaktor die Expression von Typ I 

Interferonen bewirkt (Barton und Kagan, 2009). Die TLR7, TLR8 und TLR9 

rekrutieren TRAF3, TRAF6, IRAK1, IKKalpha und IRF7 mittels MyD88. 

IRF7 wird durch IRAK1 und IKKalpha phosphoryliert und dann in den Kern 

transloziert um dort die Expression von Typ I Interferonen zu regulieren 

(Gotoh et al., 2010; Kawai und Akira, 2006; Bätz, 2007). 
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TLR3 benutzt ausschließlich das Adapterprotein TRIF zur Signalüber-

tragung. Auch hier münden die Signalwege einerseits in der Aktivierung 

von NFκB und der Synthese von proinflammatorischen Zytokinen und  

antimkrobiellen Peptiden und andererseits in der Aktivierung von IRF3 und 

der Synthese von Typ I Interferonen (Akira et al., 2006; Bätz, 2007). 

 

1.5.4 NOD-like Rezeptoren (NLRs) 
 

NLRs sind intrazelluläre Rezeptoren, die nicht nur in Zellen des Immun-

systems, wie den Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und 

antigenpräsentierenden Zellen zu finden sind, sondern auch in epithelialen 

und mesothelialen Zellen exprimiert werden. Im Menschen wurden bisher 

22 Mitglieder der NLR-Familie beschrieben, während es in der Maus    

mindestens 33 NLR Gene gibt. NLRs bestehen aus drei Komponenten. 

Die N-terminale Domäne ist variabel und für die Protein-Protein-

Wechselwirkungen verantwortlich. Sie wird entweder als CARD, Pyrin 

Domäne (PYD), saure Transaktivierungsdomäne oder Baculovirus inhibi-

tor repeat Domäne (BIR) ausgebildet. Zentral liegt die nucleotid binding 

oligomerization domain (NOD), deren Aufgabe die Oligomerisierung der 

Rezeptoren nach Aktivierung durch einen Liganden ist. C-terminal be-

finden sich Leucin-reiche Regionen (leucine rich repeats, LRR), welche die 

Bindung von PAMPs vermitteln (Athman & Philpott, 2004; Chen et al., 

2008). NOD1 und NOD2 erkennen verschiedene Peptidoglykanstrukturen 

(Athman & Philpott, 2004). Nach Aktivierung kommt es zur Interaktion der 

CARD-Domänen von NOD1 bzw. NOD2 mit der CARD-Domäne von re-

ceptor interacting protein 2 (Rip2), diese vermittelt die Aktivierung des 

NFκB bzw. MAP-Kinase Signalwegs und führt letztendlich zur Induktion 

von inflammatorischen Zytokinen wie z. Bsp. TNF, IL-6, IL-8 (Chen et al., 

2008). Der dritte wichtige NLR-Signalweg, der durch die Rezeptoren 

NLRP1, NLRP3, und NLRC4 aktiviert werden kann, führt zur Ausbildung 

des Inflammasoms, zur Aktivierung von Caspase-1 und damit zur Spal-

tung von Pro-IL-1b und Pro-IL-18 in die jeweils biologisch aktive Form. 

(Chen et al., 2008). 
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1.6 Antimikrobielle Peptide/Proteine 

Antimikrobielle Peptide (AMPs) sind Effektormoleküle des Abwehrsystems 

von Pflanzen, Insekten, Fischen, Amphibien, Vögeln und Säugetieren 

(Boman, 1995). Bisher sind mehr als 1000 natürlich vorkommende Peptide 

bekannt (siehe http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Die meisten AMPs zei-

gen ein breites Wirkungsspektrum gegen Grampositive und Gram-

negative Bakterien, Pilze, Parasiten und Viren (Coote et al., 1998; Van-

Compernolle et al., 2005). Die Mehrheit der bisher bekannten AMPs wir-

ken antibakteriell (77,7 Prozent). Während noch ca. 28 Prozent antifungal 

wirksam sind wurden  bisher hingegen nur wenige Peptide mit antiviraler 

Aktivität gefunden (5,7 Prozent).  

Fast alle AMPs werden als größere Vorstufen synthetisiert und erst durch 

proteolytische Spaltung sowie weitere posttranslationale Modifikationen 

wie Glykosylierung, carboxyterminale Amidierung, Isomerisierung von A-

minosäuren oder Halogenierung zum aktiven Peptid prozessiert. Einige 

Peptide entstehen durch proteolytische Spaltung aus größeren Proteinen 

mit völlig anderer Funktion. So entsteht z. Bsp. Buforin II aus Histone 2A 

oder Lactoferricin aus Lactoferrin (Zasloff, 2002). 

Antimikrobielle Peptide weisen eine hohe Diversität bezüglich ihrer Länge, 

Netto-Ladung sowie ihrer Konformation auf (Wu et al., 1999). Meist sind 

es kurze; 10-60 Aminosäuren lange Peptide, die entsprechend ihrer La-

dung in kationische oder anionische Peptide eingeteilt werden können. 

Andere Klassifizierungsmöglichkeiten, anhand ihrer Primär- oder Se-

kundärstruktur, sind ebenfalls gebräuchlich (Zasloff, 2002). Auch kleine 

antimikrobielle Proteine, die etwas mehr als 100 Aminosäuren aufweisen, 

wie Lysozym, Psoriasin oder RNase7 kann man funktionell in die Gruppe 

der antimikrobiellen Peptide/Proteine einordnen. 

Oft beruht die Wirksamkeit der AMPs auf ihrer Fähigkeit die Membran des 

Erregers anzugreifen. Dabei kommt es zunächst zur Anlagerung der meist 

kationischen Peptide an die negativ geladene Plasmamembran. Anschlie-

ßend können die Erreger durch Ruptur der Membran, Porenbildung oder 

durch die Ausbildung von Ionenkanälen geschädigt werden (Brogden, 

2005). Weitere Mechanismen sind z. Bsp. die Inhibition der bakteriellen 

Zellwandsynthese (Sass et al., 2008; 2010) oder Hemmung der Protein-
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biosynthese oder Proteinfaltung (Kragol et al., 2001) sowie der Synthese 

von DNA oder RNA in den Erregerzellen (Brogden et al., 2005). Die meis-

ten antimikrobiellen Peptide haben noch weitere Funktionen im Organis-

mus. Sie können chemotaktisch auf Immunzellen (Garcia et al., 2001; Wu 

et al., 2003) und antiproliferativ auf Tumorzellen wirken (Kang et al., 2012; 

Hoskin et al., 2008). 

 
1.6.1 Antimikrobielle Peptide/Proteine der Haut 
 

Lysozym war das erste antimikrobielle Protein, dass in der menschlichen 

Haut entdeckt wurde (Ogawa et al., 1971, Klenha and Krs 1967). Es wur-

de bereits 1922 von Alexander Fleming als „bakteriolytisches Element“ im 

Nasensekret beschrieben (Fleming, 1922). Seine Rolle in der Haut ist al-

lerdings unklar, da es ausschließlich im Cytoplasma von Zellen des Stra-

tum granulosa (Ogawa et al., 1971; Papini et al., 1982), Haarfollikelzellen 

oder auch ekkriner Schweißdrüsen jedoch nicht im Stratum corneum    

(Ogawa et al. 1971) oder in Haut-Waschlösungen (Gläser et al., 2005) 

gefunden wurde. 

Dermcidin ist, nach bisherigem Erkenntnisstand, das wesentliche anti-

mikrobielle Peptid im Schweiß. Es wird konstitutiv von ekkrinen Schweiß-

drüsen sezerniert und durch Verletzung der Haut oder Entzündungs-

reaktionen nicht induziert (Schittek et al., 2001, Rieg et al., 2004) DCD-1L, 

DCD-1 und dessen durch proteolytische Spaltung erhaltenen Fragmente 

wie zum Beispiel SSL-25 weisen eine breites antimikrobielles Wirkspekt-

rum auf (Steffen et al., 2006).  

Psoriasin, auch als S100A7 bekannt, ist das häufigste antimikrobielle Pro-

tein menschlicher Haut, welches vor allem an Stellen mit hoher bakterieller 

Kolonisation, wie den Handflächen, der Nase oder den Haarfollikeln, vor-

kommt. Es ist sehr wirkungsvoll gegen Gram-negative Keime, so dass es 

die Besiedlung der Haut mit dem Darmkeim E.coli verhindern kann, wäh-

rend es gegen S. epidermidis, einem kommensalen Bakterium der Haut, 

kaum Wirkung zeigt (Gläser et al., 2005).  

Einige Mitglieder der RNase A Superfamilie zeigen antimikrobielle Aktivi-

tät. Hier sind neben RNase7 die RNase ECP/RNase3 (Lehrer et al., 1989) 

und RNase5, auch als Angiogenin bekannt (Hooper et al., 2003), zu nen-
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nen. RNase7 (siehe 1.7.3) ist eines der wichtigsten antimikrobiellen Pep-

tide der Haut, welches bereits konstitutiv in hoher Konzentration vorkommt 

(Harder und Schroeder, 2002) und zum Bsp. in psoriatischen Läsionen 

weiter induzierbar ist (Harder und Schroeder, 2005a; 2005b).  

In der Haut wurden des Weiteren die beta-Defensine 1 bis 4 gefunden. 

HBD-1 wurde bereits 1997 im Zusammenhang mit Nierenerkrankungen 

entdeckt (Bensch et al., 1995) und gilt als nichtinduzierbares antimikrobiel-

les Peptid der Haut (Harder et al., 2004). Es zeigt jedoch eine Abhängig-

keit von der Calcium-Ionen-Konzentration in vitro, so dass ein Zusammen-

hang mit der Differenzierung der Keratinozyten diskutiert wird (Abiko et al., 

2003; Frye et al., 2001, Harder et al., 2004). Schroeder et al. konnten zei-

gen, dass durch Reduktion der Disulfidbrücken, gefolgt von der Aus-

bildung einer veränderten Struktur die antimikrobielle Aktivität von HBD-1 

gesteigert werden konnte. Reduziertes HBD-1 erwies sich als potentes  

antimkrobielles Agenz gegen Candida albicans und gegen anaerobe 

Grampositive Bakterien wie Bifidobakterien und Lacotobazillen (Schroeder 

et al., 2011). HBD-2 (siehe 1.7.2) und HBD-3 (siehe 1.7.3) wurden erst-

mals aus psoriatischer Haut isoliert und weisen Unterschiede in ihrem  

antimikrobiellen Wirkspektrum auf (Harder et al., 1997; Harder et al., 

2001). HBD-4 zeigte im mikromolaren Konzentrationsbereich antimikro-

bielle Aktivität gegen P. aeruginosa und S. carnosus (Garcia et al., 2001) 

Das Cathelicidin hCAP-18 und das davon abgeleitete antimikrobielle Pep-

tid LL-37 ist eines der Hauptproteine der Granula neutrophiler Granulozy-

ten, kommt aber auch in vielen verschiedenen anderen Geweben vor 

(Frohm et al., 1997). LL-37 zeigt ebenfalls ein breites Wirkspektrum und ist 

auch bei hohen Salzkonzentrationen noch wirksam (Turner et al., 1998). 

Die Wirksamkeit gegen C. albicans ist umstritten (Turner et al., 1998, Lo-

pez-Garcia et al., 2005). Sogar eukaryotische Parasiten wie Trypanoso-

men und auch periphere Leukozyten sind empfindlich gegen LL-37, wobei 

dessen Toxizität durch Serumkomponenten aufgehoben werden kann 

(Johansson et al., 1998). Die in vivo Relevanz von LL-37 wurde im Maus-

modell an CRAMP, dem Maus Homolog, -defizienten Mäusen gezeigt, die 

empfindlicher auf Infektionen mit Gruppe A Streptokokken (GAS) reagier-

ten (Dorschner et al., 2001).  
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Weitere antimikrobielle Peptide der Haut sind z. Bsp. Adrenomedullin, so-

wie die Serin-Protease Inhibitoren Antileukoprotease (ALP) und Elafin, 

auch Skin Derived Antileukoprotease (SKALP) genannt (Schittek et al., 

2008). 

 

1.6.2 humanes beta Defensin 2  
 

Humanes beta Defensin-2 (HBD-2) ist ein kleines, cysteinreiches, kat-

ionisches Peptid, welches aus 41 Aminosäuren aufgebaut ist. Es weist, 

wie die meisten antimikrobiellen Peptide, eine amphiphile Ladungsvertei-

lung auf. Röntgenstrukturanalysen von Hoover et al. zeigten, dass das 

Monomer eine dreisträngige beta-Faltblatt Struktur ausbildet, die durch 

drei Cysteinbrücken stabilisiert wird. Das Peptid lag im Kristall als Dimer 

vor, dabei bildete sich ein intermolekulares 6-strängiges beta-Faltblatt aus.   

Darüber hinaus fand man eine Anordnung in quartären Oktameren (Hoo-

ver et al., 2000). 
 

HBD-2 wird hauptsächlich in epithelialen Geweben exprimiert. Neben der 

Haut kommt es in den Epithelien der Atemwege, wie in Trachea oder   

Lunge sowie im entzündeten Darmepithel vor (Ali et al., 2001; Wehkamp 

et al., 2003). 

Beta Defensin 2 wurde vorwiegend in den Keratinozyten der oberen Haut-

schichten wie dem Stratum granulosum und Stratum corneum detektiert, 

während es im Stratum basale und in einer Basalzellcarcinom-Linie      

immunologisch nicht nachgewiesen werden konnte (Ali et al., 2001). Pri-

märe Keratinozyten, die durch hohe Konzentrationen an Calcium-Ionen 

zur Differenzierung gebracht wurden, wiesen ebenfalls eine erhöhte Ex-

pression von HBD-2 auf (Harder et al., 2004; Pernet et al., 2003). Harder 

et al. isolierten beta Defensin 2 erstmals aus psoriatischer Haut, die einen 

deutlich höheren Gehalt an diesem Peptid aufweist als gesunde Haut 

(Harder et al., 1997, Schröder und Harder, 1999). Die antimikrobielle Wir-

kung des natürlichen, aus psoriatischer Haut isolierten, beta Defensins-2 

richtete sich präferentiell gegen Gram negative Bakterien wie P. aerugino-

sa und E.coli (LD90; 10 µg/ml). Es war etwas schwächer wirksam gegen  

C. albicans (LD90; 25 µg/ml) und zeigte nur bakteriostatische Aktivität   
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gegen S. aureus (Harder et al., 1997). Untersuchungen mit HBD-2, wel-

ches in Insektenzellen überexprimiert wurde, zeigten hingegen nicht nur 

antimikrobielle Aktivität gegen E.coli, E. faecalis, P. aeruginosa sondern 

auch gegen S. aureus (Harder und Schröder; 2005; Liu et al., 2002; Bals 

et al., 1998; Singh et.al., 1998). Synthetisches HBD-2-Peptid erwies sich 

als wirksam gegen verschiedene Bakterien der Mundhöhle, die Zahn-

fleischentzündungen hervorrufen können (Nishimura et al., 2004; Mineshi-

ba et al., 2003). Einige Bakterien, wie z.Bsp. Burkholderia cepacia (Baird 

et al., 1999) oder Treponema denticola sind resistent gegenüber HBD-2. 

Für den letztgenannten Bakterienstamm wird vermutet, dass ein Mangel 

an Lipopolysaccarid (LPS) für die Resistenz verantwortlich ist (Brissette et 

al., 2002). In einigen Studien wurde festgestellt, dass die antimkrobielle 

Aktivität von HBD-2 von der Ionenkomposition abhängt und mit zuneh-

mender Salz (NaCl) -Konzentration abnimmt (Bals et al., 1998, Tomita et 

al., 2000), daher ist es fraglich ob HBD-2 als antimikrobielles Agenz im 

Serum oder auf der Hautoberfläche, welche mit evaporiertem Schweiß 

bedeckt ist, wirksam sein kann. 

 
1.6.3 humanes beta Defensin 3 
 

Humanes beta Defensin-3 (HBD-3) ist ein kationisches Peptid, das aus 45 

Aminosäuren besteht und in neutrophilen Granulozyten und Epithelzellen 

produziert wird. Es weist eine asymmetrische Ladungsverteilung auf. Da-

bei befinden sich die geladenen Aminosäuren hauptsächlich am carboxy-

terminalen Ende (Boniotto et al., 2003; Schutte et al., 2002). Es können 

sich drei intramolekulare Disulfidbrücken ausbilden. Mittels NMR-

Spektroskopie in wässriger Lösung, bei niedrigem pH konnte gezeigt wer-

den, dass sich drei antiparallele beta-Faltblätter und eine kurze N-

terminale helikale Schleife ausbilden können. Weitere strukturelle Analy-

sen zeigten das beta Defensin-3 eine amphipatische symmetrische Di-

merstruktur ausbilden kann (Schibli et al., 2002). 

 

Für HBD-3 konnte ein breites antimikrobielles Wirkspektrum nachge-

wiesen werden. Untersuchungen mit synthetischem Peptid zeigten eine 

salzunabhängige Wirksamkeit gegen viele potentiell pathogene Gram-
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negative und Grampositive Bakterien sowie Pilze, einschließlich ge-

fährlicher methicillinresistenter S. aureus Stämme (MRSA) und vanco-

mycinresistentem Enterococcus faecium (VRE) (Harder et al., 2001; Hoo-

ver et al., 2003; Wu et al., 2003; Shelburne et al., 2005). Beta-Defensin-3 

zeigte hingegen keine zytotoxische Aktivität gegen eukaryotische Zellen 

(Harder et al., 2001; Klüver et al., 2005). Studien mit Transmissions-

elektronenmikroskopie führten zu der Annahme, dass die Plasma-

membran den Angriffsort des Peptides darstellt (Harder et al., 2005). 

Membranpermeabilisierung konnte in Gramnegativen (E.coli) und Gram-

positiven (S. aureus) Bakterien festgestellt werden,  wobei dieser Effekt 

bei Grampositiven Bakterien erst nach längerer Inkubation mit dem Peptid 

auftrat (Boniotto et al., 2003). In Xenopus laevis wurde außerdem die 

Ausbildung von Ionenkanälen beobachtet (Garcia et al., 2001). 2010 konn-

ten Sass et al. eine Störung der bakteriellen Zellwandsynthese in Staphy-

lokokken als wesentlichen Mechanismus der antimikrobiellen Aktivität von 

HBD-3 nachweisen (Sass et al., 2010). 

Neben seiner antimikrobiellen Aktivität zeigte HBD-3 chemotaktische Wir-

kungen auf Monozyten und CCR6-transfizierte HEK 293 Zellen (Garcia et 

al., 2001; Wu et al., 2003). Die chemotaktische Wirkung ist im Gegensatz 

zur antimikrobiellen Aktivität an die Ausbildung der Disulfidbindungen ge-

bunden (Wu et al., 2003). 

 

1.6.4 Ribonuklease7 
 

Ribonuklease 7 (RNase7) ist ein kationisches Protein, das aus 128       

Aminosäuren besteht und dessen Masse 14,56 Dalton beträgt. Seine 

Struktur besteht aus 3 alpha-Helices und 2 dreisträngigen antiparallelen 

beta-Faltblättern (Huang et al., 2006). 

RNase7 wurde in hohen Konzentrationen in der Haut, außerdem in wei-

teren Geweben wie Niere, Mandeln und Speicheldrüsen gefunden (Harder 

Schröder, 2002). Neben einem breiten Wirkspektrum gegen Gram-

positive, Gramnegative Bakterien und C. albicans, zeigt es eine extrem 

effiziente Wirkung gegen E. faecium in Konzentrationen von nur 30nM 

(Harder und Schroeder, 2002). Simanski et al. zeigten 2010, das RNase7 

in der Lage ist die Besiedlung von Skin Explantaten mit S. aureus zu ver-
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hindern. Eine Patientenstudie von Zanger et. al., zeigte eine höhere RNa-

se7 Expression in der Haut gesunder nicht infizierter Personen, im Ver-

gleich zu gesunder Haut von Patienten die bakterielle Infektionen aufwie-

sen (Zanger et al., 2009; Simanski et al., 2010; Cho et al., 2010). 

 

1.7 Regulation der Expression antimikrobieller Peptide            

in der Haut 
 

Zur Gewährleistung ihrer Schutzfunktion gegenüber Mikroorganismen hat 

die Haut eine gute basale Ausstattung mit antimikrobiellen Peptiden (siehe 

1.6.). Sie muss darüber hinaus in der Lage sein, bei Kontakt oder Infektion 

mit potentiellen Pathogenen die Menge an AMPs rasch anzupassen. Die-

se Regulation kann als spezifische Reaktion auf PAMPs der Mikroorga-

nismen erfolgen oder durch Mediatoren der Entzündungsreaktion wie Zy-

tokine ausgelöst werden (Schröder und Harder, 2005). 

 

1.7.1 Regulation der HBD-2 Expression  
 

Die HBD-2 Promotorregion weist einige mutmaßliche Bindungsstellen für 

NFκB, AP-1, AP-2 (activator protein 1, -2) und NF-IL-6 auf, die als wichtige 

Regulatoren der Entzündungsreaktion bekannt sind (Harder et al., 2000; 

Liu et al., 1998). In Keratinozyten und epithelialen Zellen des Respirations-

traktes erwiesen sich Interleukin-1alpha und –beta als sehr effektive Sti-

muli der HBD-2 Expression, während TNF oder IL-6 nur eine geringfügige 

Erhöhung des Gehalts der Zellen an HBD-2 hervorriefen (Harder et al., 

1997; Liu et al., 2002; Harder et al., 2004; Liu et al., 2003). Bei ent-

zündlichen Darmerkrankungen, wie der ulzerativen Colitis wurde eine bis 

zu 1000-fache Induktion von HBD-2 nachgewiesen (Wehkamp et al., 

2003). In tracheobronchialen epithelialen Zellen konnte eine, durch CD14 

und NFκB vermittelte Induktion der HBD-2 Expression durch LPS (Lipo-

polysaccharid) nachgewiesen werden (Becker et al., 2000).  

Die Rolle von TLR4 bei der Induktion von HBD-2 in Keratinozyten war zu-

nächst widersprüchlich. In einigen Studien wurde eine LPS vermittelte Er-

höhung des HBD-2 Gehalts der Zellen beobachtet (Pivarcsi et al., 2003; 

2004; Nagy et al., 2005) in anderen Studien nicht (Sorensen et al., 2005). 
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Untersuchungen von Kawai et al. zeigten, dass die gefundene LPS ab-

hängige HBD-2 Induktion vermutlich auf eine Verunreinigung der LPS-

Präparationen mit Bakterienkomponenten zurückzuführen ist, die den TLR2 

Signalweg oder zusätzliche Signalwege aktivieren konnten (Kawai et al., 

2002). 

In oralen epithelialen Zellen bzw. Zelllinien kann die HBD-2 Expression 

direkt durch Bakterien (oder deren Zellwandkomponenten) wie P. aeru-

ginosa, E. coli, S. aureus, S. epidermidis, Fusobacterium nucleatum     

jedoch nicht, oder nur in einem geringerem Ausmaß, von Streptococcus 

pyogenes und Porphyromonas gingivalis stimuliert werden (Chung and 

Dale, 2004; Krisanaprakornkit et al., 2000; 2002). Die hohe Potenz eines 

P. aeruginosa Stamms mit mucoidem Phänotyp HBD-2 zu induzieren,  

führte zu der Annahme, dass bisher unbekannte, TLR unabhängige Sig-

nalwege involviert sein könnten (Harder et al., 2000). Eine interessante 

Studie von Krisanaprakornkit zeigte anhand kinetischer Untersuchungen, 

dass verschiedene Signalwege involviert sein müssen. Desweiteren wurde 

der Einfluß von p38 und JNK sowie des MAP-KinaseSignalweges nach-

gewiesen (Krisanaprakornkit et al., 2000; Harder et al., 2004). Auch UV-

Bestrahlung kann zur Induktion von HBD-2 führen (Gläser et al., 2009) 

Über inhibitorische Signale, die die HBD-2 Expression vermindern, oder 

deren Induktion negativ beeinflussen ist nur wenig bekannt. So konnten 

Kortikosteroide die LPS induzierte HBD-2 Induktion in einer humanen Zell-

linie der Luftwege inhibieren (Tomita et al., 2002) und in Keratinozyten 

konnte all-trans Retinsäure unter anderem die durch verschiedene Stimuli 

induzierte Expression von HBD-2, -3 und -4 vermindern (Harder et al., 

2004). Bei Patienten mit Morbus Crohn wurde eine verminderte Fähigkeit 

des Kolonepithels beobachtet HBD-2 unter inflammatorischen Be-

dingungen zu induzieren (Wehkamp et al., 2003)  
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1.7.2 Induktionsmechanismen von HBD-3 und RNase7 
 

Beta Defensin-3 kann durch Zytokine wie TNF und besonders deutlich 

durch INFγ (Harder et al., 2001; Joly et al., 2005; Nomura et al., 2003)  

induziert werden, ebenso ist ein Einfluss von Bakterien bekannt (Harder et 

al., 2001; Garcia et al., 2001, Midorikawa et al., 2003).  Auch für HBD-3, 

wie für HBD-2 und RNase7 erwies sich eine mucoide Variante von P. ae-

ruginosa als sehr potenter Induktor (Harder et al., 2000). Menzies und        

Kenoyer beschrieben eine TLR2 abhängige Induktion von HBD-3 durch  

S. aureus und Lipoteichonsäuren. Diese Arbeitsgruppe fand auch einen 

Zusammenhang der S. aureus induzierten HBD-3 Expression mit der Akti-

vierung der p38 MAP Kinase (Menzies und Kenoyer; 2006) Die Aktivie-

rung der „apoptosis signal-regulating kinase-1“ (ASK-1) führte, vermittelt 

über den p38 MAP Kinase Signalweg, ebenfalls zu einer Induktion von 

HBD-3 (Sayama et al., 2005). Zusätzlich zu den bereits genannten Sig-

nalen kommt es im Rahmen der Wundheilung zu einer durch „insulin-like 

growth factor“ (IGF-1) und „transforming growth factor-α" (TGFα) in-

duzierten, verstärkten Expression von HBD-3 in humanen Keratinozyten, 

die durch die Aktivierung des „epithelial growth factor receptors“ (EGFR) 

vermittelt wird (Sorensen et al., 2003; 2006). Für RNase7 wurde ebenfalls 

eine Induktion durch Bakterien, sowie durch die Zytokine IL-1β, IFNγ und 

in geringerem Ausmaß durch TNF beobachtet (Harder und Schroeder, 

2002). Auch UV-Bestrahlung kann zur Induktion von HBD-3 und RNase7 

führen (Gläser et al., 2009). 
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1.8 Fragestellung 
 

Obwohl menschliche Haut ständig einer Vielzahl von potentiell pathoge-

nen Mikroorganismen ausgesetzt ist, wird sie nur selten infiziert. So findet 

man beispielsweise S. aureus sehr häufig auf läsionaler und nicht lä-

sionaler Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis aber nur selten auf 

der Haut gesunder Menschen. S. epidermidis hingegen ist als Kommensa-

le bei den meisten Menschen als konstanter Bestandteil der Hautflora zu 

finden. 

Ziel der Arbeit ist es, Unterschiede in den Wechselwirkungen zwischen der 

Haut des Menschen und den beiden verschiedenen Staphylokokken-

spezies zu finden, die die differentielle Besiedlung der Haut erklären. Dazu 

werden humane primäre Keratinozyten in Kultur genommen und Präpara-

tionen von S. epidermidis und S. aureus ausgesetzt. Nach Ausschluß von 

toxischen Effekten durch die Behandlung, soll der Einfluß der Bakterien 

auf die Expression antimkrobieller Peptide/Proteine untersucht werden. 

Weiterführend können dann die involvierten Signalwege im Western-Blot 

oder durch Blockierungsexperimente mit Rezeptorantikörpern, sowie    

mittels chemischer Inhibition bestimmter Signalmoleküle untersucht     

werden. Schließlich soll ein in vivo Maus-Modell etabliert werden mit des-

sen Hilfe die epikutane Besiedlung der Haut mit Staphylokokken näher 

untersucht werden kann. 

 
 
 
 



Materialien und Hilfsmittel 

  
 

- 23 - 

2 Materialien und Hilfsmittel 
 
2.1 Biochemikalien und Chemikalien 
 

Chemikalien und Biochemikalien wurden von den Firmen AppliChem 

(Darmstadt), BioRad (München), Fermentas (St. Leon-Roth), Merck 

(Darmstadt), Promega (Heidelberg), Roche (Mannheim), Sigma Aldrich 

(München) und Roth (Karlsruhe) bezogen, soweit nicht anders angege-

ben. 
 

2.1.1 Antikörper  
 

Spezifität Spender 
Verwen-

dung 
Bezugsquelle 

human-TLR2 Maus 
Rezeptor 

Antagonist  

Imgenex, San Diego, 

CA, USA 

human-EGFR Maus 
Rezeptor 

Antagonist 
Millipore, Schwalbach 

human-beta-Aktin Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 

human-AKT Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 

human-p-AKT Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 

human-ERK Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 

human-p-ERK Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 

human-NFκB p65 Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 

human-p-NFκB p65 Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 
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human-IκB Kaninchen 1. Ak WB 
Cell Signaling (NEB), 

Frankfurt a. M. 

human-hBD-3 Kaninchen ELISA Peprotech, Hamburg 

Kaninchen-IgG     

AP konjugiert 
Ziege 2. Ak WB 

Applied Biosystems, 

Darmstadt 

Novus Biologicals, 

Cambridge, UK 

Kaninchen-IgG+IgM  

biotinyliert 
Ziege ELISA DAKO, Hamburg 

 
 
 
 
2.1.2 Zellstimulantien: Zytokine, Inhibitoren 

 

Substanz Verwendung Hersteller 

humanes EGF EGFR-Stimulation Life Technologies, Darmstadt  

humanes TGF-alpha EGFR-Stimulation R&D Systems, Wiesbaden 

humanes TNF TNFR-Stimulation Sigma-Aldrich, Steinheim 

humanes Il-1beta IL1R Stimulation Promocell, Heidelberg 

synth. Pam2-Cys TLR2/6 Stimulation Genaxxon Bioscience, Ulm 

synth. Pam3-Cys TLR2/1 Stimulation Genaxxon Bioscience, Ulm 

Gefitinib EGFR Inhibition Biaffin GmbH, Kassel 

Celastrol NFκB Inhibition InvivoGen, Toulouse, France 

JSH-23 NFκB Inhibition Calbiochem, Bad Soden 
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2.2 Plasmide 

 
pRL-TK: 
 

Beschreibung:           Expressionsvektor für renilla-Luciferase (Renilla  

reniformis) 

Bezugsquelle:            Promega, Heidelberg 

Promotor:                  Thymidinkinase 

Antibiotikaresistenz:  Ampicillin 

  
pGL4.32[luc2P/NF-�B-RE/Hygro]  

 
Beschreibung:           NFκB abhängiges „Firefly Luciferase“ Reporter- 

           genkonstrukt 

Bezugsquelle:            Promega, Heidelberg 

Promotor:                   NFκB Konsensus Sequenz (GGGAATTTCC)5 

Antibiotikaresistenz:   Ampicillin, Hygromycin 

 

 
2.3 Zellen 
 

HaCaT -Zelllinie 

Es handelt sich um eine immortalisierte humane Keratinozyten Zelllinie 

(Boukamp et al., 1988). 

 
Primäre humane Keratinozyten (FK) 

Primäre humane Keratinozyten (Vorhaut Keratinozyten: FK) wurden aus 

der Haut von Jungen (Alter max. 10 Jahre), bei denen eine Vorhautbe-

schneidung vorgenommen wurde, isoliert (siehe 3.1.7). Hierfür liegt ein 

Ethikvotum mit der Nummer 3331/1010B02 vor. 
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2.4 Bakterien 

 

 

 

Die Bakterienstämme haben wir aus den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. 

Fritz Götz und Prof. Dr. Andreas Peschel des Instituts für Medizinische 

Mikrobiologie der Universität Tübingen erhalten (AD = Atopische Dermati-

tis ). 
 

 

 

 

Stamm/ Isolat Beschreibung 
S. epidermidis 
ATCC12228 

ATCC Laborstamm  

S. epidermidis 1457 Zentralvenenkathederisolat:  

S. epidermidis 0-47 Klinisches Isolat; Biofilm bildend  

S. epidermidis RP62a 
Methicillin-resistent Biofilm bildendes Isolat: 
ATCC 35984  

S. epidermidis Se12 Isolat aus Blutkultur  

S. epidermidis Se1 Zentralvenenkathederisolat    

S. epidermidis ica 
Biofilm bildende Variante von S. epidermi-
dis 1457  

S. aureus ATCC25923 ATCC Laborstamm 

S. aureus Newman Laborstamm 

S. aureus 113 Wildtyp ATCC 35556  

S. aureus 113 spa - (dSpa)  Protein A defiziente Variante von SA113 

S. aureus SA1 Zentralvenenkathederisolat 

S. aureus SA2 Isolat aus Blutkultur  

S. aureus SA5 Klinisches Isolat von AD-Patienten  

S. aureus SA6 Klinisches Isolat von AD-Patienten  

S. aureus SA7 Klinisches Isolat von AD-Patienten  
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Stamm Entnahmestelle Alter/Geschlecht 

A.D. 3.2 nicht läsionale Haut 20/weiblich 

A.D. 4.1 Hautläsion 54/weiblich 

A.D. 5.4 nicht läsionale Haut 44/weiblich 

A.D. 6.1 Hautläsion 24/weiblich 

A.D. 6.4 nicht läsionale Haut 24/weiblich 

A.D. 7.1 Hautläsion 37/weiblich 

A.D. 9.2 Hautläsion 25/weiblich 

A.D. 9.4 nicht läsionale Haut 25/weiblich 

A.D. 11.1 Hautläsion 26/männlich 

A.D. 12.1 Hautläsion 39/weiblich 

A.D. 12.2 Hautläsion 39/weiblich 

A.D. 13.1 Hautläsion 52/weiblich 

A.D. 13.2 Hautläsion 52/weiblich 

A.D. 13.3 nicht läsionale Haut 52/weiblich 

A.D. 14.1 Hautläsion 23/weiblich 

A.D. 14.2 Hautläsion 23/weiblich 

A.D. 16.1 Hautläsion 20/weiblich 

A.D. 17.1 Hautläsion 32/weiblich 

A.D. 17.3 nicht läsionale Haut 32/weiblich 

A.D.18.2 Hautläsion 20/weiblich 

A.D.19.1 Hautläsion 36/weiblich 

A.D.19.3 Hautläsion 36/weiblich 

A.D. 22.2 Hautläsion 22 weiblich 
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Nasenisolate gesunder Spender  

S. aureus S. epidermidis 

- IVK1 

- IVK2 

- IVK4 

- IVK6 

- IVK7 

- IVK8 

- IVK10 

- IVK11 

- IVK12 

- IVK15 

- IVK16 

IVK5 IVK6 

IVK24 IVK25 

IVK26 IVK27 

IVK30 IVK29 

IVK33 IVK34,35 

IVK58 IVK59,60 

IVK62 IVK61,63 

IVK72 IVK73 

IVK78 IVK79 

IVK80 IVK81 

IVK82 IVK83 

IVK95 IVK96 

21_2 21_1 

48_1 48_2 

51_2 51_1 

54_1 54_2 

58_2 58_1;_3 

66_1 66_2;_3 

68_1 68_2 
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2.5 Primer 
 
 

Gen Primer Sequenz 

Referenz 
 

beta-
Actin 

5´-ttgttacaggaagtcccttgcc-3´ 
5´-atgctatcacctcccctgtgtg-3´ 

Differen-
zierung 

Involucrin 
5´-ctccaccaagcctctgc-3´                    
5´-ctgcttaagctgc tgctc-3´ 

HBD-1 
5´-tgtctgagatggcctcaggt-3´  
5´-gggcaggcagaatagagaca-3´ 

HBD-2 
5´-tcagccatgagggtcttgta-3´  
5´-ggatcgcctataccaccaaa-3´ 

HBD-3 
5´-ttgctcttcctgtttttggtg-3´ 
 5´-cgcctctgactctgcaataa-3´; 

AMPs 

RNase 7 
5´-gaagaccaagcgcaaagc-3´  
5´-cagcagaagcagcagaagg-3´; 

TLR1 
5�-aacccattccgcagtactcca-3�  
5�-aaggccacgtttgctcttttc-3�; 

TLR2 
5�-ggaggc tgcatattccaagg-3�  
5�-gccaggcatcctc acagg-3� 

TLR3 
5�-acaacttagcacggctctgga-3´  
5�-acctcaactgggatctcgtca-3´ 

TLR4 
5’-agt ttc ctg caa tgg atc aag g-3` 
5’-ctg ctt atc tga agg tgt tgc ac-3` 

TLR5 
5�-cgaacctggagacaggaaaa-3�  
5�-tctccc atgatcctcgttgt-3� 

TLR6 
5�-cccattcca cagaacagcat-3�  
5�-ataagtccgctgcgtcatga-3� 

TLR7 
5’-tgg aaa ttg ccc tcg ttg tt-3` 
5’-gtc agc gca tca aaa gca tt-3` 

TLR8 
5’-ctt cga tac cta aac ctc tct agc ac-3` 
5’-aag atc cag cac ctt cag atg a-3` 

TLR9 
5�-agtcaatggctcccagttcct-3�  
5�-cgtgaatgagtgctcgtggta-3` 

TLR 

TLR10 
5’-tgt tat gac agc aga ggg tga tg-3` 
5’-gag ttg aaa aag gag gtt ata gga taa 
atc-3` 
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2.6 Lösungen und Medien 

 
2.6.1 Lösungen und Medien für die Zellkultur 

 
 
Pufferlösungen zum Waschen der Zellen 
 

• PBS (PAA) für HaCaT: gebrauchsfertige Lösung für Zellkultur  

• HBSS (PAA) für FK: gebrauchsfertige Lösung für Zellkultur  

 

Trypsin/EDTA zum Ablösen der Zellen von der Kulturschale 

• Trypsin/EDTA-Lösung (T/E) in HBSS für FK:        0,05% (w/v) Trypsin/ 

0,05% (w/v) EDTA                               

(GibCo):  
 

• Trypsin/EDTA-Lösung (T/E) in PBS für HaCaT:    0,05% (w/v) Trypsin/  

0,02% (w/v) EDTA 

(Biochrom):  

 

Stoplösung zum Beenden der Trypsinierung  

(Serum enthält Trypsininhibitor) 

• FK Stoplösung: 90ml HBSS (PAA)/10ml dialysiertes FCS (Biochrom):  

• HaCaT Stoplösung: DMEM Komplettmedium 

 

DMEM Komplettmedium für HaCaT-Zelllinie 
 

DMEM (GibCo, PAA) wird mit 10% FCS (Biochrom) und 1% Peni-

cillin/Streptomycin (Biochrom) -Lösung versetzt.  
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Basismedium für Keratinozyten (KGM Base) 

Eine Flasche MCDB 153 (Sigma) Medium wurde in 900ml deionisiertem 

Wasser gelöst und 1,176g Natriumhydrogenkarbonat (Sigma) zugegeben 

(Molekulargewicht 84,01). Anschließend wurden die Aminosäuren in den 

in der Tabelle angegebenen Konzentration hinzugegeben.  

 
 

Aminosäure Endkonz. Molekulargewicht g/l 
L-Histidin (Sigma) 2,4x10-4 209,6 0,05 

L-Isoleucin (Sigma) 7,5x10-4 131,2 0,098 
L-Methionin (Sigma) 9,0x10-3 149,2 0,013 

L-Phenylalanin (Sigma) 9,0x10-3 165,2 0,015 
L-Tryptophan (Sigma) 4,5x10-3 204,2 0,009 

L-Tyrosin (Sigma) 7,5x10-3 225,2 0,017 
 

Der pH-Wert wurde mit 50%iger NaOH auf pH 7,4-7,6 eingestellt und die 

Lösung mit bidest. Wasser auf einen Liter aufgefüllt. Nach dem Sterilfiltrie-

ren (Porengröße 0,22µm) wurden je 250ml Aliquots des Basismediums bei 

-20°C eingefroren. 
 

Komplettmedium für Keratinozyten (KGM komplett) 

Zu 250ml des Basismediums für Keratinozyten wurden unten aufgeführte 

Zusätze hinzugegeben. Vor der Zugabe des bovinen Hypophysenextrakts 

wurde das Medium sterilfiltriert (Porengröße 0,22µM). 

Bestandteile Volumina Endkonzentration 
KGM Base 250ml  

Insulin (Sigma) 250µl 5mg/l 
Ethanolamin (Sigma) 250µl 0,1mM 

Phosphoethanolamin (Sigma) 250µl 0,1mM 
Penicillin/Streptomycin 

(GibCo) 
2,5ml 

Pen. 100.000IU/l; 
Strep. 100mg/l 

EGF (GibCo) 1000µl 0,4µg/l 
Hydrocortison (Sigma) 25µl 5 x 10-7M 

sterilfiltrieren 
Bovines Hypophysenextrakt  

(GibCo) 
1 Röhrchen 100mg/ml 
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2.6.2 Sonstige Lösungen 

 
 

LB-

Ampicillin.-

Medium 

1,0% (w/v) Trypton 

0,5% (w/v)  

Hefeextrakt 

1,0% (w/v) NaCl 

autoklavieren, abkühlen lassen 
und mit 0,1% (v/v) einer wäßri-
gen sterilen Ampicillinlösung 
(100 mg/ml) versetzen 

LB-

Ampicillin.-

Agar-Platten 

1,0% (w/v) Trypton               

0,5% (w/v)  

Hefeextrakt             

1,0% (w/v) NaCl                      

1,5%  Bacto-Agar 

 

autoklavieren, auf 50-60°C ab-
kühlen lassen, mit 0,1% (v/v) 
einer wäßrigen sterilen Ampicil-
linlösung (100 mg/ml) versetzen 
und in 10cm – Kulturschalen 
gießen 

10 x TBE                                             
9M Tris-Base   
9M Borsäurel       
250mM EDTA                                                  

Einwaage ad 10Liter bidest. H2O 
1090g Tris-Base 
557g Borsäure 
73g EDTA 

10 x PBS    
1,37M NaCl   
27mM KCl  
20mM KH2PO4 

100mM Na2HPO4                      

Einwaage ad 1Liter bidest. H2O 
80g NaCl 
2g KCl 
2,7g KH2PO4 

14,4g Na2HPO4 
SDS-PAGE 

Laufpuffer                                                                  

 
25mM Tris Base  
250mM Glycin            
0,1% (w/v)                                                                                                                                                                       

Einwaage ad 1Liter bidest.. H2O  

3g Tris Base 
18,8g Glycin 
1g SDS 

2 x SDS-

PAGE     

Proben-

puffer  

 

 
100mM Tris-HCl  
4% (w/v) SDS 
10% (v/v) Glycerin  

200mM β-ME                   
0,2%(w/v)BP                                                        

Einwaage ad 10ml bidest. H2O 
1ml 1M Tris-HCl pH6,8 
0,4g SDS 
1ml 99% Glycerin 

1ml β-Mercaptoethanol   
0,05g Bromphenolblau        

10 x Lade-

puffer für 

Agrosegele 

 

50% (v/v) Glycerol      
0,1M EDTA     
0,25% BP 
0,25% Xylencyanol                                                                     

Einwaage ad 10ml bidest. H2O 

6,25ml 80% Glycerol 
2ml 0,5M EDTA pH 8,0 
25mg Bromphenolblau 
25mg Xylencyanol 
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2.7 Geräte und Software 

 
2.7.1 Software 
 

Programm Hersteller 

Acrobat Reader Adobe 

Word Microsoft 

Excel Microsoft 

Powerpoint Microsoft 

Photoshop Adobe 

Probefinder Roche 

ICycler iQ Bio-Rad 

LC480 Roche 

Microwin 2000 4.41 Microtek 
 
 
2.7.2 Geräte 
 

Gerät  Typ und Hersteller 

Absaugvorrichtung  IV-500 Vacuset Multi-Tip Kit (Inotech) 

Blot-Apparatur  
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
Rad) 

Brutschränke  

 

HERAcell 240 CO2 Incubator  

BBD 6220 ; T6 function line (Heraeus) 

Elektrophorese-System  Mini-PROTEAN (Bio-Rad) 

Folienschweißgerät  Folio FS 3602 (Severin)  

Heizblock  Dry-Block DB-2D (Techne)  

Hybridisierungsofen Hybaid Shake ’n’ Stack (Thermo Scientific) 

Kamera  E-300 (Olympus) 

Kühlschränke FKS 500 (Liebherr); HFU 586 (Heraeus) 

Magnetrührer  RCT basic (IKA Labortechnik) 

Mikroskope CK 40 (Olympus) ; IX50 (Olympus) 
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Mikrowelle MW600 (Bosch) 

Netzgeräte 

 

Power Supply EPS 200 (Pharmacia Biotech);  

Power Pac 300 (BioRad)  

pH-Messgerät  Knick pH-Meter 761 (Calimatic) 

Photospektrometer Smartspec plus (Biorad) 

Platten-Spektrometer  TriStar LB 941 (Berthold Technologies) 

Realtime PCR System  iCycler (Biorad); LC480 (Roche) 

Rollenmischer RM5 (Fröbel Labortechnik) 

Röntgenkassetten Röntgenkassette (Dr. Goos-Suprema 

Schüttelinkubator HT (Infors)  

Schüttler HS250 (IKA Labortechnik) 

Sicherheitswerkbank Herasafe HS18 (Heraeus); MRF-B (Steag) 

Thermocycler PTC200 (MJ Research) 

Ultrazentrifuge 10SW Rotor (Sorvall)  

Vakuumpumpe N180.3 (KNF Neuberger) 

Vortexer  Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) 

Waagen LC 821 (Sartorius); Kern 770 (Kern) 

Wasserbad 1083 (Gesellschaft für Labortechnik) 

Zentrifugen 

 

 

 

 

 

Biofuge pico (Heraeus) 

Biofuge 13 (Heraeus) 

Megafuge 1.0R (Heraeus) 

Varifuge 3.0R (Heraeus) 

Biofuge fresco (Heraeus) 

ZK 401 (Hermle) 
 
 
2.8 Kits und Verbrauchsmaterialien 
 

Verbrauchsmaterialien wurden, sofern nicht anders angegeben, vom Zent-

rallager des Universtitätsklinikums Tübingen bezogen. Für die Zellkultur 

wurden Materialien von Gibco (Invitrogen, Darmstadt) und BD Biosciences 

(Heidelberg) eingesetzt.  
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Bezeichnung Hersteller 

Dual Luciferase Assay  Promega, Heidelberg 

ELISA Platten Maxisorp NUNC, Langenselbold 

Immobilon PVDF-Membran  Roche, Mannheim 

LDH Release Assay  Roche, Mannheim 

Biocoat: Kollagen I beschichtete Zell-
kulturmaterialien 

BD Biosciences, Heidelberg 

Epikutanpflaster:  

Finn Chambers on Scanpor 
Smart Practice, Phoenix, USA 

Nucleospin RNAII Kit  Macherey&Nagel, Düren 

Rasierer Wahl, Unterkirnach 

Röntgenfilm Kodak X-OMAT  
Eastman Kodak Company, 
Rochester 

Superscript II Reverse Transkriptase Invitrogen, Darmstadt 

SYBR Green real-time PCR Mix 
BioRad, München; Roche, 
Mannheim 

Pflaster: Fixomull stretch BSN Medical, Hamburg 

Primefect II DNA Transfektions Re-
agenz 

Lonza, Köln 

Whatman 3mm-Papier  Roth, Karlsruhe 
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3 Methoden 
 
 
3.1 Zellkultur 
 

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Es 

wurde dazu unter einer sterilen Werkbank ausschließlich mit sterilen Ar-

beitsmitteln und Lösungen gearbeitet. Dazu wurden steril verpackte Mate-

rialien wie Einmalpipetten, Kulturplatten usw., sowie autoklavierte bzw. 

durch trockene Hitze sterilisierte Plastik- und Glasgefäße benutzt. Lösun-

gen wurden entweder sterilfiltriert (Porengröße 0,22µm) oder autoklaviert. 

Alle Lösungen, die mit den Zellen in Berührung kamen, wurden vorher auf 

37°C temperiert. Die Zellkultivierung erfolgte bei 37°C, 5% CO2 und was-

serdampfgesättigter Atmosphäre im Brutschrank. Vor jeder Manipulation 

an den Zellen wie Medienwechsel, Passagierung usw. erfolgte eine mikro-

skopische Kontrolle der Zellkulturen auf Zelldichte, „Zellgesundheit“ und 

insbesondere auf sichtbare Kontaminationen. 

Zellkulturbedingungen: 

Kulturplatte 

Volumen an 

Medium pro 

Platte/  

Vertiefung 

Volumen an 

T/E pro 

Platte/  

Vertiefung 

Kulturfläche 

pro 

Platte/  

Vertiefung 

T75 Flasche 12ml 3ml 75cm2 

T25 Flasche 4ml 1ml 25cm2 

6-well-Platte 2ml 0,5ml 9,6cm2 

24-well-Platte 0,5-1ml 0,2ml 2,0cm2 

96-well-Platte 0,1-0,2ml 0,05ml 0,32cm2 
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Zellen Medium T/E 
Stopp-

lösung 

Sub-kulti-

vierung 

Medium-

wechsel 

HaCaT 

DMEM 

 +10% 

FCS  

in PBS 
DMEM 

 +10% FCS 

1:5  

1:10    
2-3 Tage 

Primäre 

Keratino-

zyten  

KGM   

komplett 

in 

HBSS 

10% dFCS  

in HBSS 

1:2 

1:3 
2-3 Tage 

 
 
3.1.1 Auftauen tiefgefrorener Zellen 
 

Ein Kryoröhrchen wurde aus dem Stickstofftank entnommen und unter 

leichtem Schwenken schnell bei 37 C aufgetaut. Die Zellsuspension wurde 

sofort in die vorbereitete Zellkulturflasche überführt. Durch vorsichtiges 

Schwenken der Flasche konnte eine gleichmäßige Verteilung gewähr-

leistet werden. 

Vor der Überführung in den Brutschrank fand eine mikroskopische Über-

prüfung der Zelldichte und Lebensfähigkeit (Trypanblau Färbung) der   

Zellen statt. Bei geringer Zellzahl bzw. schlechter Lebensfähigkeit wurden 

die Zellen entsprechend in T25 Kulturflaschen, bzw. bei höheren Zellzah-

len in mehreren Flaschen kultiviert. 

 

3.1.2 Passagierung 
 
Angaben für T75 Zellkulturflaschen: 

Das Medium wurde mit einer sterilen Pasteurpipette von den Zellen abge-

saugt und die Zellen gegebenenfalls einmal mit 10ml Puffer gewaschen. 

Anschließend wurden 3ml Trypsin/EDTA-Lösung auf die Zellen pipettiert 

und die Flasche für 5-10 Minuten im Brutschrank inkubiert. Durch Aufklop-

fen der Platten gegen Ende der Inkubationszeit lösten sich die Zellen   

besser ab und ließen sich anschließend leichter vereinzeln. Das Ende der 

Inkubationszeit wurde durch mikroskopische Kontrolle (abgerundete Zel-

len) bzw. makroskopisch (sichtbares Ablösen der Zellen beim Aufklopfen) 

bestimmt. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 9ml Stopplösung 

(mit 10% FCS: enthält Trypsininhibitor) beendet. Mehrmaliges Triturieren 
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mit Hilfe einer 10ml Pipette führte zu Vereinzelung und Resuspendierung 

der Zellen. Die Zellzahl wurde gegebenenfalls in einer Neubauer-

Zählkammer bestimmt und die Zellen anschließend in der gewünschten 

Zellzahl in frische Kulturplatten ausgesät. Dazu wurden 10ml Medium vor-

gelegt und ein entsprechendes Aliquot der Zellsuspension hinzugegeben. 

Durch vor-sichtiges „über Kreuz“ –Schwenken erfolgte eine möglichst 

gleichmäßige Verteilung der Zellen  

Bei Zellen und Zelllinien, bei denen Reste der Trypsin/EDTA–Lösung das 

Wachstum bzw. das Anheften der Zellen an die Oberfläche der Zellkultur-

platte auffällig störte, wurde die Zellsuspension 5 Minuten bei Raum-

temperatur und 200g zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R: 1.200UpM, 

5min, RT) und anschließend in frischem Medium resuspendiert, bevor die 

Zellaussaat erfolgte. 
 

3.1.3 Einfrieren von adhärenten Zellen 

Für das Einfrieren wurden Zellen der logarithmischen Wachstumsphase 

benutzt, die eine Konfluenz von ca. 80% aufwiesen 

Einfriermedium: 

HaCaT:  DMEM mit 20% FCS und 10% DMSO (v/v)  

FK:        KGM mit 10% Glycerol  
 

Angaben für T75 Zellkulturflaschen: 

Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt, die Zellen einmal mit 10ml 

PBS/HBSS gewaschen und anschließend mit 3ml Trypsin/EDTA–Lösung 

im Brutschrank inkubiert. Die Trypsinierung wurde mit 9ml Stopplösung 

beendet und die Zellen anschließend durch Triturieren vereinzelt. Ein Ali-

quot wurde für die Zellzählung in der Neubauer-Zählkammer entnommen 

und die restliche Zellsuspension 5min bei Raumtemperatur und 200g 

zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R: 1.200 UpM, 5 min, RT). Der Über-

stand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 3ml frischem eiskaltem Ein-

friermedium resuspendiert und auf drei vorgekühlte Kryoröhrchen verteilt. 

Die Zellen wurden zum langsamen Abkühlen in die Einfriervorrichtung  

„Mr. Frosty“ gegeben und über Nacht in den -80°C Gefrierschrank gestellt. 

Danach wurden die Kryoröhrchen zur Langzeit-Lagerung in flüssigen 

Stickstoff überführt. 
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3.1.4 Zellzahlbestimmung 

Die vorbereitete Zählkammer wurde mit der Zellsuspension oder mit deren 

Verdünnung luftblasenfrei gefüllt (ca. 10µl) und 4 Quadrate aus je 16 

Kleinquadraten (Volumen der 16 Kleinquadrate = 0,1µl) ausgezählt. 

Die Zellzahl/ml wurde durch Multiplizieren des Mittelwerts der vier ausge-

zählten Quadrate mit 10.000 und gegebenenfalls mit dem Verdünnungs-

faktor erhalten.  

 

3.1.5 Isolierung primärer humaner Keratinozyten (Meier et al., 2000) 

Menschliche Präputien (Vorhäute) wurden von Dr. Frunder aus der       

Loretto-Klinik in Tübingen erhalten. Das OP-Material wurde steril entnom-

men und sofort in die Transportlösung gegeben und bei 4°C bis zur Aufar-

beitung aufbewahrt. Die Aufarbeitung sollte spätestens 2 Tage nach der 

OP erfolgen.  

Durchführung für eine Vorhaut 

Zunächst wurde die Vorhaut von Fett, Blutgefäßen und überschüssigem 

Gewebe befreit, so dass die Hautprobe flach dalag und die weiße Epi-

dermis deutlich zu erkennen war. Das Gewebe wurde anschließend in ca. 

0,5-1cm2 große Stückchen geschnitten und über Nacht bei 4°C in ca. 6ml 

Lösung B inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Gewebestückchen in Lösung A überführt 

und die Epidermiszellen mit dem Skalpell abgekratzt. Die so erhaltene 

Suspension wurde in ein 15ml Falconröhrchen überführt und die Zellen 

durch ca. 60-maliges Triturieren vereinzelt. Die Zellen wurden 5 Minuten 

bei Raumtemperatur und 200g zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R: 

1.200UpM, 5min, RT), der Überstand abgesaugt, das Pellett in ca. 10ml 

KGM Komplettmedium aufgenommen, erneut gründlich resuspendiert und 

in eine kollagenbeschichtete T75 Zellkulturflasche überführt. 

Nach 3 bis 4 Stunden Inkubation im Brutschrank erfolgte eine erste Kon-

trolle, ob sich die Zellen angeheftet haben und gegebenenfalls ein        

Mediumwechsel.  

 

 



Methoden 

 
40 
 

 

Lösung B 

 Endkonzentration Molekulargewicht g/500 ml 

Hepes 30mM 238,3 3,57 

Glucose 4mM 180,2 0,36 

KCl 3mM 74,56 0,11 

NaCl 130mM 58,44 3,8 

Na2HPO4 x7H2O 1mM 268,07 0,13 

Trypsin 0,25%  1,25 
 

Der pH-Wert wurde mit 50%-iger NaOH auf pH 7,4 eingestellt und die Lö-

sung wurde anschließend sterilfiltriert (0,2µm Filter) und als 12ml Aliquots 

bei -20°C gelagert. 

Lösung A 

 Endkonzentration Molekulargewicht g/500 ml 

Hepes 30mM 238,3 3,57 

Glucose 10mM 180,2 0,9 

KCl 3mM 74,56 0,11 

NaCl 130mM 58,44 3,8 

Na2HPO4 x7H2O 1mM 268,07 0,13 
 

Der pH-Wert wurde mit 50%-iger NaOH auf pH 7,4 eingestellt und die Lö-

sung wurde anschließend sterilfiltriert (0,2µm Filter). Zu 500ml Lösung 

wurden 10 ml dialysiertes FCS geben und als 12ml Aliquots bei -20°C ge-

lagert. 

 

3.1.6 Behandlung der Zellen  
 

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 70-80% in Vollmedium kulti-

viert. Dann wurden die Zellen für 24h ohne FCS oder andere wachstums-

stimulierende Zusätze kultiviert (DMEM – HACAT; KGM Basis – FK). Zur 

Differenzierung der primären Keratinozyten wurde zusätzlich 1,7mM CaCl2 

zugefügt. Anschließend wurden die Zellen über den jeweils angegebenen 

Zeitraum mit Bakterienpräparationen oder den jeweils angegebenen Sti-

mulantien bzw. Inhibitoren (siehe unten) behandelt. 
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Bakterienpräparation:  

Bakterien wurden aus einer Vorkultur oder von einer frischen Agarplatte in 

das jeweilige Basismedium eingebracht und über Nacht bei 37°C im 

Schüttler (200Upm) inkubiert. Nach Bestimmung der Bakterienzahl mittels 

der OD600 wurde die Bakteriensuspension abzentrifugiert. Der Überstand, 

das bakteriell konditionierte Medium (BCM), wurde so verdünnt, dass   

dessen Konzentration der eines Mediums mit einer Bakterienzahl von 

5x108 CFU/ml entspricht. Das Bakterienpellet wurde in frischem Medium 

resuspendiert und auf eine Konzentration von 0,25x106 CFU/ml eingestellt. 

Für die Herstellung hitzeinaktivierter Bakterien wurden die Bakterien ge-

waschen, die Bakterienzahl auf 0,25x107 CFU/ml eingestellt und die Sus-

pension bei 65°C 45 Minuten inkubiert. 

 

Lösungen für die Behandlung der Zellen  
 

Stimulus/Inhibitor Konzentration im Medium 

TLR2 Ak 10µg/ml 

EGFR Ak 10µg/ml 

Pam2Cys 100ng/ml 

Pam3Cys 100-1000ng/ml 

TGF alpha 100ng/ml 

Celastrol 1µM 

Gefitinib 0,025µM 
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3.2 Real-time RT-PCR 

 
Mit Hilfe der real-time RT-PCR können Veränderungen in der mRNA 

Expression verschiedener Gene untersucht werden. Dabei wird zunächst 

RNA isoliert und diese mittels des Enzyms Reverse Transkriptase in die 

zur mRNA correspondierende DNA (cDNA) umgeschrieben. Ausgehend 

von der cDNA wird dann eine PCR durchgeführt. Dabei wird SYBR-Green  

ein Farbstoff der nach Bindung an DNA und Fluoreszenzanregung ca. 

1000-fach stärker fluoresziert als der freie Farbstoff, zur Detektion des 

entstandenen PCR Produkts verwendet. Die Zunahme der Fluoreszenz 

wird mittels entsprechender Detektoren ermittelt. Als Messwert dient der 

Ct (Schwellenwert, treshold) oder auch Cp-Wert (Crossing point). Dies 

entspricht dem Cyclus der PCR an dem eine Signalintensität erreicht wird, 

die signifikant höher als das Hintergrundrauschen ist. Exakter ist die 

Wendepunktmethode, bei der der Wendepunkt, also die 2. Ableitung der 

erhaltenen Fluoreszenzkurve als Messwert dient.  

Die Auswertung wurde nach der ∆∆Ct-Methode in Excel durchgeführt. 

Man geht bei dieser Methode von einer PCR-Effizienz von 2 aus, d.h. das 

Templat wird idealerweise in jedem Cyclus verdoppelt. Exaktere und 

vergleichbarere Ergebnisse erhält man, wenn die tatsächliche PCR- 

effizienz mit Hilfe einer Verdünnungskurve ermittelt und mit einberechnet 

wird. Es handelt sich um eine relative Auswertung, bei der man 

Unterschiede zwischen zu analysierendem Gen und einem Referenzgen 

im Verhältnis von veränderten Proben zu Kontrollproben analysiert (Ratio). 

Die Ratio wird z. Bsp. als x-fache Induktion eines Gens angegeben. Das 

Referenzgen darf durch die Behandlung selbst nicht beeinflusst werden. 
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∆∆∆∆Ct   =   Ct (AnalyseGen) – Ct (Referenzgen) 

∆∆∆∆∆∆∆∆Ct =   ∆∆∆∆Ct (stimuliert Probe) - ∆∆∆∆Ct (unstimulierteProbe) 

 

rtunstimulie

stimuliert

Ct

CT

Ratio ∆

∆
∆∆ ==

2
2

2 Ct
                                                                    

 

Das erhaltene Produkt wird mittels einer Schmelzpunktanalyse auf Einheit-

lichkeit des Produkts und exakte Schmelztemperatur untersucht. Dabei 

weist das Produkt eine spezifische Schmelztemperatur entsprechend   

seiner Länge und Basenpaarzusammensetzung auf. Die Produktlänge 

kann auch mittels Agarose-Gelelektrophorese bestätigt werden. Dies er-

folgt zumeist nur bei der Applikation einer neuen Methode. 

Durchführung: 

Die stimulierten Keratinozyten wurden mit PBS gewaschen und die Ge-

samt-RNA mit dem Nucleospin RNA II Kit (Macherey-Nagel) nach Her-

stellerangaben isoliert. 1µg RNA wurde in cDNA umgeschrieben (Super-

script II, Invitrogen). Dabei kamen „random“ Hexamer Primer zum Einsatz. 

cDNA, die einer RNA-Menge von 25ng entspricht wurde für die real-time 

PCR Reaktion verwendet. 

Für die semiquantitative Analyse der cDNA wurden zwei verschiedene 

Analysesysteme verwendet. Zunächst erfolgte die Messung mittels des 

iQTM SYBR® Green Supermix im Bio-Rad Thermocycler iCycler. Spätere 

Experimente erfolgten im Roche Lightcycler® 480 mit dem Roche Light-

cycler® 480 SYBR Green I MasterMix. 
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Bio-Rad:  

2 x Reagenz 12,5µl  Enzymaktivierung 95°C 10min 

 H2O 7,5µl  Denaturierung 95 °C;  1 min 

Primer 1 
1µl 

 Primer-Anlagerung: 
„annealing“ 

56 – 62°C;  30s 

(Primerabhängig) 

Primer 2 1µl  Nukleotidanbau:     
„elongation“ 

72°C; 1min 

cDNA/H2O 
(Neg.Ko) 3µl  Schmelzkurve 50-95°C 

LC480:  

2 x Reagenz 5µl  Enzymaktivierung 95°C 5min 

 H2O 3,5µl  Denaturierung 95°C;  10s 

Primer 1 0,5µl  Primer-Anlagerung: 
„annealing“ 

56 – 62°C;  10s 

Primer 2 0,5µl  Nukleotidanbau:     
„elongation“ 

72°C; 10s 

cDNA/H2O 
(Neg.Ko) 1µl  Schmelzkurve 65-95°C je 10s 

 
 

3.3 Analyse von Ausbeute und Reinheit isolierter RNA oder DNA 

 
3.3.1 Photometrische Bestimmung 

 
Die Ausbeute an isolierter RNAoder DNA wurde photometrisch über die 

Absorption bei 260 nm bestimmt. Dabei gilt bei einer Schichtdicke der  

Küvette von 1cm: A260 = 1 entspricht 40ng/µl RNA. bzw. 50ng/µl DNA  

(Messbereich möglichst zwischen A260 = 0,1 und A260 = 1) 

Das Verhältnis der Absorptionswerte A260/280 ist zudem ein Maß für die 

Reinheit der DNA. Der Quotient sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen. 
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3.3.2 Agarose-Gelelektrophorese 

 
RNA- bzw. DNA-Fragmente verschiedener Größe wandern in einem     

elektrischen Feld unterschiedlich schnell durch ein Agarosegel. Die      

negativ gelandene RNA oder DNA wandert in Richtung Anode und wird 

dabei vom Netz der Agarosemoleküle behindert. Große Fragmente wer-

den dabei stärker zurückgehalten als Kleine. Durch die Verwendung eines 

Standards mit definierten Fragmentlängen kann die Länge eines unbe-

kannten RNA-/DNA-Stücks bestimmt werden. Der Farbstoff Ethidium-

bromid interkaliert in die RNA/DNA, wodurch seine Fluoreszenz, angeregt 

durch UV-Licht bei einer Wellenlänge von 254nm, stark zunimmt. Die 

RNA/DNA kann somit sichtbar gemacht werden. 

 
Durchführung:  

Je nach Länge der aufzutrennenden RNA/DNA wurde ein 0,8-2%iges 

(w/v) Agarosegel eingesetzt. Dazu wurde die entsprechende Menge     

Agarose in 1xTBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht bis sich die        

Agarose komplett gelöst hatte. Nachdem die Agaroselösung etwas abge-

kühlt war, konnte das Gel in die Gelkammer gegossen werden. Die Probe 

wurde im Verhältnis 10:1 mit Ladepuffer gemischt und auf das Gel auf-

getragen, eine Spur wurde jeweils mit Standard-DNA gefüllt (DNA-Leitern, 

Generuler, Fermentas). Als Laufpuffer kam 1xTBE zum Einsatz. Die     

elektrophoretische Trennung erfolgte bei 100-150V für ca. 1 Stunde. An-

schließend wurde das Gel für 5-10 Minuten in einer 0,01%igen              

Ethidiumbromidlösung inkubiert und mit einer CSC-Kamera unter UV-Licht 

fotografiert. 
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3.4 Plasmidpräparation 

 
Die Plasmide für die Transfektionsversuche wurden aus mit dem ent-

sprechenden Plasmid transformierten E.coli DH5α erhalten.  
 

3.4.1 Plasmidvermehrung in transformationskompetenten  

           E.coli  DH5αααα    
 

Bakterienzellen, mit deren Hilfe Plasmide vermehrt werden sollen, müssen 

bestimmte Vorraussetzungen erfüllen. Zum einen sollte die Effizienz, mit 

der die Zellen die Plasmid-DNA aufnehmen können, möglichst hoch sein 

(Kompetenz), zum anderen sollten die Bakterien die aufgenommene 

Plasmid-DNA nicht als Fremd-DNA erkennen und über Restriktions-

enzyme abbauen. Transformationskompetente E.coli - Stämme müssen 

daher einen bestimmten Genotyp aufweisen. So wird Fremd-DNA in Bak-

terien unter anderem mit Hilfe eines Adenin-methylierungsabhängigen Re-

striktionssystems erkannt und abgebaut. Dabei handelt es sich um einen 

Enzymkomplex, der aus einer Untereinheit für die Erkennung spezifischer 

Sequenzen, einer Methylierungsuntereinheit und einer Restriktionseinheit 

aufgebaut ist. Um Fremd-DNA also z.Bsp. nichtmethylierte DNA oder DNA 

mit einem anderen Methylierungsmuster in Bakterienzellen zu vermehren, 

müssen diese Bakterienstämme Mutationen in diesem Enzymkomplex    

(z. Bsp. in der Restriktionsuntereinheit) aufweisen.  

Die Plasmide müssen ein Gen tragen, das die spätere Selektion der trans-

formierten Zellen ermöglicht. In unserem Fall ist dies das Gen für die Am-

picillinresistenz, d.h. nur die Bakterienzellen, die das Plasmid auf-

genommen haben, können im ampicillinhaltigen Medium wachsen. 

Um eine möglichst hohe Transformationseffizienz zu erreichen, müssen 

die E.coli -Zellen vorbehandelt werden. Dabei werden die Bakterien bei 

18°C kultiviert, mit Kalium-, Calcium- und  Mangansalzen behandelt und 

anschliessend für die Lagerung mit DMSO-Zusatz bei -70°C eingefroren. 

Dabei kann man hochkompetente Zellen mit einer Transformations-

effizienz von 108 - 109 Transformanten pro µg Plasmid-DNA erhalten    

(Inoue et al. 1990). 
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Durchführung von Bakterientransformation und Anzucht: 

Ein 100µl- Aliquot der transformationskompetenten E.coli DH5α wurden 

auf Eis aufgetaut und resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde mit 

0,02µg Plasmid-DNA gemischt und 30min auf Eis inkubiert. Durch Er-

hitzen im Wasserbad für 45 Sekunden auf 42°C konnte die DNA auf-

genommen werden. Dann wurde erneut 5 Minuten auf Eis inkubiert und 

die Suspension entweder direkt auf die vorbereiteten LB-Amp-Agarplatten 

ausgestrichen oder vorher ca. 30-60min in 0,5ml LB bei 37°C unter  

Schütteln inkubiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. 

Einzelklone, die auf den LB-Amp-Agarplatten gewachsen sind, wurden 

steril gepickt und in je 4ml LB-Amp-Medium gegeben und dann ca. 8h bei 

37°C unter Schütteln inkubiert. Mit den so erhaltenen Vorkulturen wurden 

je 100ml LB-Amp-Medium angeimpft. Nach weiteren 12-16 Stunden In-

kubation unter Schütteln bei 37°C wurden die Bakterien durch           

Zentrifugieren (15min bei 4°C und 6.000g) pelletiert und gegebenenfalls 

bei –20°C eingefroren, bis sie zur Plasmidisolierung verwendet werden 

konnten. 

 

3.4.2 Plasmidisolierung  

 

Zuerst müssen die Bakterien lysiert und die Plasmid-DNA grob von       

genomischer DNA, RNA, Proteinen und Zelltrümmern abgetrennt werden. 

Dazu resuspendiert man die Bakterien (Puffer pH 8) zunächst in Bakteri-

enpuffer und lysiert sie anschließend alkalisch in NaOH/SDS-Lösung. 

Durch Neutralisieren der Lösung mit Kaliumacetatpuffer werden Proteine 

und Zelltrümmer aufgrund ihrer Adsorbtion an das schwerlösliche Kalium-

dodecylsulfat ausgefällt. Die in Lösung bleibende Plasmid-DNA wird dabei 

auch effizient von genomischer DNA getrennt, da letztere durch die Ver-

knüpfung mit dem endoplasmatischen Retikulum mit in den Niederschlag 

gelangt. Fragmente der genomischen DNA verbleiben hingegen in        

Lösung, weshalb Scherkräfte bei diesem Arbeitsschritt möglichst zu ver-

meiden sind. Die Lösung, welche die Plasmid-DNA sowie RNA enthält 

wird durch Zentrifugation gewonnen. Nun wird zunächst eine Isopropanol 

Fällung und anschließend LiCl zur Präzipitation verwendet.  
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Die weitere Aufreinigung erfolgt mittels Ethanolfällung, gefolgt von einem 

RNAse-Verdau und einer Chloroform/Phenol Extraktion der DNA mit er-

neuter Ethanolfällung.  

 
Durchführung: (100ml E.coli Kultur) 

Die Bakterienkultur wurde 5min bei 6000rpm (Heraeus Megafuge 1.0 R) 

und 4°C abzentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R) und der Überstand 

verworfen. Man resuspendierte das Bakterienpellet in 4,5ml Bakterien-

puffer, gab 10ml 0,2M NaOH mit 1% SDS zu und inkubierte nach vor-

sichtigem Mischen 5min auf Eis. Anschließend wurden 7,5ml 3M Kalium-

acetatpuffer (pH 5,3) zugegeben und erneut 15min auf Eis inkubiert. Das 

enstehende Präzipitat wurde 5min bei 6000rpm und 4°C abzentrifugiert 

(Heraeus Megafuge 1.0 R)  

Den Überstand filtrierte man durch ein Stück Gaze in ein neues 50ml 

Röhrchen. Zur Fällung von Plasmid-DNA und RNA gab man 13,5ml      

Isopropanol zu und inkubierte 10min bei RT. Der Überstand wurde durch 

Zentrifugation bei 4°C für 10min bei 6000rpm (Heraeus Megafuge 1.0 R) 

abgetrennt und verworfen. Das entstandene Pellet (sollte möglichst      

trocken sein) wurde nun in 2ml TE-Puffer gelöst, mit 2ml 4M LiCl versetzt 

und für 5min auf Eis inkubiert. Es wurde erneut 5min bei 6000rpm und 4°C 

zentrifugiert, der Überstand in ein neues 15ml Röhrchen überführt, 10ml 

eiskalter Ethanol zugegeben und 15min bei -20°C inkubiert. 

Durch Abzentrifugieren (5min bei 6000rpm und 4°C) erhielt man ein Pellet, 

dass man nun mit 5ml eiskaltem 70% Ethanol wäscht und erneut      

zentrifugiert (5min bei 6000rpm und 4°C). Der Überstand wurde vorsichtig 

abgekippt und das Pellet an der Luft getrocknet. Nun wurde das Pellet in 

0,5ml TE-Puffer resuspendiert und in ein 1,5ml Reaktionsgefäß überführt. 

Es erfolgte der Verdau der RNA durch Zugabe von 5µl RNAse (10mg/ml) 

für 30min bei 37°C. Anschließend wurden 50µl 3M Natrium Acetat pH 5,6 

zugegeben. 

Für die Extraktion wurden 400µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 

(25:24:1) zugegeben und 2min kräftig geschüttelt. Um die Phasen-

trennung durchzuführen wurden die Gefäße 3min bei 13000rpm und 4°C 

zentrifugiert (Biofuge pico). Die obere (wässrige) Phase wurde vollständig 

abgenommen und in neues Gefäß überführt. Der Überstand wurde erneut 
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mit 400µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol ausgeschüttelt, zentrifugiert 

und die wässrige Phase in ein neues Gefäß überführt. Die wässrige Phase 

(ca. 400µl) wurde mit dem 0,6 fachen Volumen Isopropanol versetzt, gut 

gemischt und 10min bei RT inkubiert. 

Die ausgefallene Plasmid-DNA (mit bloßem Auge erkennbar) wurde 3min 

bei 13000rpm und 4°C (Biofuge pico) pelletiert und der Überstand ver-

worfen. Das Pellet wurde mit 1ml 70% Ethanol gewaschen und ab-

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet bei 37°C   

getrocknet. Anschließend konnte die erhaltene Plasmid-DNA in ca. 300µl 

TE-Puffer aufgenommen werden. Die Konzentrationsbestimmung wurde 

erst nach einigen Stunden durchgeführt, am besten über Nacht stehen 

lassen. 

 
Bakterienpuffer Kaliumacetatpuffer TE-Puffer 

50mM Glucose 

25mM Tris/HCl pH 8 

10mM EDTA 

29,4g KAcetat 

5ml Eisessig 

ad 100ml H2O 

10mM Tris/HCl pH 8 

1mM EDTA 

 

 
 
3.5 Transfektion eukaryontischer Zellen 
 

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von DNA in eukaryonti-

sche Zellen durch chemische oder physikalische Methoden. Dies          

geschieht im Regelfall, um Gene in den Zielzellen zu exprimieren, oder zur 

Analyse von Genregulation. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit 

wurden transiente Transfektionen mit anschließenden Reportergen-

analysen durchgeführt. Dabei sollte der Einfluss von Bakterienpräparatio-

nen auf ein NFκB reguliertes Reportergen untersucht werden. 

Die verwendete Methode gehört zu den chemischen Verfahren zur Trans-

fektion von Zellen, die auf dem Prinzip der Lipofektion beruhen. Dabei 

werden kleine unilamellare Vesikel aus kationischen Lipiden wie z. Bsp. 

Dioleyloxypropyl-3-trimethylammoniumbromid (DOTMA) und Helferlipiden, 

wie Cholesterol oder Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE) verwendet. 

Die DNA wird nicht in die Liposomen eingeschlossen, sondern ionisch an 

deren Oberfläche gebunden. Die DNA-Liposomen-Komplexe binden 



Methoden 

 
50 
 

 

wahrscheinlich an negativ geladene Sialinsäurereste auf der Zelloberflä-

che und werden dann, vermutlich durch adsorptive Endocytose, in die   

Zelle aufgenommen. Der genaue Aufnahmemechanismus ist allerdings 

noch nicht geklärt. Ebenso ungeklärt ist der Weg auf dem die aufgenom-

mene DNA schließlich aus den Endosomen in den Zellkern gelangt. 

 
 
3.5.1 Transfektion mit PrimeFect™ II  

 
Durchführung in 24-well-Platten: 

Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in je 500µl Kulturmedium 

pro Vertiefung ausgesät, so dass nach einem Tag eine Konfluenz von 30-

50% erreicht werden konnte. 

Zunächst wurden 2,5µg DNA (2,25µg NFκB-Reporter + 0,25µg pRL-CMV-

Luc) mit 225µl Primefect Diluent gemischt (nicht vortexen!) und 5 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Parallel wurden 45µl Primefect mit 180µl 

Primefect Diluent gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden DNA-Verdünnung und Primefect-Verdünnung ge-

mischt, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 5ml KGM Komplett-

medium zugegeben 

Für die Transfektion wurde das Medium abgenommen, gegebenenfalls mit 

HBSS gewaschen und je 0,2ml der DNA/ Primefect™/Medium -Mischung 

zu den Zellen gegeben. Nach 4h fand ein Mediumwechsel mit 500µl KGM 

komplett statt. Nach 24h Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel auf KGM 

Basismedium + 1,7mM CaCl2. Nach weiteren 24h erfolgte die Behandlung 

der Zellen entsprechend dem jeweiligen Versuchsaufbau. Zur Beendigung 

des Versuchs wurden die Zellen in PLB-Puffer (Promega) lysiert und ge-

gebenenfalls bei -20°C eingefroren. Die Analyse erfolgte mittels des Dual-

Luciferase-Reporterassays (Promega). 
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3.6 Dual-Luciferase®-Reporter Assay 
 

Reportersysteme sind eine gebräuchliche Methode zur Analyse von       

eukaryontischer Genexpression. In der Doktorarbeit wurde das Dual-

Luciferase®-Reporter Assay – System von Promega eingesetzt. Das    

Reportersystem verwendet neben der Firefly- (Photinus pyralis) Luci-

ferase (experimenteller Reportervektor) auch einen Koreporter, nämlich 

ein Plasmid, das konstitutiv Renilla reniformis-Luciferase exprimiert.     

Dieser Koreporter sollte im Idealfall als Maß für die Transfektionseffizienz 

dienen und behandlungsunabhängig exprimiert werden. Das System er-

möglicht wegen der evolutionär unabhängigen Herkunft der Luciferasen 

und der damit unterschiedlichen Substrate die sequentielle Messung    

beider Luciferasen im selben Lysat. 

 

Durchführung in 24-well-Platten: 

Die Zellen wurden mit 500µl PBS gewaschen und 100µl 1 x PLB zu den 

Zellen gegeben. Anschließend wurden die Zellen ca. 15 Minuten oder ge-

gebenenfalls länger (abhängig von Zelltyp und Konfluenz) unter leichtem 

Schütteln bei Raumtemperatur lysiert (passive Lyse). Das Lysat wurde 

entweder direkt zur Messung eingesetzt, bis zur Messung auf Eis gelagert 

oder bei –20 °C für 3-4 Wochen bzw. bei –70 °C für Langzeitlagerung ein-

gefroren. 

Die Messung der Lumineszenz erfolgte am Tristar-Luminometer (Bert-

hold). Dazu wurden je 10µl Lysat (Triplikate) pro Vertiefung einer weißen 

96-well Platte gegeben. Zunächst wurden 50µl LAR II (firefly Luciferase) 

und anschließend 50µl S&G (renilla Luciferase) zugegeben. Die Messzeit 

betrug jeweils 10 Sekunden. Für die Auswertung wurde der Quotient aus 

Firefly-/Renilla–Luciferase gebildet und die Werte aus Mehrfach-

bestimmungen jeweils gemittelt. 
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3.7 Proteinbestimmung nach Bradford 
 

Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976) beruht auf der  

differentiellen Farbänderung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue       

G-250 in Gegenwart verschiedener Proteinkonzentrationen. In saurer       

Lösung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs bei Bin-

dung an Proteine von 465nm auf 595nm. Der Extinktionskoffizient des 

Farbstoff-Protein-Komplexes ist dabei über einen 10-fachen Konzen-

trationsbereich konstant. Bei Erweiterung der Konzentrationsspanne ergibt 

der Assay ein reproduzierbares aber nichtlineares Signal. Die Protein-

bestimmung ist einfach und schnell durchzuführen sowie relativ un-

empfindlich gegen Störungen. Jedoch zeigt der Assay signifikante Unter-

schiede zwischen individuellen Proteinen.  

Durchführung in einer 96-well Platte 

Zunächst wurde das Reagenz (BioRad) 1:5 mit bidest. Wasser verdünnt. 

Proben und Standards wurden in Dreifachbestimmung analysiert. Dazu 

wurden in einer durchsichtigen 96-well-Platte mit planem Boden je 5µl der 

verdünnten Proben bzw. Proteinstandards mit 200µl des verdünnten Farb-

Reagenz versetzt und gut gemischt. Die Absorption bei 595 nm wurde 

nach 5 Minuten bestimmt. 

Die Proteinstandards wurden nach folgendem Schema hergestellt        

(Annahme Proben 1:10 verdünnt eingesetzt).  

 

Gesamtprotein 

 [µg/ml] 

µl BSA 

5mg/ml H20 

µl Bidest. 

Wasser 

µl Lyse-Puffer* 

 

Nullwert 0 900 100 

50 10 890 100 

100 20 880 100 

150 30 870 100 

200 40 860 100 

250 50 850 100 

300 60 840 100 

400 80 820 100 
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3.8 Western Blot 

 
3.8.1 Herstellung von Gesamtzell-Lysaten 
 

Zur Herstellung von Gesamtzell-Lysaten wurden Zellpellets, die durch 

Trypsinieren oder Abkratzen aller Zellen jeweils einer T75 Flasche ge-

wonnen wurden, verwendet. Für die Herstellung von Gesamtzell-Lysaten 

wurden sowohl frische, als auch bei -20°C eingefrorene Zellpellets ver-

wendet. Die Zellpellets wurden in 200-300µl Lysepuffer resuspendiert und 

30min untergelegentlichem Vortexen auf Eis inkubiert. Anschließend wur-

den unlösliche Zellbestandteile durch Zentrifugieren für 10min bei 

13000rpm und 4°C (Eppendorf-Zentrifuge) abgetrennt. Der Überstand 

wurde in ein frisches 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C oder   

-80°C gelagert. 

 

Zusammensetzung des Lysepuffers:  

Substanz/Lösung Konzentration  Volumen für 10 ml 

NaF 20mM 400µl   

Na4P2O7x10H2O 1mM 100µl 

Na3VO4 1mM 100µl 

EDTA  5mM 100µl 

Triton X100 0,5% 50µl 

* PMSF 0,1M  10µl 

* Pepstatin A 10mM 68,4µl 

* Leupeptin 10mM 23,4µl 

* Aprotinin 10µg/ml 25,0µl 

PBS  ad 10ml 
 

Der Lysepuffer kann bei -20°C eingefroren werden, die Proteaseinhibito-

ren (Pepstatin, Leupeptin, Aprotinin und PMSF) dürfen jedoch erst kurz 

vor Gebrauch zugesetzt werden. 
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3.8.2 Diskontinuierliche SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese  
(SDS-PAGE) 

 
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine analyti-

sche  Methode zur Trennung von Proteinen unter denaturierenden Bedin-

gungen. Im elektrischen Feld zweier Elektroden bewegen sich Proteine 

durch ein Polyacrylamidgel. Ihre Wanderungsgeschwindigkeit hängt dabei 

von ihrer Größe, ihrer Form und ihrer Ladung ab. SDS lagert sich an Pro-

teine in stöchiometrischem Verhältnis an. Dadurch erhalten die Proteine 

eine einheitliche, weitgehend entfaltete Form und eine zu ihrer Größe pro-

portionale negative Ladung. 

Die hier durchgeführte sogenannte diskontinuierliche SDS-PAGE ist eine 

Weiterentwicklung der SDS-PAGE: Im Sammelgel mit niedrigerem pH-

Wert kommt es während der Elektrophorese zu einer Ladungsträgerver-

armung (pH 6,8: isoelektrischer Punkt des Glycins), so dass die Proteine 

einem starken elektrischem Feld ausgesetzt sind und somit beschleunigt 

werden. Bei Erreichen des Trenngels (pH 8,9) liegt Glycin wieder geladen 

vor, die Ladungsträgerverarmung hört abrupt auf und vorausgeeilte Pro-

teine werden gebremst. Durch diese Anordnung von Sammel- und Trenn-

gel kommt es zur Fokussierung der Proteine in einer schmalen Bande. Im 

weiteren Verlauf werden die Proteine im Trenngel entsprechend ihrer   

molaren Masse aufgetrennt. 

 

Durchführung: 

Es wurden, abhängig von der Größe des zu detektierenden Proteins 10 

bis 15%-ige Gele verwendet (Lämmli et al., 1970). Die Proben wurden mit 

Lämmli-Probenpuffer versetzt und 5min auf 95°C erhitzt. Anschließend 

wurde von jeder Probe das Volumen, das einem Proteingehalt von 30µg 

entspricht auf das Gel aufgetragen. Für die Größenzuordnung wurde    

jeweils ein Proteinmarker (RainbowMarker; Amersham) mitgeführt. Die 

elektrophoretische Trennung erfolgte für 30min bei 100Volt und an-

schließend bei 150-200Volt bis die Bromphenolblau-Lauffront das untere 

Ende des Gels errreicht hatte. 
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3.8.3 Transfer auf PVDF-Membranen  

 
Nach dem Auftrennen der Proteine in der SDS-PAGE werden die Proteine 

durch elektrischen Strom vom Gel auf eine Polyvinyldifluorid (PVDF)-

Membran übertragen, auf der sie durch elektrostatische und hydrophobe 

Wechselwirkungen fixiert werden. Auf dieser Membran kann anschließend 

die Detektion des interessierenden Proteins durch spezifische Antikörper 

erfolgen. 

 

Durchführung: 

Der Transfer wurde als „Wet-Blot“ in einem Puffertank (BioRad) oder als 

„SemiDry“-Methode (BioRad) entsprechend den Herstellerangaben durch-

geführt. Es konnte jeweils der gleiche Transferpuffer eingesetzt werden. 

Vor dem Blotten wurde die PVDF-Membran durch kurzes Schwenken in 

Methanol aktiviert werden um eine Benetzbarkeit der Membran mit Was-

ser zu erreichen. Beim „Wet-Blot“ erfolgte der Transfer für 3h bei 400mA, 

bei der „SemiDry“-Methode lagen pro Gel ca. 150mA für 1h an. 

 
1 x Transferpuffer: 

Tris-Base 25mM 3g 

Glycin 192mM 14,4g 

SDS  0,04% 0,74g 

Methanol 20% v/v 400ml 

bidestilliertes Wasser  ad 2000ml 

 
 
3.8.4 Immundetektion  

Die Detektion der Proteine auf der PVDF-Membran erfolgte mit Hilfe eines 

alkalische Phosphatase spezifischen Chemolumineszenzsystems. Spezi-

fisch durch einen Primärantikörper markierte Proteine werden von einem 

mit alkalischer Phosphatase konjugiertem Sekundärantikörper erkannt. 

Das Enzym alkalische Phosphatase dephosphoryliert CDP-Star, ein spe-

zielles 1,2-Dioxethan-Chemolumineszenz-substrat.  

Es entsteht ein metastabiles Zwischenprodukt, welches unter Emission 

eines Lichtquants zerfällt. Dieses Signal  wird auf einem lichtempfindlichen 
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Film oder mit Hilfe einer CCD-Kamera detektiert. Die CDP-Star-

Chemolumineszenz kann bei ausreichender Substratkonzentration über 

einen Zeitraum von mehreren Stunden beobachtet werden. Das Signal 

entwickelt sich erst allmählich. Um ein maximales Signal zu erhalten sollte 

die Membran etwa eine Stunde mit der CDP-Star-Lösung inkubiert       

werden, bevor die Auswertung erfolgt. 

 
Durchführung: (Alle Inkubations- und Waschschritte wurden unter leichtem 

Schwenken (Schüttler) in mindestens 10ml Lösung oder in 50ml Röhrchen 

auf einem Taumelmischer in 5ml Lösung durchgeführt) 

 

Die Membran wurde nach dem Proteintransfer kurz in PBS gewaschen 

und konnte gegebenenfalls getrocknet werden, falls die Detektion erst zu 

einem späteren Zeitpunkt möglich war. Dazu musste die getrocknete 

Membran erneut in Methanol und dann in PBS äquilibriert werden. Zum 

Absättigen potentieller Proteinbindungsstellenstellen, also zur Vermin-

derung von unspezifischer Bindung der Antikörper an die Membran wurde 

diese mindestens 1h bei RT  in Blockierungspuffer inkubiert. Anschließend 

wurde der 1. Antikörper in Blockpuffer verdünnt und auf die Membran ge-

geben. Die Inkubation mit dem 1.Ak erfolgte über Nacht bei 4°C. Am 

nächsten Tag wurde die Membran 3 x 5min in PBST gewaschen und an-

schließend für mindestens 1h bei RT mit dem 2.Antikörper (Verdünnung 

ebenfalls in Blockpuffer versetzt. Nach gründlichem Waschen (mindestens 

3 x 5min) wurde die Membran in Detektionspuffer äquilibriert und an-

schließend mit ca. 500µl Substrat (CDP-Star: 1:200 in Detektionspuffer) in 

Folie eingeschweißt. Die eingeschweißte Membran wurde in der Dunkel-

kammer unter Rotlicht auf einen Röntgenfilm aufgelegt und beides in einer 

lichtdichten Kassette entsprechend der gewünschten Belichtungszeit auf-

bewahrt. Für die Entwicklung des Röntgenfilms wurde dieser in 250ml 

Entwicklerlösung (50ml Entwickler in 200ml H2O) inkubiert, bis die Banden 

gut sichtbar waren. Der Film wurde kurz in H2O gewaschen und dann für 

ca. 5min in 250ml Fixierlösung (50ml Fixierer in 200ml H2O) inkubiert. An-

schließend wurde der Film für mindestens 30min in H2O gewaschen und 

anschließend getrocknet. 
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PBST:    1 Liter 1 x PBS + 0,5ml Tween 20 (0,05%)  

 

Blockierungspuffer: 1 l PBST + 50g Milchpulver ( 5%)  

          oder  50g Albumin (5%)  

                 +0,2g Na-Azid (0,02%)   

                                                           

Die Primärantikörper wurden entsprechend den Herstellerangaben 

1:1000 in Blockierungspuffer verdünnt eingesetzt. 

Die Sekundärantikörper wurden entsprechend den Herstellerangaben 

1:10000 oder 1:3000 in Blockierungspuffer verdünnt eingesetzt. 

 

10 x Detektions-Puffer; pH 9,5:  

Tris-Base 2M 12,1g 

* MgCl2x6H2O 100mM 10,2g 

bidestilliertes Wasser  ad 500ml 
 

* Es wurde zunächst Tris-Base zum Wasser gegeben und der pH-Wert auf 

9,5 eingestellt, erst danach wurde MgCl2x6H2O zugegeben. 

 
 
3.8.5 Quantifizierung der Chemolumineszenzsignale 
 

Die Quantifizierung der Chemolumineszenzsignale kann mit Hilfe des 

Software-Programms Scion Image durchgeführt werden. Mit diesem Pro-

gramm ist es möglich, über die in einem definierten Bildbereich aufge-

nommenen Grauwerte zu integrieren. 

 

Um jede zu quantifizierende Bande wurde ein Kästchen gelegt und die 

Gesamtgraustufensumme (in relativen OD-Einheiten) bestimmt. Zur Be-

rücksichtigung eventueller Hintergrundlumineszenz wurde über jeder Ban-

de ein Kästchen identischer Größe auf dessen Gesamtgraustufensumme 

untersucht.  



Methoden 

 
58 
 

 

Die hintergrundbereinigten Gesamtgraustufensummen (Bandenstärke) 

jeder Bande ergaben sich aus der Differenz der Graustufensummen von 

spezifischer Bande und Hintergrund. 

 
Bandenstärke = ODBande - ODHintergrund 

 
 Dies ermöglicht einen Vergleich der relativen Bandenstärken innerhalb 

eines Blots. 

 
3.9 ELISA 
 

Im ELISA (Enzym Linked Immuno Sorbent Assay) werden Peptide oder 

Proteine mittels enzymgekoppelter Immunreaktionen nachgewiesen. Die 

Analyse erfolgte im 96-well-Format an sogenannten Maxi-Sorp-Platten 

(NuncTM) die eine sehr gute Bindungsfähigkeit für Peptide oder Proteine 

aufweisen. Dabei wurden die Proben zunächst über Nacht inkubiert, um 

die Proteine an die Plastikoberfläche zu adsorbieren, anschließend erfolg-

te die Markierung des Antigens mittels spezifischem Primärantikörper, bio-

tinyliertem Sekundärantikörper, sowie Streptavidin-alkalische Phosphatase 

Konjugat. Die Detektion erfolgte durch Absorptionsmessung bei 405nm 

nach enzymatischer Dephosphorylierung von p-Nitrophenolphosphat. 

 
 
Durchführung:  
 
Eine 96-Well Platte (NuncTM Brand Products, MaxiSorbTM Surface)   

wurde mit je 100µl der Probe oder des Peptid-Standards beladen und über 

Nacht bei 4°C inkubiert. Zum Waschen wurden die Vertiefungen jeweils 3x 

mit je 200µl Waschpuffer gefüllt, ausgeleert und die restliche Flüssigkeit 

durch gründliches Ausklopfen auf saugfähigem Papier entfernt. Nach je-

dem der folgenden Inkubationsschritte wurde ein entsprechender Wasch-

schritt durchgeführt. Es wurden in jede Vertiefung 200µl Blockierungspuf-

fer gegeben und die Platte für 1h bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte 

die Markierung des Antigens durch Inkubation mit 100µl des Primäranti-

körpers für 1h bei RT, gefolgt  von einer Inkubation für 1h bei RT mit 100µl 

des biotinylierten Sekundärantikörpers. 100µl des Streptavidin-AP-Kon-

jugats wurden zugegeben und 1h bei RT inkubiert. Die enzymatische 

Dephosphorylierung des anschließend zugegebenen Nitrophenolphosphat 
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Chromogens (100µl) wurde schließlich durch Messung der Absorption bei 

405nm am Tristar Luminometer (Berthold) detektiert. 

Für die Quantifizierung von HBD-3 wurde eine Standardreihe in bidest. 

Wasser wie folgt erstellt (für Duplikate; 0-100ng/ml): Die Standardlösung 

(100ng/µl) wurde hierfür zunächst 1:10 auf 10ng/µl verdünnt. 

 

 
Der Primärantikörper wurde 1:500,  der Sekundärantikörper (goat–anti 

rabbit-biotinyliert; DAKO) wurde 1:1500 in Ak-Puffer verdünnt. Das      

Konjugat (Streptavidin-AP; Roche) wurde 1:1000  in Ak-Puffer verdünnt. 

Das Chromogen (p-Nitrophenolphosphat wurde durch Lösen einer     

Tablette in 15ml Detektionspuffer hergestellt.  

Waschpuffer:    0,05% Tween 20 (1l 1xPBS + 0,5ml Tween 20)     

Blockierungspuffer:  2% BSA in PBS (2g BSA in 100ml)  

Ak-Puffer:                                  0,5% BSA  in Waschpuffer (0,5g BSA in 100ml)  
 
Detektionspuffer:                  3,75g Glycin, 0,1g MgCl2.6H20, 0,068g ZnCl2  

                                            in 500 ml H2O pH:10,4  

 
3.10 antimikrobieller Test  
 

Die Fähigkeit von Substanzen das Wachstum von Bakterien zu inhibieren 

wird mittels antimikrobieller Tests untersucht. Benutzt wurde ein soge-

nannter CFU-(colony forming unit) Assay, in welchem die Zahl der Bakte-

rien bestimmt wird, die nach Inkubation mit dem zu testenden Agenz in der 

Lage sind auf Agarplatten als Kolonie anzuwachsen. Getestet wurde die 

antimikrobielle Aktivität von Lysaten primärer humaner Keratinozyten, die 

zuvor mit bakteriellen Präparationen stimuliert wurden. 
 
 

1:2          1:1,34      1:1,5        1:2           1:34  1:1,5         1:2          1:2,5

O:    330µl        152µl         197,5µl     275µl         114µl 120µl        145µl       136µl   
Summe:    660µl        600µl        592,5µl      550µl        450µl         360µl        290µl      210µl

]:       40           30              20              10        7,5           5               2,5             1

:    330µl        448µl         395µl        275µl         336µl 240µl        145µl         84µl

1:2          1:1,34      1:1,5        1:2           1:34  1:1,5         1:2          1:2,5

O:    330µl        152µl         197,5µl     275µl         114µl 120µl        145µl       136µl   
Summe:    660µl        600µl        592,5µl      550µl        450µl         360µl        290µl      210µl

]:       40           30              20              10        7,5           5               2,5             1

:    330µl        448µl         395µl        275µl         336µl 240µl        145µl         84µl

1:2          1:1,34      1:1,5        1:2           1:34  1:1,5         1:2          1:2,5

O:    330µl        152µl         197,5µl     275µl         114µl 120µl        145µl       136µl   
Summe:    660µl        600µl        592,5µl      550µl        450µl         360µl        290µl      210µl

]:       40           30              20              10        7,5           5               2,5             1

:    330µl        448µl         395µl        275µl         336µl 240µl        145µl         84µl

1:100      1:1,25      1:2

H2O:    673,5µl     110µl
Summe:    650µl        550µl

Konz.[ng/ml]:       100           80

Zu überführen:    6,5µl         440µl

1:100      1:1,25      1:2

H2O:    673,5µl     110µl
Summe:    650µl        550µl

Konz.[ng/ml]:       100           80

Zu überführen:    6,5µl         440µl

1:100      1:1,25      1:2

H2O:    673,5µl     110µl
Summe:    650µl        550µl

Konz.[ng/ml]:       100           80

Zu überführen:    6,5µl         440µl
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Durchführung: 

Primäre humane Keratinozyten wurden mit BCM von S. epidermidis und 

S. aureus über 24h stimuliert. Die Zellen einer T75 Flasche wurden durch 

Abkratzen geerntet und mittels hypotoner Lyse in eiskaltem 1:10 ver-

dünnten PBS mit Proteaseinhibitoren (complete Mini; Roche) unter       

gelegentlichem Vortexen und unter Ultraschalleinwirkung bei 4°C lysiert. 

Nach Zentrifugation 10min bei 13000rpm wurde der Überstand in eine 

neues Eppendorf-Gefäß überführt, dessen Proteinkonzentration bestimmt 

und entweder wurde der Test direkt durchgeführt oder die Proben zu-

nächst bei -20°C eingefroren. 

 

Am Vortag des CFU-Assays wurde je eine über Nacht Kultur von S. epi-

dermidis und S. aureus in LB-Medium angeimpft und diese ca. 16h bei 

37°C im Bakterienschüttler inkubiert. Ca. 2h vor dem Test wurden die Bak-

terien im Verhältnis 1:100 in ein neues 5ml LB-Röhrchen überimpft, so-

dass sich die Bakterien zum Zeitpunkt des Tests in der logarithmischen 

Wachstumsphase (OD600: 0,2-0,8 befanden). 

 

In 100µl 1:10 verdünntem PBS wurden 1x10^5 Bakterien und ein Lysatvo-

lumen, dessen Proteingehalt  20mg entsprach gemischt und für 2h bei 

37°C unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde die Suspen-

sion verdünnt und auf Blut-Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation bei 

37°C über Nacht wurde die Zahl der gewachsenen Bakterienkolonien 

ausgezählt 

 

 

3.11  Propidiumjodid-Färbung 
 

Propidiumjodid (PI) ist ein Farbstoff der nach Bindung an die DNA ver-

stärkte Fluoreszenz zeigt, dabei jedoch nicht  durch die Zellmembran in-

takter Zellen hindurchtreten kann. Daher werden nur tote oder geschädig-

te Zellen angefärbt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt im 

Durchflußzytometer. 
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Durchführung: 

Behandelte Zellen einer Vertiefung einer 6-well-Platte wurden abtrypsi-

niert. Die Zellen im Überstand wurden ebenfalls mittels Zentrifugation ge-

sammelt und mit den abtrypsinierten Zellen vereinigt. Die Zellen wurden 

einmal mit PBS gewaschen und anschließend 30min auf Eis mit 500µl 

10µg/ml Propidiumjodid/PBS-Lösung inkubiert, erneut gewaschen und im 

Durchflusszytometer  (LSRII, BD Biosciences) analysiert. 

Excitation: 488 nm,  Emission: 575 nm;  

 

3.12 Tierversuch: epikutane Besiedlung der Haut mit S. aureus 
 

Zur Bestätigung der Zellkulturversuche wurde ein Tiermodell zur epikuta-

nen Besiedlung der Haut mit Bakterien etabliert. Die Versuche wurden 

sowohl auf unbehandelter Haut mit intakter Barrierefunktion als auch auf 

leicht und stark verwundeter Haut durchgeführt. Die Versuche fanden im 

IVF-Bereich des Tierstalls der Tübinger HNO-Klinik in enger Zusammen-

arbeit mit Dr. Erwin Bohn und Yuliya Skabytska statt (HT2/10). 
 

Durchführung: 

Circa 8 Wochen alte C57/Bl6 Mäuse wurden mit Ketanest 100mg/kg und 

Rompun 5mg/kg für die Behandlung anästhesiert. Während der Be-

täubung wurde zunächst der Rücken der Mäuse rasiert. Durch mehrmali-

ges Aufbringen und Abziehen eines Pflasters (Fixomull stretch), dem so-

genannten Tapestripping  wurde die Haut einiger Mäuse leicht verwundet.  

Es wurde mildes (3x) und starkes (7x) Tapestripping durchgeführt. S. au-

reus SA113-Bakterien sowie weitere S. aureus Stämme wurden in einer 

Bakterienzahl von 1x107 in 15 µl PBS auf je ein Filterpapierplättchen mit 

7mm Durchmesser aufgebracht. Pro Maus wurden mittels eines Epi-

kutantestpflasters (Finn Chambers on Scanpor) zwei Filterplättchen an 

beiden Seiten des Mausrückens appliziert und dieses schließlich mittels 

eines 2cm breiten Pflasters (Fixomull stretch) fixiert. 24h nach der         

Behandlung wurden die Filter aller Behandlungsgruppen entfernt, die be-

handelten Hautstellen farblich markiert und die Mäuse wurden einzeln in 

Käfige gesetzt. Die Untersuchungen erfolgten zu den im Ergebnisteil an-

gegebenen Zeitpunkten. 
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Zur Probengewinnung wurden die Mäuse mittels CO2 getötet. Die be-

handelten Hautstückchen wurden herausgeschnitten. Von jeder Maus 

wurden zwei Proben (links und rechts) gewonnen. Die Hälfte eines Haut-

stückes wurde für die spätere RNA-Isolierung sofort in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80°C gelagert. Die Hälfte des anderen Hautstückes 

wurde in TissueTek für Gefrierschnitte eingefroren. Die andere Hälfte je-

des Hautstückes wurde für die Bestimmung der Bakterienzahl aufgearbei-

tet. Dazu wurde das Gewebe zunächst in 1ml PBS gewaschen um ober-

flächlich anhaftende Bakterien getrennt zu erfassen. Danach wurde das 

Hautstück in 1ml PBS mittels eines Skalpells gründlich abgeschabt. 

Die durch Waschen bzw. Abschaben erhaltenen Bakteriensuspensionen 

wurden in unterschiedlichen Verdünnungen auf LB-Agarplatten ausplattiert 

und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch Aus-

zählen der gewachsenen Bakterienkolonien (colony forming units: CFU). 
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4 Ergebnisse 
 
Ziel der Arbeit ist es, Unterschiede in den Wechselwirkungen zwischen der 

Haut des Menschen und kommensalen und pathogenen Staphylokokken 

zu finden, welche die differentielle Besiedlung der Haut erklären. Dazu 

werden humane primäre Keratinozyten in Kultur genommen und Präpara-

tionen von S. epidermidis und S. aureus ausgesetzt. In der Arbeit kommen 

dabei hauptsächlich die Stämme S. epidermidis SE1457 und S. aureus 

SA113 bzw. dessen Protein A defiziente Variante SA113 dSpa zum Ein-

satz. Nach Ausschluß von toxischen Effekten durch die Behandlung soll 

der Einfluß der Bakterien auf die Expression antimikrobieller Pepti-

de/Proteine untersucht werden. Weiterführend können dann die involvier-

ten Signalwege im Western-Blot oder durch Blockierungsexperimente mit 

Rezeptorantikörpern sowie mittels chemischer Inhibition bestimmter Sig-

nalwege untersucht werden. Durch Untersuchungen von Wechselwirkun-

gen weiterer kommensaler und pathogener Bakterienstämme mit primären 

humanen Keratinozyten soll geklärt werden, ob die Ergebnisse allgemein-

gültig sind. Schließlich soll ein in vivo Maus-Modell etabliert werden, mit 

dessen Hilfe die epikutane Besiedlung der Haut mit Staphylokokken näher 

untersucht werden kann. 

 
4.1 Differenzierung von primären humanen Keratinozyten 
 

In der Epidermis findet ausgehend vom Stratum basale eine Differenzie-

rung der Keratinozyten statt (siehe 1.2.). Die äußersten Zellagen der Epi-

dermis, die auch in direktem Kontakt mit Bakterien kommen können, wei-

sen dabei den höchsten Differenzierungsgrad auf, während weniger 

differenzierte Keratinozyten weiter innen liegen und vermutlich nur Kontakt 

mit sezernierten Faktoren der Bakterien haben. Es soll in späteren Versu-

chen untersucht werden, welche Unterschiede in der Expression und    

Induktion von AMPs zwischen verschieden differenzierten Keratinozyten 

bestehen, daher sollte zunächst getestet werden, mit welchen Mitteln eine 

unterschiedliche Differenzierung erreicht werden kann. Primäre humane 

Keratinozyten, die aus Vorhäuten gewonnen wurden, können durch Er-

höhung der Ca2+-Konzentration im Kulturmedium von 0,15mM auf 1,7mM 

CaCl2 in ein Stadium gebracht werden, das einem höheren Diff-
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erenzierungsgrad entspricht. Dabei verändern sich die Zellen sowohl mor-

phologisch als auch in ihrem Expressionsmuster. Abb. 2 A-D zeigt die 

morphologischen Veränderungen der Zellen. Bei der Differenzierung 

nimmt die Größe der Zellen ab. Gleichzeitig nimmt die Adhäsion der Zellen 

untereinander stark zu. Es kommt zur Bildung von Zellclustern. Abb. 2E 

zeigt die relative Zunahme des RNA-Gehalts an Involucrin, einem Gen 

welches in differenzierten Keratinozyten vermehrt exprimiert wird. Durch 

Kultivierung in Medium, welches 1,7mM CaCl2 enthält, lassen sich primäre 

humane Keratinozyten also erfolgreich differenzieren. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Differenzierung von humanen primären Keratinozyten 
Primäre humane Keratinozyten wurden 48h mit 1,7mM CaCl2 behandelt und an-
schließend  wurden A-D lichtmikroskopische Aufanhmen gemacht und E die rela-
tive RNA Expression von Involucrin bestimmt. A, B zeigt die Morphologie undiffe-
renzierter Zellen; C, D zeigt die Morphologie differenzierter Zellen. A,C Objektiv 
10,4; B,D Objektiv 40 
E: Expressionsunterschiede wurden mittels Real-time PCR bestimmt. Als Be-
zugspunkt wurde die Expression der nicht differenzierten humanen primären Ke-
ratinozyten (0,15mM CaCl2) verwendet und gleich 1 gesetzt 
 
 
4.2 Bestimmung der Toxizität verschiedener 

Bakterienpräparationen 

 

Primäre humane Keratinozyten oder HaCaT-Zellen wurden durch           

Dr. Heiko Steffen für 24h mit 1,7mM CaCl2 differenziert und anschließend 

für weitere 24h mit lebendigen S. epidermidis oder S. aureus Bakterien 

(0,25x106/ml) oder bakteriell konditionierten Medium (BCM) beider  

A

B

C

D
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B
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Staphylokokkenspezies inkubiert. Der Anteil geschädigter Zellen wurde 

mittels Propidiumjodidfärbung und anschließender durchflusszyto-

metrischer Analyse ermittelt (Abb. 3). Dabei lag der Anteil der gesunden 

Zellen nach Inkubation mit lebendigen Bakterien oder BCM über 90%. Das 

Behandlungsschema kann daher für weitere Versuche verwendet werden.  

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3: Zusammenfassung der durchflußzytometrischer Analyse einer    
Propidiumjodid Färbung für geschädigte Zellen nach 24h Differenzierung 
mit 1,7mM CaCl2 und 24h Inkubation mit verschiedenen Bakterienpräparati-
onen. Gezeigt wird der Anteil der geschädigten Zellen an der Gesamtzellpopula-
tion von HaCaT-Zellen oder differenzierten humanen primären Keratinozyten 
(prK) nach Behandlung mit lebendigen S. aureus SA113 dSpa oder                    
S. epidermidis SE1457 Bakterien bzw. deren BCM. 
 
 
4.3 Induktion antimikrobieller Peptide 

 
4.3.1 Zeitverlauf der Induktion antimikrobieller Peptide 
 

Es sollte zunächst die Abhängigkeit der Induktion der RNA Expression 

verschiedener antimikrobieller Peptide (AMPs) von der Zeit untersucht 

werden. Dafür wurden humane primäre Keratinozyten für 24h mit 1,7mM 

CaCl2 differenziert und anschließend bis zu 24h mit lebendigen S. epider-

midis oder S. aureus Bakterien inkubiert. Die RNA Expression von HBD-1, 

HBD-2, HBD-3 und RNase7 wurde zum jeweilgen Zeitpunkt mittels Real-

time PCR analysiert. Bereits nach 18h wurde eine Zunahme der RNA   

Expression von HBD-2, HBD-3 und RNase7 registriert, welche sich im  

Beobachtungszeitraum von 24h weiter verstärkte. Während die HBD-2 
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RNA Expression sowohl von S. epidermidis als auch von S. aureus Bakte-

rien induziert wurde, zeigten HBD-3 und RNase7 eine differentielle Ex-

pression. So löste S. aureus eine starke Erhöhung des HBD-3 und RNa-

se7 RNA Gehalts der Keratinozyten aus, während nach Inkubation mit S. 

epidermidis nur eine schwache Induktion zu verzeichnen war. Die Expres-

sion von HBD-1 wurde von beiden Staphylokokkenspezies nicht beein-

flusst (Abb. 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Zeitverlauf der RNA-Expression der angegebenen AMPs 
Die Abhängigkeit der RNA Expression von HBD-1, HBD-2, HBD-3 und RNase7 in 
differenzierten primären humanen Keratinozyten von der Zeit bei Inkubation mit 
lebendigen A: SE1457 B: SA113 dSpa. Unterschiede wurden mittels Real-time 
PCR ermittelt. Unbehandelte humane primäre Keratinozyten des jeweilgen Zeit-
punktes wurden als Bezugspunkt gewählt und gleich1 gesetzt. 
 
 
4.3.2 Abhängigkeit der Induktion antimikrobieller Peptide von 

verschiedenen bakteriellen Komponenten 

Um zu untersuchen, ob Komponenten der bakteriellen Zellhülle oder se-

zernierte Faktoren der Bakterien für die Induktion antimikrobieller Peptide 

verantwortlich sind, wurden lebendige und hitzeinaktivierte Bakterien so-

wie bakteriell konditioniertes Medium (BCM) für 24h mit differenzierten 

humanen primären Keratinozyten koinkubiert. Während lebendige Bak-

terien, insbesondere des S. aureus Stamms SA113 dSpa, den RNA Ge-

halt der Keratinozyten an HBD-2, HBD-3 und RNase7 erhöhten (Abb 5A), 

zeigte das bakteriell konditionierte Medium (BCM) keine Wirkung auf die 

HBD-2 Expression. Hingegen wurde die Expression von HBD-3 und   

RNase7 vom S. aureus BCM deutlich induziert (Abb 5B). Somit ist für die 

Induktion von HBD-2 ein direkter Bakterienkontakt notwendig, während für 

die Induktion von HBD-3 und RNase7 die Einwirkung löslicher Faktoren 

A BA B
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aus dem BCM bereits ausreichend ist. Lebendige Bakterien und BCM 

führten zu differentiellen Expressionsänderungen von HBD-3 und RNase7. 

Die Behandlung mit S. epidermis führte dabei nur zu geringer, die         

Behandlung mit S. aureus hingegen zu einer starken Expression beider 

Gene. 

Hitzeinaktivierte Bakterien hatten keinerlei Einfluss auf die RNA Kon-

zentrationen der getesteten antimikrobiellen Peptide (Abb. 5C). Der      

negative Ausgang der Behandlung mit hitzeinaktivierten Bakterien könnte 

einerseits dafür sprechen, dass der Bakterienkontakt allein für eine Induk-

tion der AMP nicht ausreicht, andererseits könnte es durch die Hitzeinakti-

vierung auch zu einer Veränderung der bakteriellen Oberflächenmoleküle 

gekommen sein, so dass eine Aktivierung der Keratinozyten nicht mehr 

möglich war.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Abhängigkeit der RNA-Expression der angegebenen AMPs von ver-
schiedenen bakteriellen Komponenten. Differenzierte humane primäre Kerati-
nozyten wurden 24h mit S. epidermidis SE1457 oder S. aureus SA113 dSpa 
Präparationen behandelt. A lebendige Bakterien; B BCM, C hitzeinaktivierte Bak-
terien: Unterschiede wurden mittels Real-time PCR ermittelt. Unbehandelte hu-
mane primäre Keratinozyten wurden als Bezugspunkt gewählt und gleich 1 ge-
setzt. 
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4.3.3 Abhängigkeit der Induktion antimikrobieller Peptide vom 

Differenzierungsgsgrad der Keratinozyten 

Zunächst wurde der Einfluss der Ca2+-Differenzierung auf die Basal-

expression antimikrobieller Peptide untersucht. Dabei zeigte sich nach 48h 

Behandlungszeit mit 1,7mM CaCl2 eine um etwa 10-fach verstärkte RNA 

Expression von HBD-1 und HBD-2, während für HBD-3 und RNase7 nur 

eine schwache Induktion nachweisbar war (Abb. 6A). 

Des Weiteren wurde der Einfluss des Differenzierungsgrades der Kerati-

nozyten auf die bakterieninduzierte Erhöhung des RNA-Expressions--

niveaus der AMPs untersucht. Dazu wurden undifferenzierte, durch      

Calcium differenzierte primäre humane Keratinozyten und die Zelllinie 

HaCaT für 24h mit BCM von S. epidermidis SE1457 (Abb.6C) oder S. au-

reus SA113 dSpa (Abb.6B) behandelt. Der Vergleich der relativen RNA-

Expression der verschiedenen Keratinozyten in Abb. 6B und 6C zeigt, 

dass eine deutliche Induktion der RNA-Expression von HBD-3 und RNa-

se7 nur in den differenzierten primären Keratinozyten zu finden war, wäh-

rend undifferenzierte und HaCaT Zellen nur eine sehr schwache Reaktion 

auf die Behandlung mit BCM zeigten (Abb. 6B und C). 
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Abb. 6: Einfluss des Differenzierungsgrades auf die RNA-Expression der 
angegebenen AMPs in humanen Keratinozyten: 
A: 48h Inkubation mit 1,7mM Calcium: Einfluss auf die Expression der gezeigten 
AMPs in primären humanen Keratinozyten. Humane primäre Keratinozyten, die 
ohne zusätzliches Calcium kultiviert wurden dienten als Bezugspunkt und wurden 
gleich 1 gesetzt. 
B-C: Einfluss von 24h Inkubation mit SA 113 dSpa BCM (B) bzw. SE1457 BCM 
(C) auf die RNA-Expression der angegebenen AMPs in nicht differenzierten (non-
diff. prK), Calcium differenzierten primären Keratinozyten (Ca2+-diff prK) oder 
HaCaT-Zellen. Unterschiede wurden mittels Real-time PCR ermittelt. Unbehan-
delte Kontrollen der jeweiligen Zellpopulation wurden als Bezugspunkt gewählt 
und gleich 1 gesetzt. 
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4.4 S. aureus, aber nicht S. epidermidis, induziert in Keratinozyten 

eine antimikrobielle Antwort, die gegen sich selbst gerichtet ist 
 

Die Frage, ob die differentielle Induktion der AMPs HBD-3 und RNase7 

durch BCM von S. aureus oder S. epidermidis zu einer funktionellen Ver-

besserung der Abwehrleistung der Keratinozyten führt, wurde mittels eines 

„CFU-Assays“ (Colony forming units) untersucht. Hierfür wurden Lysate 

der mit BCM vorbehandelten Zellen mit den jeweiligen Bakterien für 2h 

inkubiert und anschließend die Zahl der koloniebildenden Bakterien ermit-

telt. Es stellte sich heraus, dass die Behandlung mit S. epidermidis BCM 

nicht zu einer signifikanten Verbesserung der antimikrobiellen Kompetenz 

der Keratinozyten führte. S. aureus BCM hingegen induziert eine Kerati-

nozytenantwort, die dazu führt, dass die CFU der S. aureus Bakterien ver-

mindert wurde. Interessant ist hierbei auch, dass S. epidermidis Bakterien 

deutlich resistenter gegen die mit S. aureus BCM behandelten Keratino-

zytenlysate sind (Abb. 7). Ob die Verminderung der koloniebildenden      

S. aureus Bakterien ausschließlich auf die Induktion von HBD-3 und RNa-

se7 zurückzuführen ist, konnte in diesem Ansatz nicht geklärt werden.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: Bestimmung der antimikrobiellen Aktivität differenzierter humaner 
primärer Keratinozyten mittels des CFU Assays. Differenzierte primäre huma-
ne Keratinozyten wurden 24h mit BCM von S. epidermidis SE1457 (S. epi BCM) 
oder BCM von S. aureus SA113 dSpa (S. aureus BCM) behandelt. Deren Lysate 
wurden 2h mit S. aureus SA113 dSpa und S. epidermidis SE1457 inkubiert. An-
schließend wurde die Zahl der koloniebildenden Bakterien auf einer Blutagar-
platte ermittelt (CFU). Die CFU-Anzahl der Lysate der unbehandelten Zellen wur-
de als Bezugspunkt gewählt und gleich 100 Prozent gesetzt. 
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4.5 Einfluss verschiedener Bakterienstämme auf die Induktion 

antimikrobieller Peptide  

Die bisherigen Untersuchungen wurden mit den beiden Laborstämmen S. 

epidermidis SE1457 und S. aureus SA113 durchgeführt. Um zu über-

prüfen, ob sich die Ergebnisse auf weitere Bakterienstämme übertragen 

lassen, es sich also um eine allgemeingültige Beobachtung handelt, wurden 

verschiedene Bakterienstämme, bezüglich ihrer Fähigkeit, die RNA Ex-

pression von HBD-3 und RNase7 zu erhöhen, untersucht. 

Zunächst wurden differenzierte humane primäre Keratinozyten mit BCM 

von 11 S. epidermidis Stämmen aus der Nase und 12 Hautisolaten von 

gesunden Spendern sowie mit 29 S. aureus Stämmen, die entweder von 

Patienten mit atopischer Dermatitis stammen oder etablierte Laborstämme 

darstellen, behandelt. Wie in Abb. 8A und B zu sehen ist, lösten einige    

S. aureus Stämme eine stark erhöhte AMP Antwort aus, während die      

S. epidermidis Stämme und andere kommensale Bakterien der Haut 

durchgängig nur eine relative schwache AMP-Induktion hervorriefen.  

Des Weiteren wurden in Kooperation mit Bernhard Krismer (Med. Mikro-

biologie Tübingen) aus Nasenabstrichen gesunder Probanden 16 S. epi-

dermidis/S. aureus Paare jeweils derselben Person isoliert und ebenfalls 

analysiert. Diese klinisch unauffälligen S. epidermidis und S. aureus Isola-

te bewirkten nur ähnlich geringe Änderungen der RNA Expression wie die 

bereits analysierten kommensalen Bakterien (Abb. 8C, D). 

Es konnte daher festgestellt werden, dass es sich bei den S. aureus 

Stämmen, die eine verstärkte AMP Antwort hervorriefen, um Stämme 

handelte, die mit klinischen Symptomen assoziiert waren (Isolate von   

Patienten mit atopischer Dermatitis) oder etablierte Laborstämme waren. 

Hingegen konnten die Staphylokokken Stämme, die symptomlos Nase 

oder Haut kolonisierten, keine deutliche Induktion von AMPs induzieren. 
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Abb. 8: Einfluss unterschiedlicher Bakterienstämme auf die RNA Expressi-
on der angegebenen AMPs. Differenzierte primäre humane Keratinozyten wur-
den 24h mit BCM verschiedener Staphylokokkenstämme behandelt. A, B: Es 
wurden 11 S. epidermidis Nasenisolate, 12 Hautisolate von gesunden Spendern 
sowie 29 S. aureus Stämme (Laborstämme, oder von Atopikern) getestet. C, D: 
Es wurden 16 S. epidermidis /S. aureus Nasenisolat-Paare gesunder Probanden 
getestet. Gezeigt wird in A, C die HBD-3- und in B, D die RNase7 RNA-
Expression. Unterschiede wurden mittels Real-time PCR ermittelt. Unbehandelte 
humane primäre Keratinozyten wurden als Bezugspunkt gewählt und gleich 1 
gesetzt. 
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4.6 S. epidermidis  amplifiziert die AMP Antwort gegen S. aureus 
 

Um die in vivo Situation einer gesunden Haut nachzustellen, wurden   dif-

ferenzierte humane primäre Keratinozyten gleichzeitig oder sequentiell mit 

BCM von S. epidermidis und S. aureus behandelt. Die Ergebnisse in   

Abb. 9A zeigen, dass eine Kombinationsbehandlung, im Vergleich mit S. 

aureus BCM allein, zu einer weiteren Verstärkung der HBD-3 und RNase7 

RNA-Expression führte. Der stärkste Effekt wurde bei einer sequentiellen 

Behandlung mit  6h S. epidermidis, gefolgt von 18h S. aureus gefunden. 

Es konnte also eine Amplifikation der AMP Antwort durch S. epidermidis 

sezernierte Faktoren nachgewiesen werden. Am Beispiel von HBD-3 wur-

de in Abb. 9B gezeigt, dass der erhöhte RNA-Gehalt der Keratinozyten 

sich auch auf der Proteinebene, im  Peptidgehalt des Zellkulturüberstan-

des, wiederspiegelt. Es kam also nicht nur zur Induktion der RNA Expres-

sion, sondern auch zu verstärkter Sekretion von HBD-3 aus den Zellen. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Einfluss der Kombination von S. aureus mit S. epidermidis auf die 
RNA Expression und Proteinsekretion von AMPs. Differenzierte primäre Ke-
ratinozyten wurden einzeln, sequentiell oder gleichzeitig mit BCM von S. aureus 
SA113 dSpa und S. epidermidis SE1457 behandelt. Gezeigt wird in A: die RNA-
Expression der genannten AMPs nach insgesamt 24h und in B die HBD-3 Pep-
tidsekretion. A: Unbehandelte humane primäre Keratinozyten wurden als Be-
zugspunkt gewählt und gleich 1 gesetzt. B: Der Peptidgehalt wurde anhand einer 
HBD-3 Peptid-Standardkurve mittels ELISA ermittelt. 
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4.7 Einfluss von  Staphylokokken auf den NFκκκκB Signalweg 
 

Differenzierte humane primäre Keratinozyten wurden 15min bis 4h mit 

konditioniertem Medium von S. epidermidis, S. aureus oder einer        

Kombination von beiden Medien behandelt. Western Blot Analysen (Abb. 

10A) zeigten, dass S. epidermidis BCM in der Lage war, NFκB (p65) zu 

phosphorylieren, während  bei Behandlung mit S. aureus BCM keine 

NFκB Phosphorylierung zu beobachten war. Stattdessen führten se-

zernierte Faktoren von S. aureus zu einer verstärkten Proteinexpression 

von IκB. In Zellen, die mit der Kombination beider BCMs behandelt wur-

den, fand man zwar nur eine sehr schwache Phosphorylierung von 

NFκB(p65), die S. aureus abhängige IκB Induktion wurde hier jedoch 

durch S. epidermidis aufgehoben. Analysen eines NFκB-abhängigen    

Reportergens zeigten, dass die NFκB-abhängige Transkriptionsrate durch 

S. epidermidis sezernierte Faktoren leicht anstieg, während sie durch 

BCM von S. aureus signifikant verringert wurde. In der Doppelbehandlung 

wiesen die Keratinozyten jedoch wieder eine leicht erhöhte Reporter-

genaktivität auf (Abb 10B). Die Reportergenanalyse spiegelte somit die im 

Western Blot auf Proteinebene gefundenen Veränderungen im NFκB   

Signalweg wieder. Die Hemmung der transkriptionellen Aktivität von NFκB 

durch S. aureus wurde also durch S. epidermidis aufgehoben. Vermutlich 

beruht dieser Effekt darauf, dass in der Doppelbehandlung keine IκB In-

duktion mehr zu beobachten war.  
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Abb. 10: Einfluss von S. aureus und S. epidermidis BCM  
               auf den NFκκκκB Signalweg: 
A: Eine Western Blot Analyse zeigt die Phosphorylierung von NFκB (p-NFκB) 
und den Proteingehalt des NFκB Inhibitors IκB nach Behandlung differenzierter 
humaner primärer Keratinozyten mit BCM von S. aureus SA113 dSpa, S. epi-
dermidis SE1457 oder einer Kombination beider Staphylokokkenstämme. (Die 
Einzelbehandlungen, nicht aber die Doppelbehandlungen wurden von Christina 
Christ durchgeführt) B: Dual Luciferase Assay: NFκB abhängige Reportergena-
nalyse. Gezeigt wir die Beeinflussung der Reportergenaktivität (firefly/renilla Luci-
ferase) nach 24h Inkubation mit BCM von S. aureus SA113 dSpa, S. epidermidis 
SE1457 oder einer Kombination beider Staphylokokkenstämme. Transfizierte, 
unbehandelte humane primäre Keratinozyten wurden als Bezugspunkt gewählt 
und deren Luciferaseaktivität gleich 1 gesetzt (von Christina Christ durchgeführt). 
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4.8 Expression von Toll-like Rezeptoren 
 

Die RNA Expression der Toll-like Rezeptoren (TLR) 1, 2, 3, 5, 6 und 9 

wurde mittels Real-time PCR analysiert. Dabei wurden humane primäre 

Keratinozyten entweder mit BCM von S. epidermidis oder S. aureus   

(Abb. 11A) oder mit lebendigen Bakterien beider Staphylokkenstämme 

(Abb. 11B) behandelt.  TLR-5, und -6 wiesen nach Behandlung mit beiden 

Bakterienpräparationen jeweils verminderte RNA Expressionslevel auf, 

wobei keine Unterschiede zwischen S. epidermidis und S. aureus zu er-

kennen waren (Abb. 11A, B). Die TLR-1 RNA Expression wurde durch S. 

aureus jeweils leicht vermindert (Abb. 11A, B). Ein signifikanter Unter-

schied zwischen beiden Staphylokokkenstämmen konnte jedoch nicht er-

mittelt werden. Eine differentielle RNA-Expression wurde hingegen bei 

TLR-3 beobachtet. Hier fand man jeweils einen sehr stark verminderten 

RNA Gehalt der Keratinozyten nach S. aureus Behandlung, während unter 

der Behandlung mit S. epidermidis kaum Veränderungen beobachtet   

wurden. Die Untersuchung der RNA Expression von TLR-9 zeigte, dass 

beide Staphylokkenstämme induzierend wirkten. Die lebendigen Bakterien 

führten zu einem signifikanten Unterschied der TLR-9 RNA-Expression 

zwischen S. epidermidis und S. aureus behandelten Keratinozyten. Man 

fand hingegen keine signifikanten TLR-9 Expressionsunterschiede bei Be-

handlung mit BCM. Am interessantesten sind die Ergebnisse bezüglich 

TLR2. Hier wurde durch die Behandlung mit BCM eine gegensätzliche 

Regulation gefunden. S. epidermidis induzierte die RNA Expression leicht, 

während S. aureus die TLR2 RNA Expression der Zellen hemmte. Im   

Gegensatz dazu wurde unter der Behandlung der Keratinozyten mit le-

bendigen Bakterien eine leicht erhöhte TLR2 RNA Expression durch beide 

Staphylokokkenstämmen detektiert (Abb. 11).  
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Abb. 11: RNA Expression von TLR unter Behandlung mit S.epidermis und  

      S. aureus  
Differenzierte humane primäre Keratinozyten wurden (A) mit BCM oder (B) mit 
lebendigen S. epidermidis SE1457 oder S. aureus SA113 dSpa Bakterien inku-
biert. Unterschiede wurden mittels Real-time PCR ermittelt. Unbehandelte huma-
ne primäre Keratinozyten wurden als Bezugspunkt gewählt und deren Expression 
gleich 1 gesetzt. 
 
 
4.9 Einfluss des TLR2/NFκκκκB- und EGFR Signalwegs 

 
4.9.1 Stimulation von TLR2 mit synthetischen Lipopeptiden 

Für die Stimulation der entsprechenden Rezeptoren wurde Pam2Cys als 

Agonist des TLR2/TLR-6 und Pam3Cys als Agonist des TLR2/TLR-1 hete-

rodimeren Rezeptors eingesetzt. Abb. 12A und B zeigen den zeitlichen 

Verlauf der AMP RNA Expression in differenzierten primären humanen 

Keratinozyten unter der Behandlung mit beiden Rezeptoragonisten. 

Pam2Cys konnte eine Erhöhung der HBD-2 RNA-Expression hervorrufen, 

während Pam3Cys keinerlei Einfluss auf die AMP Expression zeigte. Ob-

wohl Pam2Cys allein nicht in der Lage war die HBD-3 oder RNase7 RNA 

Expression zu erhöhen, führte die Kombination mit BCM von S. epidermi-

dis und S. aureus zu einer deutlichen Steigerung der Induktion dieser bei-

den Gene. Somit war die Aktivierung des TLR2 Signalwegs am 

TLR2/TLR-6 Heterodimer ausreichend, um HBD-2 zu induzieren, während 

für die Induktion von HBD-3 und RNase7 zusätzliche bakterielle Signale 

erforderlich waren. 
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Abb. 12: Einfluss von synthetischen Lipopeptiden auf die RNA Expression 
antimikrobieller Peptide. 
Differenzierte humane primäre Keratinozyten wurden zeitabhängig mit jeweils 
100 ng/ml der TLR2 Liganden (A) Pam2Cys oder (B) Pam3Cys inkubiert. C: Dif-
ferenzierte humane primäre Keratinozyten wurden mit S. epidermidis BCM und 
S. aureus BCM behandelt. Zusätzlich erfolgte die Zugabe von 100 ng/ml 
Pam2Cys. A-C: Unterschiede wurden mittels Real-time PCR ermittelt. Unbehan-
delte humane primäre Keratinozyten wurden als Bezugspunkt gewählt und deren 
Expression gleich 1 gesetzt. 
 
 
4.9.2 Blockierung des TLR2/NFκκκκB- und des EGFR-Signalwegs 
 

Der Einfluss des TLR2/NFκB- bzw. EGF-Rezeptor-Signalwegs auf die dif-

ferentielle Expression von HBD-3 und RNase7 durch BCM von S. epider-

midis und S. aureus sollte im Folgenden untersucht werden. Dazu wurden 

zunächst die entsprechenden Signalwege stimuliert und die AMP Antwort 

in differenzierten humanen Keratinozyten analysiert. Die Behandlung mit 

dem TLR2/-6 Rezeptor Agonist Pam2Cys führte, wie bereits in Abb. 12 

gezeigt, zur Induktion der RNA-Expression von HBD-2, während HBD-3 
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C
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und RNase7 kaum beeinflusst wurden. Bei Aktivierung des EGF-

Rezeptors mit EGF oder TGF-alpha konnte man hingegen eine Erhöhung 

der RNA Expression von HBD-3 und RNase7 beobachten, während der 

Gehalt der Zellen an HBD-2 RNA kaum verändert wurde (Abb. 13A). Die 

Pam2Cys abhängige HBD-2 Antwort sowie die Induktion von HBD-3 und 

RNase7 durch TGF-alpha wurden in den folgenden Versuchen als Kontrol-

le verwendet (Abb. 13B-E).  

In Abb. 13B-E ist zu beachten, dass die BCM induzierte Induktion der RNA 

Expression des jeweiligen antimikrobiellen Peptides als Bezugspunkt ge-

wählt und auf 100 Prozent gesetzt wurde. Die S. epidermidis abhängige 

Induktion der RNA Expression war jedoch immer deutlich schwächer als 

die von S. aureus oder durch die Kombinationsbehandlung verursachten 

Steigerungen der RNA Expressionslevel. Abb. 13B zeigt den Einfluss   

eines TLR2 blockierenden Antikörpers auf die Induktion der antimikro-

biellen Peptide HBD-3 und RNase7 durch BCM von S. epidermidis,         

S. aureus oder einer Kombination aus beiden. Das Ergebnis ist insofern 

sehr interessant, als man eine TLR2 Abhängigkeit der AMP Antwort bei S. 

epidermidis (61% der HBD3-Induktion) und der Kombinationsbehandlung 

(63% der HBD-3-Induktion) nicht aber bei S. aureus BCM beobachten 

konnte. Die Pam2Cys abhängige HBD-2 Induktion war mit dem TLR2   

blockierenden Antikörper gut inhibierbar (Abb. 13B).  

Abb. 13C zeigt die Abhängigkeit der Induktion der antimikrobiellen Peptide 

HBD-3 und RNase7 in differenzierten humanen Keratinozyten vom NFκB-

Signalweg. Dazu wurden die Zellen parallel mit BCM von S. epidermidis 

oder S. aureus oder einer Kombination aus beiden und dem NFκB-

Inhibitor Celastrol behandelt. Es wurden der Blockierung des TLR2 ähn-

liche, jedoch stärker ausgeprägte Effekte auf die AMP Expression ge-

funden. Die S. epidermidis BCM (28% der HBD-3 Induktion) sowie die 

kombinationsbehandlungsabhängige (34% der HBD-3 Induktion) Induktion 

von HBD-3 und RNase7 konnte deutlich gehemmt werden, während die  

S. aureus BCM abhängige Induktion beider AMPs nicht beeinflussbar war. 

Die Hemmung des NFκB-Signalwegs mit Celastrol führte ebenfalls zu  

einer deutlichen Verminderung der HBD-2 RNA-Expression, die durch 

Pam2Cys induziert wurde (Abb. 13C).  
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Der Einfluss des EGFR-Signalwegs auf die differentielle Expression von 

HBD-3 und RNase7 wurde mit Hilfe eines EGFR blockierenden Antikör-

pers (Abb. 13D) und Gefitinib, einem Inhibitor der Tyrosinkinaseaktivität 

des EGF-Rezeptors (abb. 13E) untersucht. Dabei konnte anhand der In-

hibition der durch TGF-alpha ausgelösten Induktion der RNA Expression 

von HBD-3 und RNase 7 zunächst die Wirksamkeit beider Agenzien    

bestätigt werden. Die Induktion der RNA Expression von HBD-3 und RNa-

se7 durch S. epidermidis BCM (20% der HBD-3 Induktion) oder die Kom-

binationsbehandlung (56% der HBD-3 Induktion) konnte durch beide A-

genzien gehemmt werden, während die S. aureus BCM abhängige AMP 

Antwort nicht beeinflusst wurde. Die Blockierung mittels des EGFR Anti-

körpers erwies sich als etwas weniger effektiv als die chemische Inhibition 

der  Tyrosinkinaseaktivität des Rezeptors. 

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass die durch sezer-

nierte Faktoren von S. epidermidis ausgelöste Induktion der RNA Expres-

sion von HBD-3 und RNase7 sowohl TLR2/NFκB abhängig, als auch 

EGFR abhängig ist, während die durch S. aureus vermittelte antimikro-

bielle Antwort unabhängig von diesen Signalwegen induziert wird. Daher 

muss S. aureus Faktoren sezernieren, die über die Aktivierung anderer 

Signalwege zur Induktion der RNA Expression von HBD-3 und RNase bei-

tragen. In der Kombinationsbehandlung der szernierten Faktoren beider 

Staphylokokken können dann sowohl die bekannten TLR2/NFκB, EGFR-

Signalwege, als auch die bisher unbekannten Signalwege zur AMP In-

duktion beitragen. 
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Abb. 13: Einfluss des TLR2/NFκκκκB- und des EGFR-Signalwegs auf die AMP 
Induktion 
Differenzierte humane primäre Keratinozyten wurden A mit Pam2Cys, TGFalpha 
oder EGF behandelt. Unterschiede wurden mittels Real-time PCR ermittelt. Un-
behandelte humane primäre Keratinozyten wurden als Bezugspunkt gewählt und 
gleich 1 gesetzt. 
B-E Gezeigt sind Blockadeexperimente mit differenzierten humanen primären 
Keratinozyten die mit BCM von S .epidermidis SE1457, S. aureus SA113 dSpa 
oder einer Kombination behandelt wurden. Blockierung mit B: TLR2 Rezeptor 
Antikörper, C: NFκB Inhibitor Celastrol, D EGFR blockierenden Antikörper und E, 
Gefitinib als Inhibitor der EGFR-Tyrosinkinase. Unterschiede wurden mittels Re-
al-time PCR ermittelt. BCM behandelte primäre Keratinozyten wurden als Be-
zugspunkt gewählt und gleich 100 Prozent gesetzt. 
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Abb. 14 zeigt den Einfluss des NFκB-Signalweges auf die Induktion der 

RNA Expression von HBD-3 und RNase7 durch S. epidermidis und S. au-

reus. Die durch lebendige Bakterien und BCM von S. epidermidis vermit-

telte AMP Induktion war durch die beiden NFκB-Inhibitoren Celastrol und 

JSH-23 hemmbar (Abb. 14A). Im Gegensatz dazu konnte ein Einfluss der 

beiden NFκB Inhibitoren auf die S. aureus vermittelte Induktion der HBD-3 

und RNase7 RNA Expression nur bei der Behandlung mit lebendigen Bak-

terien, nicht aber bei Inkubation mit BCM beobachtet werden (Abb. 14B). 

Daher sind Untersuchungen mit lebendigen Bakterien und BCM von S. 

aureus ein gutes Modell, um die zur Induktion der AMPs führenden Sig-

nalwege in humanen primären Keratinozyten getrennt zu untersuchen. 

Während man durch die Behandlung mit S. aureus BCM den Einfluss des 

TLR2/NFκB und EGFR Signalwegs weitestgehend ausschalten kann, do-

minieren die beiden genannten Mechanismen bei Behandlung mit leben-

digen Bakterien.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14: Einfluss der NFκκκκB Inhibition auf die AMP Induktion  
Differenzierte humane primäre Keratinozyten wurden 24h mit lebenden Bakterien 
oder BCM von S. epidermidis (A) oder S. aureus (B) sowie den NFκB Inhibitoren 
Celastrol (1µM) oder JSH-23 (15µM) inkubiert. Unterschiede wurden mittels   
Real-time PCR ermittelt. BCM behandelte primäre Keratinozyten wurden als Be-
zugspunkt gewählt und gleich 100 Prozent gesetzt. 
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Aus den Experimenten kann somit geschlossen werden, dass die schwa-

che Induktion der Expression von HBD-3 und RNase7 durch S. epidermi-

dis sowohl über den EGFR- als auch durch den TLR2/NFκB-Signalweg 

vermittelt wurde, während für die starke Induktion durch S. aureus BCM 

andere Mechanismen verantwortlich sein müssen. Dennoch spielt der 

NFκB-Signalweg auch bei der durch S. aureus vermittelten Induktion der 

RNA Expression von HBD-3 und RNase7 eine wichtige Rolle, wie die Ex-

perimente mit lebendigen Bakterien gezeigt haben. Daher ist es notwen-

dig, weitere Untersuchungen in physiologischeren Systemen, wie einem 

Mausmodell, Hautexplantaten oder Hautrekonstrukten durchzuführen. 

 

4.10 Vergleich des S. aureus wildtyp Stamms SA113  

         mit der Protein A defizienten Variante SA113 dSpa  
 

Die Untersuchungen zur Induktion antimikrobieller Peptide wurden in der 

vorliegenden Arbeit mit der Protein A defizienten Variante von S. aureus 

SA113 dSpa durchgeführt. Um auszuschließen, dass die erzielten Ergeb-

nisse nur für diese Variante spezifisch sind, wurden einige grundlegende 

Experimente mit dem S. aureus wildtyp SA113 wiederholt. Zunächst wur-

de die Fähigkeit des BCM und der lebendigen S. aureus SA113 Bakterien, 

die antimikrobiellen Peptide HBD-3 und RNase7 zu induzieren überprüft.  

Es konnte gezeigt werden, dass lebendige SA113 Bakterien, genauso wie 

das BCM von SA113, in der Lage sind, eine mit SA113 dSpa vergleichba-

re antimikrobielle Antwort in differenzierten primären humanen Keratinozy-

ten zu induzieren, während hitzeinaktivierte SA113 Bakterien keine Induk-

tion antimikrobieller Peptide bewirken konnten (Abb. 15A und Abb. 5). Es 

fand außerdem, genau wie in den mit SA113dSpa behandelten Zellen, 

keine Inhibition der Induktion der antimikrobiellen Peptide durch TLR2  

oder EGFR blockierende Antikörper oder durch chemische Inhibitoren des 

NFκB oder EGFR-Signalwegs statt (Abb. 15B). 
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Abb. 15: Einfluß von S. aureus SA113 wildtyp auf die Induktion antimikro-
bieller Peptide und die Aktivierung der TLR2/NFκκκκB und EGFR-Signalwege 
A: Die Induktion der genannten antimikrobiellen Peptide in differenzierten primä-
ren humanen Keratinozyten wurde gezeigt. Die Zellen wurden 24h mit lebendi-
gen oder hitzeinaktivierten SA113 Bakterien bzw. dessen BCM inkubiert. Unter-
schiede wurden mittels Real-time PCR ermittelt. Die RNA Expression 
unbehandelter Zellen wurde als Bezugspunkt gewählt und gleich 1 gesetzt. 
B: Differenzierte primäre humane Keratinozyten wurden über 24h parallel mit 
BCM von SA113 und den angegebenen blockierenden Antikörpern oder chemi-
schen Inhibitoren behandelt. Unterschiede wurden mittels Real-time PCR ermit-
telt. Die Induktion der RNA Expression von nur mit BCM von SA113 behandelten 
Zellen wurde als Bezugspunkt gewählt und gleich 100 Prozent gesetzt. 
C: Eine Western Blot Analyse zeigt die Phosphorylierung von NFκB (p-NFκB) 
und den Proteingehalt des NFκB Inhibitors IκB nach Behandlung differenzierter 
humaner primärer Keratinozyten mit BCM von S. aureus SA113  
 
 
Wie der Western-Blot in Abb. 15C zeigt sind die sezernierten Faktoren von 

S. aureus SA113, genauso wie die von SA113 dSpA (Abb. 10A) nicht in 

der Lage, eine Phosphorylierung von NFκB zu bewirken. Es wird stattdes-

sen die Proteinexpression von IκB erhöht, was durch Inhibierung der 

Translokation von NFκB in den Zellkern, zu verminderter Aktivität der 
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transkriptionellen Aktivität von NFκB führen kann. Zusammenfassend 

kann man also feststellen, dass sich der Wildtyp von S. aureus SA113 be-

züglich der Fragestellung genau so verhält wie die Protein A defiziente S. 

aureus SA113 dSpa Variante 

 

4.11 Etablierung eines murinen epikutanen Hautinfektionsmodells  
 
Es wurden bisher einige experimentelle Mausmodelle beschrieben, die 

gezeigt haben, dass pathogene Mikroorganismen nach subkutaner In-

jektion in der Lage sind, schnell lokale Infektionen  in Epidermis und Der-

mis auszulösen. Eine subkutane Injektion entspricht allerdings nicht dem 

natürlichen Infektionsweg. Vor kurzem wurde ein Infektionsmodell mit epi-

kutaner Inokulation der Bakterien auf die Maushaut beschrieben, bei dem 

die epitheliale Barriere der Haut vorab durch mechanische Schädigung 

leicht permeabilisiert wurde (Hahn et al., 2009; Onunkwo et al., 2010). Da 

in den Publikationen nur die bakterielle Invasion untersucht wurde, sollte 

dieses Modell erweitert werden. Die Korrelation zwischen der Schädigung 

der epithelialen Barriere und der Besiedlung und Persistenz von S. aureus 

sowie der Induktion antimikrobieller Peptide wurden analysiert. Besonders 

interessant sind dabei die beta-Defensine der Maus. So stellt das beta-

Defensin-14 (mBD14) der Maus ein Ortholog zu HBD-3 dar (Röhrl et al., 

2008), während die beta-Defensine-3, und -4 (mBD3; mBD4) jeweils 50% 

Sequenzhomologie zu HBD-2 aufweisen. mBD4 verhält sich auch funk-

tionell ähnlich zu HBD-2 und wird daher als Ortholog angesehen (Röhrl et 

al., 2010).  

8-10 Wochen alte C57BL/6 Mäuse wurden in den folgenden Versuchen 

epikutan inokuliert. Die Verwundung der Haut erfolgte durch sogenanntes 

„Tapestripping“. Dafür wurde ein Pflaster (Fixomull stretch) mehrmals fest 

auf die Maushaut aufgeklebt und wieder abgezogen. Durch 3-maliges 

„Tapestripping“ bewirkte man nur eine leichte, durch 7-maliges „Tapestrip-

ping“ eine stärkere Schädigung der Haut.  
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Abb. 16: Epikutane Besiedlung der Maushaut 
A: 24h nach epikutaner Inokulation der Maushaut von C57BL/6 mit den angege-
benen Bakterienstämmen wurde die Zahl der koloniebildenden Bakterien in ge-
waschenen und abgeschabten Hautproben ermittelt. B: 1x107 S. aureus SA113 
Bakterien wurden, nach vorheriger leichter Schädigung, auf die Haut von 
C57BL/6 Mäusen aufgebracht. Die Eliminierungsrate der Bakterien in gewasche-
nen und abgeschabten Hautproben wurde mit Hilfe des CFU-Assays ermittelt. 
Als Kontrolle wurde PBS auf die Haut aufgebracht.C; D: 1x107 S. aureus SA113 
Bakterien wurden auf die Haut von C57BL/6 Mäusen aufgebracht, die nicht (ohne 
„Tapestripping“), leicht (3x „Tapestripping“) oder stark (7x „Tapestripping“) vorge-
schädigt wurde („Tapestripping“ = TS). Die Eliminierungsrate der Bakterien in 
gewaschenen (C) und abgeschabten (D) Hautproben wurde mit Hilfe des CFU-
Assays ermittelt. Als Kontrolle wurde PBS auf Haut mit und ohne Schädigung 
aufgebracht. Sterne markieren signifikante Unterschiede zwischen den mit 
Klammern markierten Behandlungsgruppen (t-Test: p � 0,05). 
 
 
In einem ersten Versuch wurde die Infektionseffizienz verschiedener S. 

aureus Bakterienstämme (S.a. ATCC25923; SA113 und SA Newman) bei 

leichtem „Tapestripping“ getestet. Es zeigte sich, dass 24h nach der epi-

kutanen Inokulation von 1x107 S. aureus Bakterien bei allen drei geteste-

ten Bakterienstämmen noch circa 1x107 Bakterien in der Haut nachweis-

bar waren. Ein Zehntel der aufgetragenen Bakterien, jeweils 1x106 Bakte-

rien, waren nur locker mit der Haut assoziiert und konnten durch Waschen 

mit PBS entfernt werden (Abb. 16A). In einem weiteren Versuch, bei dem 

die Haut der Mäuse durch mildes „Tapestripping“ geringfügig geschädigt 
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wurde, konnte gezeigt werden, dass die Maushaut für einige Tage von S. 

aureus kolonisiert wurde. Innerhalb von 7 Tagen gelang es den C57BL/6 

Mäusen die Bakterien vollständig von der Haut zu eliminieren (Abb. 16B). 

Die Geschwindigkeit der Elimination der Bakterien wies Unterschiede auf, 

je nachdem wie stark die Haut vorher geschädigt wurde (Abb. 16C,D). 

Stark vorgeschädigte Haut, mit beeinträchtigter epithelialer Barrierefunkti-

on, wies im Vergleich zu unbehandelter oder nur geringfügig geschädigter 

Haut eine signifikant verminderte Fähigkeit auf, die Bakterien zu bekämp-

fen. 

Vergleicht man die RNA-Expression antimikrobieller Peptide der Maushaut 

zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen unbehandelter und geschä-

digter Haut (Abb. 17). Generell konnte eine starke Induktion der Maus be-

ta-Defensine 4, 14, und 3 an Tag 1 beobachtet werden, die dann im Laufe 

der nächsten Tage allmählich abnahm. Beta-Defensin 2 zeigte hingegen 

ein Maximum an Tag 2. Die Induktion der beta-Defensine in vorgeschädig-

ter Haut fällt mehr als 10-fach stärker aus als in gesunder oder wenig ge-

schädigter Haut. Allerdings zeigte die stark geschädigte Haut, die nur mit 

PBS behandelt wurde, bereits eine starke Induktion, insbesondere von 

mBD4 sodass sich hier vermutlich die Effekte der Verwundung der Haut 

und der Bakterien überlagern und gegenseitig verstärken.  

Es konnte festgestellt werden, dass die Persistenz der Bakterien in stärker 

geschädigter Haut deutlich verlängert war, während gleichzeitig verstärkt 

antimikrobielle Peptide exprimiert wurden. Es überwiegen also zunächst 

die besseren Lebensbedingungen, wie reichlicheres Nahrungsangebot 

und feuchtes, warmes Klima in der Wunde, gegenüber der Abwehrreaktion 

des Körpers. Dies entspricht der in vivo Situation bei Hauterkrankungen 

mit gestörter Barrierefunktion, wie atopischer Dermatitis (Harder et al., 

2011; Schittek, 2011). Daher ist das neu etablierte Modell ausgezeichnet 

geeignet, um Unterschiede in der Kolonisierung der Haut sowie Unter-

schiede in der Infektionsabwehr zwischen gesunder Haut und geschädig-

ter Haut näher zu untersuchen. 
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Abb. 17: RNA Expression von AMPs der Maus  
Nach epikutaner Inokulation der Maushaut von C57BL/6 mit 1x107 SA113 Bakte-
rien wurde die RNA Expression von A mBD14, B mBD4, C mBD3 und D mBD2 
per Real-time PCR analysiert. Die Unterschiede wurden in Abhängigkeit von der 
Intensität des tape strippings (TS) ermittelt. Die RNA Expression von PBS-
Kontrollmäusen ohne TS wurden als Bezugspunkt gewählt und gleich 1 gesetzt. 
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5 Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass differen-

zierte primäre humane Keratinozyten nach Stimulation mit kommensalen 

oder pathogenen Staphylokokken hinsichtlich der Induktion der antimikro-

biellen Peptide HBD-3 und RNase7 unterschiedlich reagieren. Die        

differentielle Induktion der antimikrobiellen Peptide basierte auf der       

Aktivierung verschiedener Signalwege (Abb. 18). So führte die Behand-

lung von differenzierten humanen primären Keratinozyten mit sezernierten 

Faktoren von S. epidermidis zur Aktivierung der TLR2/NFκB- und EGFR-

Signalwege, gefolgt von einer geringen Induktion der antimikrobiellen Pep-

tide HBD-3 und RNase7. Sezernierte Faktoren von S. aureus konnten  

diese Signalwege nicht signifikant aktivieren. Es wurde sogar eine In-

hibition der transkriptionellen Aktivität von NFκB, die vermutlich durch die 

Induktion des NFκB Inhibitors IκB vermittelt wurde, gefunden. Die beo-

bachtete starke Induktion der beiden antimikrobiellen Peptide durch se-

zernierte Faktoren beruhte daher auf der Aktivierung anderer Signalwege. 

Die wichtigste Aussage der vorliegenden Arbeit bestand darin, dass in 

vitro eine Amplifikation der angeborenen Immunantwort zu beobachten 

war. So führte die Koinkubation von differenzierten humanen primären 

Keratinozyten mit sezernierten Faktoren von S. epidermidis und S. aureus 

zu einer weiteren deutlichen Steigerung der Expression von HBD-3 und 

RNase7 im Vergleich zu der von S. aureus vermittelten Induktion. Einen 

wesentlichen Beitrag zu dieser Amplifikation leistete dabei vermutlich die 

Aufhebung der vermehrten IκB Proteinexpression durch S. epidermidis. 

Die additive oder synergistische Interaktion der durch S. epidermidis akti-

vierten mit den noch unbekannten S. aureus abhängigen Signalwegen 

könnte daher zu einer Amplifikation der angeborenen Immunantwort füh-

ren (Abb.18). Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde ein Mausmodell 

etabliert, welches als geeignet erscheint, die gefundenen Zusammen-

hänge in vivo zu untersuchen. 
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Abb. 18: Einfluss der verschiedenen Signalwege auf die Induktion von 
HBD-3 und RNase7 durch sezernierte Faktoren von S. epidermidis und S. 
aureus. (modifiziert nach Schittek et al., 2008) 
Die vergleichsweise geringe Induktion der AMPs HBD-3 und RNase7 durch S. 
epidermidis wurde durch Aktivierung des EGFR und des TLR2/NFκB Signalwegs 
vermittelt, während die mittlere Expression der beiden AMPs durch S. aureus die 
Aktivierung anderer Signalwege erfordert, da der NFκB Signalweg durch einen 
erhöhten Gehalt der Keratinozyten an IκB Protein blockiert wurde. Durch die 
Kombination beider Staphylokokkenspezies kommt es zum Abbau von IκB und 
damit zu einer Amplifikation der antimikrobiellen Antwort durch zusätzliche Akti-
vierung des TLR2/NFκB Signalwegs. 
 

 

5.1 Induktion von HBD-2  
 

Zunächst konnte in der vorliegenden Arbeit ein deutlicher Unterschied in 

der RNA Expression zwischen nicht differenzierten und durch Calcium 

differenzierten humanen primären Keratinozyten festgestellt werden. Dies 

bestätigt vorangegangene Studien, in denen HBD-2 vorwiegend in den 

Zellen des Stratum granulosums und im Stratum corneum gefunden wur-

de. Einige in vitro Studien zeigten ebenfalls einen differenzierungs-

abhängigen Unterschied des HBD-2 Gehalts von Keratinozyten (Ali et al., 

2001; Harder et al., 2004; Pernet et al., 2003).  

Der Kontakt von differenzierten primären Keratinozyten mit lebendigen 

Staphylokokken führte zu einer deutlichen Induktion von HBD-2. Es wur-
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den keine signifikanten Unterschiede zwischen S. epidermidis und S. au-

reus festgestellt. Dies bestätigt vorangegangene Studien anderer Arbeits-

gruppen (Dinolus et al., 2003; Mempel et al., 2003). Die Induktion von 

HBD-2 wurde vermutlich durch Bestandteile der bakteriellen Zellhülle aus-

gelöst, deren Struktur und Funktion durch Hitzebehandlung gestört wurde. 

Es wurde weiterhin gezeigt, dass Pam2Cys, ein Agonist des TLR2-/TLR6 

Heterodimers, in der Lage ist, eine Erhöhung der HBD-2 Expression in 

differenzierten humanen primären Keratinozyten auszulösen. Es ist durch 

einige Studien belegt, das verschiedene proinflammatorische Zytokine, 

wie TNF oder IL-1beta in der Lage sind, die HBD-2 Expression zu           

erhöhen. Genauso fanden frühere Studien eine Induktion der HBD-2 Ex-

pression durch mikrobielle Stimuli, wie zum Beispiel durch P. aeruginosa 

(Harder et al., 1997, 2000, 2001, 2004, Liu et al., 2002, Wehkamp et al., 

2006). Signalwege, wie der p38 MAP-Kinase Signalweg, der NFκB- und 

der AP-1 Signalweg sowie Aktivierung des NOD2 Rezeptors sind an der 

Regulation der HBD-2 Expression in Keratinozyten beteiligt (Krisanapra-

kornkit et al., 2000; Chung and Dale, 2004; Wehkamp et al., 2004, 2006; 

Voss et al., 2006). Allerdings gab es auch Studien, die eine NFκB und  

AP-1 unabhängige Induktion der HBD-2 Expression durch andere mikro-

bielle Stimuli nachgewiesen haben (Ogushi et al., 2001; Krisanakrapornkit 

et al., 2002; Chung and Dale, 2004). Daher bestimmt der jeweilige Sti-

mulus, welcher Weg zur Induktion der HBD-2 Expression in der epithelia-

len Zelle beschritten wird. 

 

5.2 Induktion von HBD-3 und RNase7 
 

In verschiedenen Studien wurde beschrieben, dass die Expression von 

HBD-3 und RNase7 durch Stimulation von Keratinozyten mit ver-

schiedenen Zytokinen wie TNF, IL-1�, IFNγ sowie durch Kontakt mit 

Grampositiven oder Gramnegativen Bakterien gesteigert werden kann 

(Harder et al., 2001; Harder und Schröder, 2002). Für die Induktion von 

HBD-3 durch Bakterien kann z. Bsp. die Bindung von Komponenten der 

bakteriellen Zellhülle, wie Lipoteichonsäuren an TLR2 Rezeptoren ver-

antwortlich sein (Menzies und Kenoyer, 2005, 2006). Menzies und Kenoy-

er beschrieben 2006, dass lebende Staphylokokken einen stärkeren Sti-
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mulus für die Induktion von HBD-3 darstellen, als die Komponenten der 

bakteriellen Zellhülle allein. Somit kann angenommen werden, dass auch 

die von den Bakterien sezernierten Faktoren eine wichtige Rolle bei der 

Induktion dieses antimikrobiellen Peptids spielen (Menzies und Kenoyer, 

2006). Tatsächlich wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass ins-

besondere von S. aureus sezernierte Substanzen ebenso wie die lebendi-

gen S. aureus Bakterien in der Lage sind, die Expression der antimikro-

biellen Peptide HBD-3 und RNase7 deutlich zu steigern. Es konnte ganz 

klar gezeigt werden, dass die starke, durch sezernierte Faktoren von       

S. aureus induzierte HBD-3 und RNase7 Expression unabhängig von den 

TLR2/NFκB- und EGFR-Signalwegen stattfand. Betrachtete man leben-

dige S. aureus Bakterien, so war hingegen eine Abhängigkeit der In-

duktion von HBD-3 und RNase7 von den beiden genannten Signalwegen 

zu beobachten. Sezernierte Faktoren von S. epidermidis, wie auch leben-

dige S. epidermidis Bakterien führten nur zu einem schwachen Anstieg der 

Expression von HBD-3 und RNase7, welche durch die TLR2/NFκB- und 

EGFR-Signalwege vermittelt wurde. Nur eine Studie von Menzies und  

Kenoyer zeigte, dass es einen Einfluss des NFκB-Signalweges auf die 

Induktion von HBD-3 gibt. Andere Studien konnten diesen Einfluß nicht 

bestätigen (Menzies und Kenoyer, 2006; Chung and Dale, 2004). Sehr 

interessant ist in diesem Zusammenhang, dass in der vorliegenden Arbeit 

der TLR2/TLR6 Agonist Pam2Cys zwar nicht in der Lage war, allein eine 

deutliche Veränderung der HBD-3 und RNase7 Expression zu bewirken, 

aber zusammen mit den sezernierten Faktoren von S. aureus zu einer 

Amplifikation der Induktion von HBD-3 und RNase7 führte. Insofern ist die 

Aktivierung von NFκB nicht als essentiell für eine Induktion von HBD-3 

und RNase7 zu betrachten, kann jedoch verstärkend wirken. Die Induktion 

der HBD-3 Expression nach Kontakt mit Bakterien kann also durch ver-

schiedene bakterielle Faktoren ausgelöst und im Zusammenspiel        

mehrerer Signalwege vermittelt werden. HBD-3 wurde auch im Zu-

sammenhang mit der Verwundung der Haut diskutiert. Sorensen et al., 

(2005,2006) konnten zeigen, dass bei Verwundung der Haut eine EGFR 

vermittelte Induktion von HBD-3 auftrat. In der vorliegenden Arbeit konnte 

dieser Befund bestätigt werden. Die Behandlung von differenzierten hu-
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manen primären Keratinozyten mit TGF� führte zu einer erhöhten Expres-

sion von HBD-3, welche mittels eines EGFR blockierenden Antikörpers 

und Gefitinib, einem Inhibitor der Tyrosinkinaseaktivität des EGFR, verrin-

gert werden konnte. Auch zeigte sich eine Abhängigkeit der Induktion von 

HBD-3 und RNase7 durch sezernierte Faktoren von S. epidermidis  vom 

EGFR, die bei den sezernierten Faktoren von S. aureus nicht zu beobach-

ten war.  

 

5.3 Einfluss von Staphylokokken auf den NFκκκκB Signalweg 
 

In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass probiotische Darmbakterien in 

der Lage sind, die Synthese von inflammatorischen Effektormolekülen wie 

IL-6 nach Kontakt von epithelialen Zellen mit diversen proinflammatori-

schen Stimuli wie TNF oder pathogenen Mikroorganismen zu vermindern 

(Neish et al., 2000). Dieser immunsuppressive Effekt wurde durch die In-

hibition des NFκB Signalwegs vermittelt. Durch den Kontakt mit den Bak-

terien wurde die Degradierung des NFκB-Inhibitors IκB verhindert In der 

vorliegenden Arbeit konnte ein ähnlicher Effekt gefunden werden. Hier 

nutzte allerdings das Pathogen S. aureus die Inhibition des NFκB Signal-

wegs zu seinem Vorteil. Sezernierte Faktoren des S. aureus Stamms führ-

ten zu einer Induktion von IκB. Dadurch fiel die antimikrobielle Antwort 

zunächst etwas schwächer aus. Erst im Zusammenspiel mit dem        

Kommensalen S. epidermidis, der die Induktion von IκB aufheben konnte, 

kam es zur vollen Ausprägung der Induktion der beiden antimikrobiellen 

Peptide HBD-3 und RNase7. Da lebende S. aureus Bakterien, im Gegen-

satz zu deren sezernierten Faktoren, zu einer Aktivierung des NFκB-

Signalweges führten, muss durch in vivo Experimente geklärt werden wie 

stark die Einflüsse der sezernierten Faktoren tatsächlich sind. Interessant 

ist auch die Frage, welche antimikrobielle Antwort in den verschiedenen 

Hautschichten ausgelöst werden kann. So kommt nur die äußerste Zell-

schicht einer intakten Haut mit den Bakterien in direkten Kontakt, während 

weiter innen liegende Zellen nur von den sezernierten Faktoren erreicht 

werden können.  
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5.4 Einfluss von Staphylokokken auf die TLR Expression 

In der vorliegenden Arbeit wurden differentielle Expressionsunterschiede 

der TLR2, -3, und -9 gefunden. Die Expressionsunterschiede des TLR2 

korrelierten dabei mit der Fähigkeit eines TLR2 Antikörpers bzw. eines 

chemischen Inhibitors des NFκB-Signalwegs die durch Staphylokokken 

induzierte Expression von HBD-3 und RNase 7 zu reduzieren. Diese Ab-

hängigkeit der HBD-3 Expression von TLR2 wurde bereits von Menzies 

und Kenoyer beschrieben (2005, 2006). Die TLR9 Expression wurde von 

S. aureus und S. epidermidis erhöht. Eine differentielle Induktion wurde 

jedoch nur durch lebendige Bakterien beobachtet. Die Fähigkeit des TLR9 

durch Bindung von bakterieller DNA zur Induktion von HBD-3 beizutragen 

wurde bereits beschrieben (Röhrl et al, 2008). Sehr interessant ist auch 

der Befund, dass TLR3 stark vermindert exprimiert wird, wenn man die 

Keratinozyten mit S. aureus behandelt. Lai et al, (2009) zeigten, dass 

TLR3 für die Entzündungsreaktion der Haut essentiell ist, so könnte des-

sen verminderte Expression einen Vorteil für das Überleben von S. aureus 

darstellen. 

 

5.5 Sensibilität von S. epidermidis und S. aureus gegenüber der 

antimikrobiellen Antwort der Haut 

Es wurde bereits beschrieben, dass HBD-3 und RNase7 die beiden    

wichtigsten antimikrobiellen Peptide der Haut sind, die in der Lage sind 

eine Infektion mit S. aureus zu verhindern oder einzudämmen (Kisich et 

al.,2007; Zanger et al., 2009). Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit 

zeigten, dass die antimikrobielle Antwort, welche in den Keratinozyten 

durch S. aureus  ausgelöst wurde, ausreichend war, die Zahl an S. aureus 

Bakterien zu verringern, während die Zahl der S. epidermidis Bakterien 

nahezu konstant blieb. Diese unterschiedliche Suszeptibiltät gegenüber 

antimikrobiellen Peptiden kann durch Unterschiede in den Resistenzsys-

temen beider Staphylokokken erklärt werden. So besitzt S. epidermidis ein 

Sensor/Regulator System, welches aus drei Komponenten besteht und in 

der Lage ist, kationische antimkrobielle Peptide zu detektieren und eine 

bakterielle Abwehrreaktion auszulösen (Li et al., 2007a). S. aureus hat 
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zwar ein ähnliches „AMP sensing system“ (aps), welches jedoch AMP se-

lektiver ist als das von S. epidermidis (Li et al., 2007b). 

Interessant sind in diesem Zusammenhang auch die „accessory-gene  

regulator response“ (agr) Systeme von S. epidermidis und S. aureus, wel-

che als quorum sensing Systeme den bakteriellen Stoffwechsel an die Be-

dingungen der stationären Wachstumsphase anpassen. Außerdem haben 

die agr Systeme die Aufgabe, eine Reihe von bakteriellen Virulenzfaktoren 

zu regulieren, die z. Bsp. zur Degradierung von antimikrobiellen Peptiden 

oder zu Anpassungsreaktionen im Bakterium führen können. So kann      

z. Bsp. eine Verminderung des oxidativem Stress im Bakterium erzielt 

werden (Yao et al., 2006; Goerke et al., 2003; 2004; Burian et al., 2010).  

In der vorliegenden Arbeit wurden auch S. epidermidis und S. aureus   

Nasenisolate gesunder Probanden zum Vergleich herangezogen. Diese 

Stämme konnten, genau wie weitere kommensale Bakterien, keine starke 

antimikrobielle Antwort auslösen. Dadurch kann deren Fähigkeit, die Nase 

von gesunden Menschen zu kolonisieren ohne eine Entzündungsreaktion 

auszulösen mit begründet werden. 

 

5.6 Induktion der HBD-3 und RNase7 Expression durch S. aureus 

Stämme von Atopikern  

Bei der Untersuchung von verschiedenen S. aureus Stämmen, konnte 

festgestellt werden, dass jene Bakterienstämme, die von Patienten mit 

atopischer Dermatitis isoliert wurden, besonders häufig in der Lage waren, 

die Expression von HBD-3 und RNase7 deutlich zu erhöhen. In der Haut 

von Atopikern müssen daher Bedingungen gegeben sein, die zu einer be-

vorzugten Kolonisierung mit diesen Stämmen führen können. Die Fähig-

keit, eine starke antimikrobielle Antwort auszulösen sollte auf gesunder 

Haut zu einer negativen Selektion dieser Bakterienspezies führen. Zu-

nächst stellen entzündliche Läsionen der Haut Eintrittspforten in den 

menschlichen Organismus dar, die trotz starker Abwehrreaktionen dem 

Bakterium verbesserte Lebensbedingungen bieten. So partizipiert das 

Bakterium in einer Wunde von dem reichlichen Nahrungsangebot des 

Körpers und kann zudem in einer feuchten, warmen Umgebung leben. 

Des Weiteren findet man bei Atopikern eine erhöhte Konzentration der 
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Th2 Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13, welche dafür bekannt sind, die Expres-

sion und Freisetzung von HBD-3 zu vermindern (Howell et al., 2005; 

2006a; 2006b, Kisich et al., 2008). Diese Mechanismen könnten für die 

positive Selektion der S. aureus Stämme, die eine verstärkte antimikro-

bielle Immunantwort auslösen können, verantwortlich sein. Büchau et al. 

(2009) beschrieben darüber hinaus den Einfluß von Bcl-3 als wichtigen 

transkriptionellen Regulator der antimikrobiellen Antwort in atopischer 

Haut. 

 

5.7 Untersuchung der Kolonisierung der Maushaut mit 

Staphylokokken  

Es wurden bisher einige experimentelle Mausmodelle beschrieben, die 

gezeigt haben, dass pathogene Mikroorganismen in der Lage sind, schnell 

lokale Infektionen in Epidermis und Dermis auszulösen. Die meisten die-

ser Modelle injizierten jedoch die Bakterien subkutan. Dies entspricht nicht 

dem natürlichen Infektionsweg. Vor kurzem wurde ein Infektionsmodell mit 

epikutaner Inokulation der Bakterien beschrieben, bei dem die epitheliale 

Barriere der Haut durch mechanische Schädigung mittels eines Pflasters 

(tapestripping) leicht permeabilisiert wurde (Hahn et al., 2009; Onunkwo et 

al., 2010). In den beiden Publikationen wurde jedoch nur die bakterielle 

Invasion untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Modell erwei-

tert. Die Korrelation zwischen der Schädigung der epithelialen Barriere 

und der Besiedlung und Persistenz von S. aureus sowie der Induktion an-

timikrobieller Peptide wurden analysiert. Dazu wurde Bakterien auf gesun-

de, leicht und stärker verwundete Haut epikutan aufgetragen, so dass der 

natürliche Weg der Infektion nachgestellt wurde. In diesem Modell lassen 

sich daher die Unterschiede zwischen gesunder Haut und Haut mit gestör-

ter epithelialer Barrierefunktion, wie z.Bsp. in atopischer Dermatitis, nach-

stellen. Es konnte festgestellt werden, dass die Persistenz der Bakterien in 

stärker geschädigter Haut deutlich verlängert war, während gleichzeitig 

verstärkt antimikrobielle Peptide exprimiert wurden. Im Mausmodell über-

wiegen also zunächst die besseren Lebensbedingungen, wie reichliches 

Nahrungsangebot des Körpers und feuchtes, warmes Klima in der Wunde 

gegenüber der Abwehrreaktion des Körpers. Dies entspricht der in vivo 
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Situation bei Hauterkrankungen mit gestörter Barrierefunktion. So findet 

man S. aureus selten auf gesunder Haut, während Patienten mit atopi-

scher Dermatitis häufig eine Besiedelung mit S. aureus Bakterien aufwei-

sen (Harder et al., 2011; Schittek, 2011). Daher ist das etablierte Modell 

ausgezeichnet geeignet, um Unterschiede in der Kolonisierung der Haut 

sowie Unterschiede in der Infektionsabwehr zwischen gesunder Haut und  

geschädigter Haut näher zu untersuchen. 

 

5.8 Ausblick 

 

Obwohl es zunehmend klinische Evidenz gibt, dass probiotische oder 

kommensale Bakterien wichtig für die Infektionsabwehr sind, besteht über 

die zugrundeliegenden biologischen Mechanismen Unklarheit. In der vor-

liegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass kommensale Bakterien im 

Vergleich zu Pathogenen unterschiedliche Signalwege aktivieren, um eine 

Immunkonditionierung von Epitheloberflächen zu erreichen. In weiterfüh-

renden Untersuchungen soll insbesondere der Effekt von Staphylococcus 

epidermidis auf die Aktivierung protektiver TLR2/NFκB und EGFR-

Signalwege und die Induktion der Expression antimikrobieller Peptide, so-

wie auf die Aufhebung der Staphylococcus aureus induzierten NFκB-

Inhibition näher untersucht werden. Dazu sollen Hautexplantate, organo-

typische Hautmodelle und das in der vorliegenden Arbeit etablierte epi-

kutane Maus-Hautinfektionsmodell verwendet werden. Das Mausmodell 

bietet durch den Einsatz von TLR2, TLR9 sowie MyD88 knockout Mäusen 

die Möglichkeit, den Einfluß einzelner Bestandteile der Signalwege ge-

trennt zu untersuchen. 

Ebenso interessant ist die Frage, welche bakteriellen Komponenten für die 

Induktion der IκB Proteinexpression durch S. aureus verantwortlich sind 

und welche bakteriellen Faktoren von S. epidermidis in der Lage sind, die-

sen Effekt wieder aufzuheben. Dazu kann das bakteriell konditionierte 

Medium mittels Gelfiltration fraktioniert werden, die einzelnen Fraktionen  

in vitro auf ihre Wirksamkeit getestet und schließlich die Komponenten, 

gegebenenfalls nach weiterer Aufreinigung, mittels massen-

spektroskopischer Analytik identifiziert werden. 
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In vitro Experimente mit primären humanen Keratinozyten sollen des Wei-

teren zeigen, welche anderen Signalwege zur differentiellen Induktion der 

antimikrobiellen Peptide führen. Hierfür bieten sich moderne Phospho-

Proteom Analysen an, deren Ergebnisse anschließend über Western-Blot 

bestätigt werden können. Auch die Frage, ob und wie die Expression von 

proinflammatorischen Zytokinen durch Faktoren von S. epidermidis,        

S. aureus bzw. deren Kombination verändert wird, ist bisher noch offen. 

Schließlich bleibt zu klären, wie eine Entzündungsreaktion, die Ko-

lonisierung von Kommensalen und Pathogen auf der Haut beeinflusst.  
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6 Zusammenfassung 
 

Obwohl es zunehmend klinische Evidenz gibt, dass probiotische oder 

kommensale Bakterien wichtig für die Infektionsabwehr pathogener Mikro-

organismen sind, besteht über die zugrundeliegenden biologischen      

Mechanismen Unklarheit. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt wer-

den, dass kommensale und pathogene Staphylokokken in primären      

humanen Keratinozyten die antimkrobiellen Peptide/Proteine HBD-3 und 

RNase7 unterschiedlich stark induzieren konnten. Dazu aktivierten sie 

verschiedene Signalwege. S. epidermidis führte nur zu einer geringen  

Induktion von HBD-3 und RNase7, welche über die TLR2/NFκB- und 

EGFR-Signalwege vermittelt wurde. S .aureus führte hingegen zu einer 

starken Erhöhung der HBD-3 und RNase7 Expression, die jedoch un-

abhängig von den genannten Signalwegen erfolgte. Stattdessen war die-

ses Pathogen in der Lage, den NFκB Signalweg zu hemmen, indem der 

NFκB-Inhibitor Iκb vermehrt exprimiert wurde. Kommensale Staphylo-

kokken waren in der Lage, diese Inhibition des NFκB-Signalweges auf-

zuheben. Dies führte zu einer Amplifikation der antimikrobiellen Antwort 

der primären humanen Keratinozyten. Somit können die von beiden 

Staphylokkenspezies aktivierten Signalwege synergistisch zusammen-

wirken und zu einer verbesserten Infektionsabwehr führen. 

Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein epikutanes Hautinfektionsmodell in der 

Maus etabliert, um die in vitro erhobenen Daten in vivo zu überprüfen. Zu-

nächst konnte gezeigt werden, dass S. aureus die Induktion antimikrobiel-

ler Peptide in der Haut der Mäuse bewirkt. Zusätzlich konnten, in Abhän-

gigkeit von einer vorherigen Schädigung der Haut, Unterschiede in der 

Kolonisierung der Haut beobachtet werden. So führte eine Schädigung der 

Haut durch „Tapestripping“ zu verlängerter Persistenz der Bakterien, bei 

gleichzeitig stark erhöhter Expression antimikrobieller Peptide.  

Die Arbeit leistet einen wichtigen Beitrag zur Aufklärung der Mechanis-

men, mit der die Haut zwischen kommensalen und pathogenen Mikroor-

ganismen unterscheiden kann. Die Fähigkeit von kommensalen Bakterien 

die angeborene Immunantwort zu verstärken trägt dazu bei, schädliche 

Mikroorganismen von der gesunden Haut fernzuhalten. Erst bei         
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Schädigungen der epithelialen Barriere durch Verwundung oder Entzün-

dungsreaktionen kommt es zu einer Kolonisierung bzw. Infektion mit     

Pathogenen. Es ist sicherlich denkbar, wirksame Komponenten kommen-

saler Bakterien therapeutisch, zur Steigerung der Abwehrreaktion, bei In-

fektionen der Haut einzusetzen. 
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