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Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.   Abbildung 

ABTS   2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) 

AdipoR   Adiponektin-Rezeptor 

AG   Arbeitsgruppe 

AMP   antimikrobielles Peptid/Protein 

Aqua ad in.  Aqua ad iniectabilia, Wasser zu Injektionszwecken 

bFGF   basic fibroblast growth factor, elementarer Fibroblasten-Wachstumsfaktor 

BSA   bovines Serumalbumin 

CaCl2   Kalziumchlorid 

CAU   Christian-Albrechts-Universität 
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ELISA   enzyme-linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter Immuno- 
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FRET   Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer 

HaCaT   Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes, immortalisierte, 
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hBD   humanes β-Defensin 

HB-EGF   heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor, Heparin- 

bindender EGF-ähnlicher Wachstumsfaktor 

HCl   Salzsäure 

HLA   humanes Leukozyten-Antigen 

HPRT   Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 

IFN   Interferon 

IGF   insuline-like growth factor, Insulin-ähnlicher  Wachstumsfaktor 

IL   Interleukin 
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KGF   keratinocyte growth factor, Keratinozyten-Wachstumsfaktor 

KGM2   keratinocyte growth medium 2, Medium zur Zellkultur von Keratinozyten 

KH2PO4   Kaliumdihydrogenphosphat 

Lsg.   Lösung 

M   Molar (mol/l) 

Min.   Minute(n) 

mM   Milli-Molar (mmol/l) 
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mRNA   messenger RNA, Boten-RNA 
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Na2CO3   Natriumcarbonat wasserfrei 
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PBS   phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 

PDGF   platelet-derived growth factor, aus Thrombozyten freigesetzter Wachstums- 

faktor 

POD   Peroxidase 

RNA   ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

ROX   6-Carboxy-X-rhodamin 

RT   Raumtemperatur 

RTq-PCR  real-time quantitative polymerase chain reaction, quantitative Echtzeit- 

Polymerase-Kettenreaktion 

s.   siehe 

SAK   Sekundärantikörper 

Sek.   Sekunde(n) 

Tab.   Tabelle 

TAK   transforming-growth factor β-activated kinase, durch TGF-β aktivierte Kinase 
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1. Einleitung 

1.1 Hintergrund 

Die Psoriasis (syn. Schuppenflechte) ist eine chronisch-entzündliche Hauterkrankung, die in 

westlichen Industrienationen mit einer Prävalenz von 2-3 % auftritt. In Deutschland sind daher etwa 

2 Millionen Menschen von dieser Erkrankung betroffen (Mrowietz und Reich 2009). Angesichts der 

Häufigkeit und der Höhe der Therapiekosten ist die Psoriasis von erheblicher volkswirtschaftlicher 

Bedeutung, zudem führt die Erkrankung aufgrund der ausgeprägten Hautveränderungen zu einer 

deutlichen Reduktion der Lebensqualität und einer starken psychischen Beeinträchtigung der 

Patienten (Rapp et al. 1999, Dubertret et al. 2006). 

Die Psoriasis stellt eine chronisch-rezidivierende entzündliche Hauterkrankung dar, bei der es zu 

epidermaler Hyperproliferation und Veränderung der Zelldifferenzierung kommt. Dabei stellt der 

scharf demarkierte erythrosquamöse Plaque die Leiteffloreszenz dieser Erkrankung dar. Typische 

Prädilektionsstellen sind der behaarte Kopf, die Streckseiten der Extremitäten sowie die Sakralregion. 

Neben den Hautveränderungen kann es auch zu Nagelveränderungen kommen (Wolff et al. 2007). 

Die häufigste Form der Erkrankung ist die Psoriasis vulgaris. Sie verläuft chronisch-stationär und ist 

durch großflächige Plaques gekennzeichnet. Hiervon wird die Psoriasis guttata unterschieden, die 

sich durch kleinere punktförmige Plaques am gesamten Integument auszeichnet. Diese Form tritt oft 

postinfektiös auf und stellt häufig die Erstmanifestation einer Psoriasis dar. Sonderformen wie 

Psoriasis inversa bzw. intertriginöse Psoriasis (Befall von sonst ausgesparten Regionen wie 

Genitalregion bzw. intertriginöse Areale) und Psoriasis pustulosa (Entwicklung von sterilen Pusteln 

am gesamten Integument) werden unterschieden, selten kommt es zur psoriatischen Erythrodermie. 

In etwa 20 % der Fälle entwickelt sich eine als Psoriasisarthritis bezeichnete entzündliche Erkrankung 

der Gelenke, oft nach lange bestehender kutaner Manifestation, selten jedoch auch vor oder ohne 

Beteiligung der Haut (Wolff et al. 2007). 

Darüberhinaus werden zwei Krankheitstypen unterschieden. Die Typ 1- oder „early onset“ Psoriasis 

mit einem Inzidenzgipfel in der 2. und 3. Lebensdekade tritt in 70 % der Fälle auf und ist durch einen 

schwereren Verlauf und schlechteres Therapieansprechen gekennzeichnet, die Schuppenflechte 

kommt hier familiär gehäuft vor und ist in 40 % der Fälle mit bestimmten Merkmalen von humanen 

Leukozyten-Antigen (HLA)-Molekülen verknüpft (HLA-Cw6 und -DR7). Bei der Typ 2- oder „late onset“ 

Psoriasis, die einen Inzidenzgipfel in der 5. und 6. Lebensdekade aufweist, gibt es dagegen häufig 

weder eine positive Familienananmese noch eine Assoziation mit HLA-Eigenschaften, insgesamt 

verläuft die Erkrankung vielfach milder (Henseler und Christophers 1985).  
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Die genetischen Grundlagen der Psoriasis sind Gegenstand aktueller Forschung, es wird jedoch als 

gesichert angesehen, dass der Schuppenflechte ein multigenetischer Vererbungsmechanismus 

zugrunde liegt. Die wenigen Gene, für die bislang eine Assoziation mit der Erkrankung belegt ist, 

scheinen dabei größtenteils für Proteine mit immunologischen Funktionen zu kodieren (Bowcock und 

Krueger 2005, Liu et al. 2007, Strange et al. 2010). 

Auch die Pathogenese der Psoriasis ist bislang nur unvollständig verstanden. Grundlegend scheint es 

sich um einen Zustand chronischer Entzündung zu handeln, in dem die Interaktion von Komponenten 

des angeborenen und erworbenen Immunsystems eine zentrale Rolle spielt (Schröder et al. 2006). 

Dabei scheint die Aktivierung von T-Zellen, vermutlich durch dendritische Zellen vermittelt, eine 

Schlüsselrolle einzunehmen. Es wird außerdem angenommen, dass eine gegenseitige Beeinflussung 

zwischen den Immunzellen und den Keratinozyten stattfindet (Lowes 2007). 

Patienten mit Psoriasis leiden im Vergleich zu Individuen ohne Schuppenflechte etwa doppelt so 

häufig an Erkrankungen wie Adipositas, koronarer Herzkrankheit, Hypertonus, Insulinresistenz bzw. 

Diabetes mellitus Typ 2 sowie dem Vollbild des metabolischen Syndroms (Lindegård 1986, Henseler 

und Christophers 1995), was mit einer Erhöhung der Morbidität und Mortalität einhergeht (Mrowietz 

et al. 2006, Gerdes und Mrowietz 2009). Es wird vermutet, dass diese Begleiterkrankungen durch den 

bei Psoriasis bestehenden chronischen Entzündungszustand verstärkt werden (Christophers 2007). 

Darüberhinaus haben Psoriasispatienten ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung kardiovaskulärer 

Komplikationen wie Arteriosklerose von Koronargefäßen, Myokardinfarkt oder zerebralem Insult 

(Gelfand et al. 2006, Cohen et al. 2008, Augustin et al. 2010). 

 

Antimikrobielle Peptide bei Psoriasis 

Eine weiteres Merkmal der Psoriasis ist die vermehrte Expression von antimikrobiellen Peptiden 

(AMP) sowohl in läsionaler als auch in nicht befallener Haut der Patienten (Harder et al. 2010). Einige 

der heute bekannten AMP wurden sogar erstmalig in den Schuppen von Psoriasispatienten entdeckt, 

da diese trotz der ausgeprägten Barrierestörung der Haut nur selten Hautinfektionen aufweisen 

(Henseler und Christophers 1995, Harder et al. 1997, Harder et al. 2001).  

AMP sind Bestandteile des angeborenen Immunsystems und werden vor allem von Epithelzellen der 

Haut und Schleimhaut sowohl konstitutiv als auch induzierbar exprimiert. Die kleinen endogenen 

Peptide werden auch als Antibiotika der Haut bezeichnet und sind gegen eine Vielzahl von 

Mikroorganismen einschließlich multiresistenter Bakterienstämme wirksam, darüberhinaus scheinen 

sie auch immunmodulatorische Wirkung zu haben (Harder et al. 2007). 

Der genaue Wirkmechanismus ist bei den meisten beschriebenen AMP noch unklar. Angenommen 

wird, dass die kleinen kationischen Peptide elektrostatisch an die negativ geladene 
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Bakterienmembran binden und zu einer Desintegration der Membran mit anschließender Lyse des 

Bakteriums  führen  (Brogden  2005).  Ein  weiterer  Wirkmechanismus  von  AMP  ist  der  Entzug 

essentieller Ionen (z.B. Zink bei Psoriasin, Gläser et al. 2005). 

Es wird auch vermutet, dass AMP an der Pathogenese einer Reihe chronisch‐entzündlicher Erkran‐

kungen wie Morbus Crohn, cystischer Fibrose und Psoriasis beteiligt sein könnten, da hier ein verän‐

dertes Expressionsprofil dieser Peptide gezeigt werden konnte (Harder et al. 2007). Bei Patienten mit 

Psoriasis  wurde  mehrheitlich  eine  deutliche  Erhöhung  der  AMP‐Expression  und  ‐Freisetzung 

nachgewiesen,  besonders  belegt  ist  dies  für  Psoriasin  (S100A7),  RNase  7  und  die  humanen  β‐

Defensine (hBD)‐2 und ‐3 (de Jongh et al. 2005, Gambichler et al. 2008, Harder et al. 2010). 

HBD‐2 wurde als erstes der humanen antimikrobiellen Peptide aus psoriatischen Schuppen  isoliert 

(Harder et al. 1997). Es wird außer von Keratinozyten u.a. auch von Zellen des Gastrointestinaltrakts 

und von Chondrozyten exprimiert  (Harder et al. 1997, Varoga et al. 2004),  seine Freisetzung kann 

dabei durch Tumornekrosefaktor (TNF)‐α, Interferon (IFN)‐γ, Interleukin (IL)‐1β, ‐17 und ‐22 induziert 

werden (Harder et al. 2007). Das Peptid  ist vor allem gegen gramnegative Bakterien und Pilze aktiv 

(Harder  et  al.  1997,  Schröder  und  Harder  1999)  und  wirkt  darüberhinaus  chemotaktisch  auf 

Immunzellen (Yang et al. 1999, Niyonsaba et al. 2002, Niyonsaba et al. 2004). 

HBD‐3 wird hauptsächlich  in Keratinozyten und Atemwegsepithel exprimiert, seine Freisetzung wird 

durch Kontakt mit Bakterien und durch Stimulation mit TNF‐α und IFN‐γ angeregt (Harder et al. 2001, 

Garcia  et  al.  2001).  Seine  antimikrobielle  Aktivität  umfasst  ein  breites  Spektrum  an  Bakterien 

inklusive multiresistenter  Keime  und  Pilze,  auch  eine möglich  antivirale Wirkung  wird  diskutiert 

(Harder  et  al.  2001, Garcia  et  al.  2001, Quinones‐Mateu  et  al.  2003, Hazrati  et  al.  2006). HBD‐3 

vermittelt  außerdem  Chemotaxis  von Monozyten  und  kann Mastzellen  rekrutieren  und  aktivieren 

(Wu et al. 2003, Chen et al. 2007). 

Das S‐100 Protein Psoriasin wurde ursprünglich  in  läsionaler Haut von Psoriasis‐Patienten entdeckt 

(Madsen et al. 1991). Psoriasin ist das vorherrschende antimikrobielle Peptid der menschlichen Haut, 

das bereits  in niedrigen mikromolaren Konzentrationen hohe Aktivität gegen Escherichia coli (E.coli) 

zeigt (Gläser et al. 2005). Bekannte Induktoren der Freisetzung von Psoriasin aus Keratinozyten sind 

neben den Bakterien selbst IL‐1β, TNF‐α, UV‐Licht sowie eine Barrierestörung der Haut (Gläser et al. 

2005, Gläser et al. 2009a, Gläser et al. 2009b). 

RNase  7  gehört  zu  der  RNase  A‐Superfamilie,  deren  gemeinsame  Eigenschaft  die  Fähigkeit  zum 

Abbau  von  RNA  ist. Die  Freisetzung  des  konstitutiv  exprimierten  Peptids  kann  durch  Kontakt mit 

Bakterien,  IL‐1β  und  IFN‐γ  verstärkt  werden,  dabei  weist  RNase  7  bereits  in  nanomolekularen 

Konzentrationen  ein  breites  antimikrobielles  Spektrum  gegen  Bakterien  einschließlich 

multiresistenter Stämme und gegen Pilze auf (Harder und Schröder 2002). 
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Adipokine bei Psoriasis 

Ein weiteres Merkmal von Patienten mit Psoriasis ist die veränderte Freisetzung von Adipokinen 

(Johnston et al. 2008, Kaur et al. 2008, Gerdes et al. 2011). Dabei handelt es sich um eine Gruppe 

bioaktiver Polypeptide, die hauptsächlich von Fettzellen produziert werden. Zu den Adipokinen 

werden u.a. Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin gezählt, außerdem Zytokine des 

Immunsystems wie TNF-α, IL-1β und IL-6 (Desruisseaux et al. 2007, Deng und Scherer 2010). Sie 

haben vielfältige metabolische und immunologische Funktionen und beeinflussen beispielsweise den 

Fett- und Glukosestoffwechsel, die Hämostase, aber auch die Entstehung von Arteriosklerose (Deng 

und Scherer 2010, Ouchi et al. 2011). Das Zusammenspiel einiger Adipokine zeigt Abb. 1: so steigern 

z.B. Leptin, Resistin und Visfatin nachweislich die Expression der proinflammatorischen Zytokine TNF-

α und IL-6, Adiponektin dagegen supprimiert deren Freisetzung (Rabe et al. 2008, Gerdes et al. 2011). 

 

 

 

Die Veränderungen im Adipokin-Sekretionsprofil von Patienten mit Psoriasis wurden in ähnlicher 

Weise auch bei Adipositas gefunden (Considine et al. 1996, Arita et al. 1999, Cnop et al. 2003), es 

zeigten sich verminderte Serumspiegel von Adiponektin bei gleichzeitig erhöhter Sekretion von 

Leptin und Resistin (Johnston et al. 2008, Kaur et al. 2008, Takahashi et al. 2008). Auch für Visfatin 

konnte bei Patienten mit Psoriasis mittels Genexpressionsanalyse eine Hochregulation in den 

mononukleären Zellen des peripheren Blutes und in Hautproben nachgewiesen werden (Zhou et al. 

2003, Koczan et al. 2005). Dabei wird vermutet, dass das gleichzeitige Auftreten von Adipositas und 

Psoriasis zu Interaktionen der beiden Erkrankungen führen könnte, wobei Adipokine zumindest 

teilweise eine Rolle spielen und zu den mit der Schuppenflechte assoziierten Begleiterkrankungen 

beitragen könnten (Gerdes et al. 2011).  

Abb. 1 Wechselwirkungen verschiedener Adipokine.  

[Quelle: modifiziert nach: Rabe et al., 2008; Gerdes et al., 2011] 
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Adiponektin fördert unter anderem die Glukoseaufnahme in Leber- und Muskelzellen, stimuliert die 

Insulinsekretion und wirkt antiatherogen (Okamoto et al. 2006, Deng und Scherer 2010). 

Nachweislich haben Patienten mit verminderten Adiponektin-Serumleveln ein erhöhtes Risiko, an 

Diabetes mellitus Typ 2, Hypertension oder Dyslipiproteinämie zu erkranken (Iwashima et al. 2004, 

Okamoto et al. 2006). Insgesamt werden Adiponektin entzündungshemmende Funktionen wie die 

Induktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und des IL-1-Rezeptorantagonisten 

zugeschrieben (Wolf et al. 2004). 

Als Gegenspieler von Adiponektin verstärkt Leptin eine Insulin-Resistenz, die bei Adipositas, aber 

auch bei Patienten mit Psoriasis vermehrt zu beobachten ist (Rabe et al. 2008). Außerdem ist das 

Adipokin an der Steuerung der Nahrungsaufnahme und des Hungergefühls durch den Hypothalamus 

beteiligt (Schwartz et al. 2000). Leptin wirkt größtenteils proinflammatorisch, so wurden neben der 

Induktion proinflammatorischer Zytokine auch Einflüsse auf T-Lymphozyten und Monozyten 

beschrieben (Fantuzzi 2005), darüberhinaus scheint es chemotaktisch auf verschiedene Immunzellen 

zu wirken (Ottonello et al. 2004, Gruen et al. 2007). 

Auch Resistin führt im Tiermodell zur Insulin-Resistenz, seine genaue Funktion im Menschen ist 

jedoch nicht bekannt. Neuere Daten weisen auf eine Rolle in entzündlichen Prozessen hin (Rabe et al. 

2008, Deng und Scherer 2010), so wird beispielsweise eine Assoziation des Adipokins mit 

rheumatoider Arthritis und chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen diskutiert (Senolt et al. 

2007, Konrad et al. 2007). Auch ein Zusammenhang mit Arteriosklerose und koronarer 

Herzerkrankung wird beschrieben (Reilly et al. 2005, Filkova et al. 2009), desweiteren korrelieren 

Resistinkonzentrationen mit inflammatorischen Markern wie dem C-reaktiven Protein (Shetty et al. 

2004, Reilly et al. 2005). 

Über die Funktionen von Visfatin, das zunächst als „Pre-B cell colony-enhancing factor“ entdeckt und 

später den Adipokinen zugeordnet wurde, ist bisher ebenfalls wenig bekannt (Samal et al. 1994, 

Fukuhara et al. 2005). Es scheint eine Rolle in der Energie-Homöostase der Zelle zu spielen und weist 

vermutlich Insulin-mimetische Eigenschaften auf (Rongvaux et al. 2002, Fukuhara et al. 2005, Luk et 

al. 2008). Erhöhte Serumspiegel finden sich bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und 

metabolischem Syndrom (Chang et al. 2010). Bekannte immunologische Funktionen von Visfatin sind 

u.a. Inhibition der Apoptose von neutrophilen Granulozyten, Induktion proinflammatorischer 

Zytokine in Monozyten und Förderung der Aktivierung von T-Zellen (Jia et al. 2004, Moschen et al. 

2007, Tilg und Moschen 2008). 
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1.2 Zielsetzung 

Die veränderte Freisetzung der Adipokine bei Psoriasis wird bislang vor allem mit der Entwicklung 

von metabolischen Begleiterkrankungen in Verbindung gebracht (Johnston et al. 2008, Shakery et al. 

2009), während die vermehrte Expression und Sekretion verschiedener AMP als Zeichen einer 

Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch Psoriasis-bedingte proinflammatorische Stimuli 

gedeutet wird (Mrowietz und Reich 2009). Beide Eigenschaften werden in der aktuellen Literatur 

jedoch nicht miteinander in Verbindung gebracht. 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu untersuchen, ob Adipokine einen direkten Einfluss auf 

die Freisetzung von AMP durch Keratinozyten haben. Hintergrund ist die zum jetzigen Zeitpunkt nur 

unvollständig verstandene Pathogenese der Psoriasis, in die genetische und immunologische 

Vorgänge involviert scheinen. Ob die AMP an der Genese oder Aufrechterhaltung der Erkrankung 

beteiligt sind ist unklar, ein stimulierender Einfluss der Peptide auf Immunzellen ist jedoch bekannt. 

Gleiches gilt für die ebenfalls immunologisch wirksamen Adipokine, deren Rolle bei der Entstehung 

der Psoriasis und deren Begleiterkrankungen ebenfalls noch nicht geklärt ist.  

 

Um in der vorliegenden Arbeit den direkten Einfluss von Adipokinen auf die Freisetzung von 

antimikrobiellen Peptiden zu untersuchen, sollten primäre humane epidermale Keratinozyten (NHEK) 

mit verschiedenen Adipokinen inkubiert und anschließend die Expression von Boten-RNA (mRNA) 

mehrerer AMP mithilfe von quantitativer real-time Polymerase-Kettenreaktion (RTq-PCR) analysiert 

werden. Die Sekretion der AMP sollte zusätzlich mittels Immunoadsorptionstest (ELISA) analysiert 

werden. 

Zur Stimulation der Keratinozyten wurden Adipokine gewählt, die von vielen Autoren als wichtigste 

Vertreter dieser Stoffklasse bezeichnet werden: Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin. Für jedes 

dieser Adipokine war in der Literatur eine veränderte Freisetzung bei Psoriasis mehrfach belegt 

(Steppan et al. 2001, Desruisseaux et al. 2007, Kaur et al. 2008, Johnston et al. 2008). Vier 

repräsentative AMP verschiedener Familien, bei denen eine vermehrte Freisetzung bei Psoriasis 

nachgewiesen ist (Harder et al. 2010), sollten im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich ihrer Expression 

und Sekretion unter dem Einfluss der Adipokine untersucht werden. Dazu wurden mit Psoriasin und 

RNase7 zwei konstitutiv exprimierte AMP ausgewählt, während die humanen β-Defensine 2 und 3 

Vertreter der induzierbaren AMP darstellen. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) Roche Diagnostics, Mannheim 

(ABTS) 

Aqua ad iniectabilia (Aqua ad in.)   DeltaSelect, Pfullingen 

bovines Serumalbumin (BSA; 1 %)   Sigma-Aldrich, Steinheim 

Chloroform      BÜFA, Lübeck 

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat    Merck, Darmstadt 

(Na2HPO4 ∙ 2 H2O) 

Ethanol       BÜFA, Lübeck 

Isopropanol      BÜFA, Lübeck 

Kaliumchlorid (KCl)     Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)   Merck, Darmstadt 

Natriumcarbonat (Na2CO3)    Merck, Darmstadt 

Natriumbikarbonat (NaHCO3)     Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl)     Merck, Darmstadt 

Salzsäure (HCl)      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Streptavidin-Peroxidase-Konjugat   Roche Diagnostics, Mannheim 

Tween® 20 (100 %)     Sigma-Aldrich, Steinheim 

TRIzol®-Reagenz     Invitrogen, Carlsbad (USA) 

Trypanblau      Merck, Darmstadt 

 

2.1.2 Geräte 

Absauggerät      Flaem Nuova, San Martino della Battaglia 

       (Italien) 

Inkubator      Forma Scientific, Marietta (USA) 

Laminar-Flow-Bench     Heraeus Instruments, Hanau 

Waschgerät für Mikrotiterplatten   BioTek, Bad Friedrichshall 

Mikroskop      Carl Zeiss, Jena 

Mikrotiterplatten-Photometer    Tecan, Crailsheim 

PCR-Plattform      7300 Real Time PCR System, Applied 

Biosystems, Branchburg (USA) 
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pH-Meter      Hanna Instruments, Kehl am Rhein 

Pipetten und Pipettenspitzen    Eppendorf, Hamburg 

       Greiner Bio-One, Frickenhausen  

Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

       Sarstedt, Nümbrecht 

Plattformschüttler     Heidolph, Kehlheim 

Schüttelapparat     Scientifc Industries, Bohemia (USA) 

Thermocycler      Biometra, Göttingen 

UV/VIS-Spektrophotometer    NanoDrop 1000™, Thermo Scientific, 

(zur Quantifizierung der RNA)    Wilmington (USA) 

Wasserbad      GFL, Burgwedel 

Zentrifuge      Eppendorf, Hamburg 

 

2.1.3 Einwegmaterialien 

24-Loch-Kulturplatten     Sarstedt, Nümbrecht 

96-Loch-Platte (zur Durchführung der PCR)  Applied Biosystems, Branchburg (USA) 

96-Loch-Platte (zur Durchführung der ELISAs)  Thermo Fisher Scientific, Langenselbold 

Okklusionspflaster     Epitest Ltd. Oy, Tuusula (Finnland) 

Reaktionsgefäße (1,5 ml)    Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße (50 ml)    Sarstedt, Nümbrecht 

Spritzenfilter      Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturflaschen (200 ml, 75 cm2)   Sarstedt, Nümbrecht 

 

2.1.4 Zellkultur 

Zellkultur 

normale humane epidermale Keratinozyten (NHEK) Promocell, Heidelberg 

Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2)  PromoCell, Heidelberg 

serumfrei 

supplementiert mit   

0,004 ml/ml bovinem Hypophysenextrakt 

0,125 ng/ml rekombinantem Human-EGF 

5 µg/ml rekombinantem Human-Insulin 

0,33 µg/ml Hydrocortison 

0,39 µg/ml Adrenalin 

10 µg/ml humanem Transferrin  
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0,15 mM CaCl2 

Spülpuffer (Phosphate Buffered Saline; PBS)  PAA Laboratories GmbH, Pasching  

(Österreich) 

Subkultivierung 

Trypsin/EDTA- Lösung (0,025 %/0,01 %)   Promocell, Heidelberg 

Trypsin-neutralisierende Lösung (TNS; 0,05 %)  Promocell, Heidelberg 

Neubauer-Zählkammer     LO Laboroptik, Friedrichsdorf 

 

Zusätze (rekombinant) 

Adiponektin      ProSpec – Tany TechnoGene, Rehovot (Israel) 

Endkonzentrationen 50/100/500/1000 ng/ml 

Leptin       ProSpec – Tany TechnoGene, Rehovot 

Endkonz. 100 ng/ml 

Resistin       ProSpec – Tany TechnoGene, Rehovot 

Endkonz. 100 ng/ml 

Visfatin       Axxora Deutschland, Lörrach 

Endkonz. 100 ng/ml 

 

2.1.5 Oligonukleotide, Kits und Antikörper 

Oligonukleotide 

zur cDNA-Synthese: 

Oligo-d(T)n-Primer     Fermentas, St.Leon-Rot 

Sequenz: 5‘-TTTTTTTTTTTTTTT-3‘ 

 

Kits 

zur Reversen Transkription: 

SuperScript® II RT Set     Invitrogen, Carlsbad 

zur PCR:  

TaqMan™ Universal PCR Master Mix   Applied Biosystems, Branchburg (USA) 

TaqMan™ Gene Expression Assays    Applied Biosystems, Branchburg (USA) 

 
Die zur Amplifikation eines Gens benötigten Materialien wurden in einem vorgefertigten Kit vom 

Hersteller bezogen. Die für jedes Gen-Produkt einzeln bezogenen Kits enthielten jeweils zwei 

unmarkierte, genspezifische Primer sowie die mit den FAM- und TAMRA-Farbstoffen markierte 
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TaqMan™-Sonde, die sequenzspezifisch zwischen den beiden Primern bindet, außerdem einen 

passiven Referenzfarbstoff (ROX). 

 

Antikörper und Standards für ELISA 

Eine Übersicht über die verwendeten Antikörper und Standards gibt Tab. 1. Die in der vorliegenden 

Arbeit verwendeten polyklonalen Antikörper gegen RNase 7 wurden von der Arbeitsgruppe Harder 

der Dermatologie der CAU hergestellt und freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Zur Synthese der 

Antikörper wurden Versuchstiere mit dem natürlichen Antigen immunisiert und nach Standard-

methoden Antikörper generiert (Köten et al. 2009). Auch die Standards mit dem RNase 7-Antigen, 

das aus humaner Haut gewonnen wurde, wurden freundlicherweise von der AG Harder zur 

Verfügung gestellt. 

 

Primäre Antikörper 

 RNase 7 hBD-3 

Art 

Spezies 

Endkonzentration 

Hersteller 

polyklonal 

Ziege 

1 µg/ml 

Institut 

polyklonal 

Kaninchen 

0,6 µg/ml 

Acris, Herford 

Sekundäre Antikörper [biotinyliert] 

 RNase 7 hBD-3 

AK 

Art 

Endkonzentration 

Hersteller 

Ziege 

polyklonal 

1,3 µg/ml 

Institut 

Kaninchen 

polyklonal 

0,25 µg/ml 

Acris, Herford 

Standards 

 RNase 7 hBD-3 

Hersteller Institut tebu-bio, 

Offenbach 

        Tab. 1 Verwendete Antikörper und Standards für ELISA. 

 

2.1.6 Puffer und Lösungen für ELISA 

Carbonat- 

puffer:  Stammlsg. A:  10,6 g Na2CO3 

ad 500 ml Aqua dest. 

Stammlsg. B: 8,4 g NaHCO3 

ad 500 ml Aqua dest. 

Mischung:  75 ml Lsg A + 175,4 ml Lsg B 

ad 1000 ml Aqua dest. 

pH 9,6 mit HCl eingestellt 
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PBS-Puffer:   8 g NaCl 

0,2 g KCl 

1,15 g Na2HPO4 ∙ 2 H2O 

0,2 g KH2PO4 

ad 1000 ml Aqua dest.  

pH 7,2 - 7,4 mit HCl eingestellt 

Blockierung:   PBS-Puffer 

1 % (w/v) BSA 

Waschpuffer:   1000 ml PBS-Puffer 

0,05 % (v/v) Tween® 20 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Keratinozyten 

Für die Versuche wurden primäre humane Keratinozyten der Firma Promocell, Heidelberg erworben, 

die aus juveniler Vorhaut gewonnen wurden. Die Zellen wurden in 75 cm2 großen Zellkulturflaschen 

mit 15 ml serumfreiem KGM2 bei wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit einem CO2-Gehalt von     

5 % und einer Temperatur von 37 °C kultiviert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Alle 

Arbeiten zur Zellkultur wurden unter einer sterilen Werkbank durchgeführt. 

2.2.2 Subkultivierung der Keratinozyten 

Keratinozyten der Passage 1 und 2 wurden subkultiviert, um die Zellmenge zu vergrößern. Zellen der 

3. Passage wurden zur Durchführung der Stimulationsversuche verwendet.  

Die Subkultivierung der Zellen erfolgte bei 80 % Konfluenz des Zellrasens, um eine 

Wachstumsinhibition zu vermeiden. Hierfür wurden die Zellen zweimal mit Spülpuffer gewaschen 

und 3 ml einer Trypsin-Lösung zugegeben. Nach fünfminütiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) 

wurde mikroskopisch der Ablösegrad der Zellen begutachtet. Nachdem die Zellen vom 

Flaschenboden gelöst waren, wurden 3 ml einer TNS-Lösung zur Beendigung der proteolytischen 

Reaktion zugegeben. Der Inhalt der Kulturflasche wurde in ein 50 ml-Reaktionsgefäß überführt und 

bei 1000 Umdrehungen pro Minute (UpM) und RT für 5 Minuten (Min.) zentrifugiert, der 

entstandene Überstand abgesaugt. Bei Zellen der Passage 1 und 2 wurde hier das entstandene 

Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert, in sterile, mit 14 ml vorgewärmtem Medium befüllte 

Kulturflaschen pipettiert und die Zellen erneut kultiviert. Zellen der Passage 3 wurden direkt für die 

Stimulationsversuche (s. Abschnitt 2.2.3) verwendet. 
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2.2.3 Stimulationsexperimente 

Für die Experimente wurden primäre Keratinozyten in einer Konzentration von 1x105 Zellen pro ml in 

24-Loch-Kulturplatten mit einem Volumen von 1 ml pro Kavität ausgesät. Zur Stimulation wurden die 

Zellen 24 Stunden nach Aussaat in die Platte einmal mit Spülpuffer gewaschen und anschließend die 

Stimulationslösungen mit einem Volumen von 1 ml pro Vertiefung aufgebracht. Zur Herstellung der 

Stimulationslösungen für die Versuche zur Zeitkinetik wurde KGM2 mit jeweils einem der Adipokine 

Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin in einer Konzentration von 100 ng/ml versetzt; für die 

Versuche zur Dosiskinetik von Adiponektin wurden Lösungen mit 50, 100, 500 und 1000 ng/ml 

Adiponektin in KGM2 angefertigt. Die Stammlösungen der Adipokine wurden in Aliqots à 100 µl bei  

-20°C aufbewahrt und zur Benutzung innerhalb von 90 Sekunden (Sek.) im Wasserbad bei 37 °C 

aufgetaut. 

Nach Auftrag der Adipokine wurden die Zellen für 24, 48 und 72 Stunden inkubiert, als Kontrolle 

dienten in nativem Kulturmedium inkubierte Keratinozyten. Zur Stimulation wurden jeweils Doppel-, 

zur Kontrolle Dreifachansätze durchgeführt. Der Einfluss verschiedener Adipokine wurde in drei 

unabhängigen Experimenten untersucht, die Untersuchungen mit verschiedenen Konzentrationen 

von Adiponektin wurden 2-fach unabhängig durchgeführt. 

Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Überstand aus den Vertiefungen der 24-Loch-Platte 

abpipettiert und 8 Min. bei 2000 UpM und 4 °C zentrifugiert, um eventuell enthaltene Zellen oder 

Zellbestandteile abzuscheiden. Nach Überpipettieren in neue Reaktionsgefäße in Aliquots à 750 µl 

wurden die Proben bis zur weiteren Untersuchung bei -70 °C gelagert.  

Nach Entfernen des Überstands aus den Vertiefungen der Kulturplatte wurden die Zellen mit TRIzol® 

lysiert (s. Abschnitt 2.2.4). 

2.2.4 RNA-Isolierung 

Die Isolierung der RNA aus den Keratinozyten erfolgte nach der Methode von Chomczynski und 

Sacchi (Ribaudo et al. 2001). Dafür wurden die Zellen nach Entfernung des Überstands zweimal mit 

Spülpuffer gewaschen und anschließend lysiert. Dazu wurden 500 µl TRIzol®-Reagenz in jede 

Vertiefung der 24-Loch-Platte gegeben und mehrmalig auf- und abpipettiert. TRIzol® enthält 

Guanidinisothiocyanat und Phenol und ist in der Lage, die Zellen und Zellkomponenten zu lysieren 

und gleichzeitig die Integrität der RNA, unter anderem durch Inhibition von RNasen, zu erhalten. Das 

Lysat wurde dann in ein neues Reaktionsgefäß überführt, 5 Min. bei RT inkubiert und 100 µl 

Chloroform zugegeben. Nach gründlicher Flüssig-Flüssig-Extraktion und anschließender 

Zentrifugation (15 Min. bei 13.000 UpM und 4 °C) resultierten drei Phasen. Die wässrige obere Phase, 

in der die RNA enthalten war, wurde in ein neues Reaktionsgefäß pipettiert, der Rest verworfen. Die 
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obere Phase wurde mit 250 µl Isopropanol versetzt und die RNA dadurch präzipitiert. Die Ausbeute 

der Fällung konnte durch Lagerung bei -20 °C für eine Stunde erhöht werden. Die gefällte RNA wurde 

durch Zentrifugation für 10 Min. bei 13.000 UpM und 4 °C pelletiert und nach Verwerfen des 

Überstandes mit 500 µl 75 %igem Ethanol gewaschen. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 11.000 

UpM und 4 °C wurde das Ethanol entfernt und das Pellet an der Luft getrocknet. Die RNA wurde mit 

20 µl Aqua ad in. versetzt und zur vollständigen Lösung für 10 Min. bei 56 °C inkubiert. Bis zur 

weiteren Verwendung wurden die Proben bei -70 °C gelagert. 

2.2.5 Bestimmung der RNA-Konzentration 

Die Quantifizierung der isolierten RNA erfolgte mithilfe eines UV/VIS-Spektrophotometers mit 

automatischer Quantifizierung. Die Absorption der RNA-Lösung wurde bei einer Wellenlänge von 260 

nm gemessen. Zur Bestimmung der Reinheit der Probe wurde der Quotient aus den Extinktionen bei 

260 und 280 nm, dem Absorptionsmaximum von Proteinen, herangezogen: A260 / A280. Der Quotient 

sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, andernfalls lag eine Verunreinigung der Probe z.B. durch Proteine 

oder Phenol vor.  

2.2.6 Reverse Transkription von RNA (cDNA-Synthese) 

Zur weiteren Analyse wurde die aus den Zellen isolierte RNA in stabilere komplemetäre DNA (cDNA) 

umgeschrieben. Diese Reaktion wird durch das Enzym Reverse Transkriptase katalysiert, das 

zunächst an die mRNA bindet und einen ersten cDNA-Strang synthetisiert, dann die mRNA abbaut 

und den zweiten Strang der cDNA produziert. Zum Start der Synthese benötigt das Enzym einen 

Primer, ein kurzes einsträngiges Oligonukleotid mit freiem 3‘-Ende, das komplementär zur RNA ist. Zu 

diesem Zweck wurden Oligo-Thymin (Oligo-d(T))-Primer bestehend aus 15-20 desoxygenierten 

Thymin-Basen (d(T)s) verwendet, die an den Poly-(A)-Schwanz (A: Adenin) am 3‘-Ende der mRNA 

binden.  

Der Reaktionsansatz bestand aus 1 µg RNA, 1,5 µl 20 µM Oligo-d(T)-Primer und Aqua ad in., mit dem 

das Volumen des Gemischs auf 12,5 µl ergänzt wurde. Dieser Ansatz wurde in einem Thermoblock 10 

Min. auf 70 °C erhitzt und anschließend langsam auf RT abgekühlt, um die Sekundärstruktur der RNA 

aufzubrechen und  die Anlagerung der  Primer an  den RNA-Strang  zu ermöglichen.  Danach wurden 

4 µl Puffer (250 mM Tris-HCl, pH 8,3 bei RT), 2 µl  0,1 M Dithiothreitol (DTT) als Antioxidationsmittel, 

1 µl desoxygenierte Nukleotide (dNTPs) und 0,35 µl Superscript® (Reverse Transkriptase, 

SuperScript® II RT Set) zugegeben. Dieses Gemisch wurde für eine Stunde bei 42 °C, dem 

Temperaturoptimum der Reversen Transkriptase, inkubiert. Durch Anlagerung der dNTPs erfolgt in 

diesem Schritt die Synthese der cDNA. Im Anschluss wurde der Ansatz für 5 Min. auf 90 °C erhitzt, 
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was zur Inaktivierung des Enzyms und damit zur Beendigung der Reaktion führte. Die cDNA wurde bis 

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

2.2.7 Real-time quantitative PCR (RTq-PCR)  

Zur Untersuchung der Gen-Expression der AMP wurde die aus mRNA synthetisierte cDNA in der RTq-

PCR mithilfe genspezifischer Primer für Psoriasin (S100A7), RNase 7, hBD-2 und -3 amplifiziert. 

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein gängiges Verfahren zur Vervielfältigung spezifischer DNA-

Segmente, die dadurch analysiert werden können. Die real-time PCR stellt eine Weiterentwicklung 

der PCR dar und ermöglicht eine Quantifizierung der Reaktionsprodukte simultan zum Ablauf der 

Reaktion (Higuchi et al. 1992). Zur Vervielfältigung werden zwei spezifische Primer benötigt, die 

jeweils an einen der beiden komplementären Stränge der denaturierten Matrizen-DNA hybridisieren 

und dabei den zu amplifizierenden Bereich eingrenzen. Die Synthese der neuen DNA-Doppelstränge 

geschieht durch eine DNA-Polymerase, deren Startpunkt die beiden Primer darstellen. 

Das Prinzip der hier durchgeführten real-time TaqMan™ PCR zeigt Abb. 2. Die Besonderheit dieser 

Methode ist die Quantifizierung der PCR-Produkte durch Fluoreszenzmessung eines Reporter-

Farbstoffs (FAM: 6-Carboxy-Fluorescein; Emission bei 518 nm), der kovalent an das 5‘-Ende der 

TaqMan™-Sonde gebunden ist. Dieses Oligonukleotid bindet sequenzspezifisch an den zu 

amplifizierenden DNA-Bereich. An das 3‘-Ende der Sonde ist ein weiterer fluorogener Farbstoff 

gebunden, der „Quencher“ (TAMRA: 6-Carboxy-tetramethylrhodamin; Emission bei 582 nm). Wird 

der Reporter durch Licht der Wellenlänge 488 nm angeregt, kommt es zu einer strahlungsfreien 

Übertragung der entstehenden Energie, einem Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET), auf den 

Quencher. Dann ist lediglich die Fluoreszenz des Quenchers, jedoch kein Signal vom Reporter 

messbar. Sind Reporter und Quencher mehr als einige Nanometer voneinander entfernt, kann dieser 

Vorgang nicht ablaufen und der Reporter gibt seine Energie als Fluoreszenz ab. Zur Entfernung der 

beiden Farbstoffe voneinander kommt es, wenn die TaqMan™-Sonde während der Doppelstrang-

Synthese durch die DNA-Polymerase hydrolysiert wird. Diese synthetisiert in 5‘-3‘-Richtung und 

besitzt zusätzlich eine 5‘-3‘-Exonuclease-Aktivität, mit der sie die hybridisierte TaqMan™-Sonde 

zerschneidet. So entfernen sich Reporter und Quencher voneinander, der Energietransfer kann nicht 

mehr ablaufen und die Fluoreszenz des Reporters steigt an. Die Messung der Reporter-Fluoreszenz 

erfolgte nach jedem Amplifikationszyklus.  

Die TaqMan™-Methode zeichnet sich durch eine hohe Sensitivität aus, da es durch die verwendete 

TaqMan™-Sonde ausschließlich zum Nachweis von Amplifikaten des Zielbereichs kommt (Arikawa et 

al. 2008). Durch den hohen Grad der Automatisierung des Prozesses und durch den Zeitpunkt der 
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Datenerhebung können außerdem präzise und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden (Jung et al. 

2000, Hoebeeck et al. 2007). 

 

 

 

Zur Durchführung der PCR wurden 10 µl TaqMan™ Universal PCR Master Mix, 5 µl cDNA und 1 µl 

Primer in jede Vertiefung einer 96-Loch-Platte  pipettiert und das Volumen  mit 4 µl Aqua ad in. zu  

20 µl ergänzt. Tab. 2 zeigt die Einstellungen, mit denen die verschiedenen Zyklen der PCR in einer 

dafür vorgesehenen PCR-Plattform durchgeführt wurden.  

Um Unterschiede der RNA-Gesamtmenge und -Qualität auszugleichen, wurde in jedem PCR-Lauf ein 

Referenz-Gen amplifiziert. Dazu wurde das Gen der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 

(HPRT) gewählt. Dieses Enzym ist Bestandteil des „salvage pathway“ zur Wiederverwertung von 

Purinbasen. Es wird konstant exprimiert, unterliegt keiner äußeren Regulation und dient der 

Erhaltung der Zelle (Jiralerspong und Patel 1996). 

Zur Normalisierung störender Fluktuationen der Emission wurde außerdem die Fluoreszenz eines 

passiven Referenzfarbstoffs (ROX: 6-Carboxy-X-rhodamin, Emission bei 602 nm) gemessen, der in 

dem Reaktionsansatz enthalten war. 

 

Abb. 2 Schematische Darstellung des Prinzips 

der real-time TaqMan™ PCR.  

R = Reporter 

Q = Quencher 

P = DNA-Polymerase 

 

[Quelle: modifiziert nach „Real-Time PCR Vs. 

Traditional PCR“ Online Tutorial, Applied 

Biosystems 2002, S. 13] 



Reaktionsschritt 

Initialisierung der Reaktion

Denaturierung des 

Matrizenstrangs 

Hybridisierung und Elongation

Denaturierung der 

Syntheseprodukte 

           Tab. 2 Einstellungen und Reaktionsschritte der real

2.2.8 Quantifizierungsmethode

Zur relativen Quantifizierung der Gen

Zur Bestimmung dieses Werts wurde in dem Anstiegsbereich der exponentiellen Phase der PCR ein 

Schwellenwert (threshold) festgelegt 

welcher Zyklen-Anzahl das Fluoreszenz

Die Messung wurde in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen, während der das Matrizen

Material pro Zyklus genau verdoppelt wird. Diese Methode liefert präzisere Werte als 

Endpunktbestimmungen (Kubista et a

Zur Normalisierung der Werte hinsichtlich unterschiedlicher RNA

der ∆CT –Wert berechnet, indem von dem 

Referenz-Gens HPRT der jeweiligen Probe abgezogen wu

 

CT –Wert AMP (Probe A) 

 

Zur weiteren Analyse der Ergebnisse wurden als 

Gen-Expression der Proben mit denen der Kontrollen ins Verhältnis gesetzt werden. 
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Bedingungen 
Anzahl der 

Wiederholungen

Initialisierung der Reaktion 2 Min., 50 °C 1 

10 Min., 95 °C 1 

Hybridisierung und Elongation 1 Min., 60°C 

} 4515 Sek., 95°C 

Einstellungen und Reaktionsschritte der real-time TaqMan™ PCR.

smethode 

Zur relativen Quantifizierung der Gen-Expression wurde der CT-Wert (threshold cycle

Zur Bestimmung dieses Werts wurde in dem Anstiegsbereich der exponentiellen Phase der PCR ein 

) festgelegt und für jede einzelne Amplifikationskurve gemessen, bei 

Anzahl das Fluoreszenz-Signal diesen Schwellenwert überschritt (vgl. Abb. 

Die Messung wurde in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen, während der das Matrizen

klus genau verdoppelt wird. Diese Methode liefert präzisere Werte als 

(Kubista et al. 2006).  

Zur Normalisierung der Werte hinsichtlich unterschiedlicher RNA-Gesamtmengen

berechnet, indem von dem CT –Wert der einzelnen amplifizierten Gene der Wert des

Gens HPRT der jeweiligen Probe abgezogen wurde: 

AMP (Probe A) - CT –Wert HPRT (Probe A) = ∆CT –Wert (Probe A).

Zur weiteren Analyse der Ergebnisse wurden als ∆∆CT bezeichnete Werte errechnet, mit denen die

Expression der Proben mit denen der Kontrollen ins Verhältnis gesetzt werden. 

Abb. 3 Schematische Darstellung 

zur Ermittlung 

rend der PCR.  

Halblogarithmische Auftragung 

des Fluoreszenzsignals (Ordinate) 

über der Zyklenzahl (Abszisse).

 

[Quelle: modifiziert nach: „TaqMan 

Universal PCR Master Mix 

Online Tutorial, 

2002, S. 52] 

 

 

Wiederholungen 

 

 

45 

time TaqMan™ PCR. 

threshold cycle) herangezogen. 

Zur Bestimmung dieses Werts wurde in dem Anstiegsbereich der exponentiellen Phase der PCR ein 

und für jede einzelne Amplifikationskurve gemessen, bei 

(vgl. Abb. 3). 

Die Messung wurde in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen, während der das Matrizen-

klus genau verdoppelt wird. Diese Methode liefert präzisere Werte als 

n wurde aus dem CT–

der einzelnen amplifizierten Gene der Wert des  

Wert (Probe A). 

bezeichnete Werte errechnet, mit denen die 

Expression der Proben mit denen der Kontrollen ins Verhältnis gesetzt werden. Dazu wurde von 

Schematische Darstellung 

 des CT-Werts wäh-

 

Halblogarithmische Auftragung 

des Fluoreszenzsignals (Ordinate) 

über der Zyklenzahl (Abszisse). 

[Quelle: modifiziert nach: „TaqMan 

Universal PCR Master Mix Protocol“ 

Online Tutorial, Applied Biosystems 



2 Material und Methoden 

 

 
23 

 

dem ∆CT –Wert der Probe der Wert der zugehörigen Kontrolle abgezogen: 

 

 ∆CT –Wert (Probe A) - ∆CT –Wert (Kontrolle) = ∆∆CT –Wert (Probe A). 
 

Unter der Annahme, dass sich in einem nachfolgenden Zyklus bei der exponentiell verlaufenden PCR-

Reaktion eine Verdoppelung der Reaktionsprodukte aus dem vorangegangenen Zyklus ergibt, wird 

die Expression des Transkripts in Probe A relativ zu dem in Probe B als  

 

relative Expression = 2 -∆∆CT 

 

definiert (Winer et al. 1999). Diese Werte wurden, mit dem Faktor 1000 multipliziert, zur Darstellung 

der Ergebnisse verwendet. Durch den angewendeten Rechenweg ergab sich für alle Kontrollen eine 

relative mRNA-Expression von 1000. Um im Rahmen von vergleichenden RTq-PCR-Messungen von 

einer Regulation der mRNA-Expression zu sprechen, sollte sich die Gen-Expression der Probe 

mindestens um den Faktor 2 von der der Kontrolle unterscheiden (Applied Biosystems 2010). 

2.2.9 Enzymgekoppelter Immunoadsorptionstest (ELISA) 

Zum Nachweis der antimikrobiellen Peptide RNase 7 und hBD-3 in den Zellkulturüberständen wurde 

ein enzymgekoppelter Immunoadsorptionstest (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) in 

„Double-Antibody-Sandwich-ELISA-Technik“ verwendet, bei der es zur Bildung eines Antikörper-

Antigen-Antikörper-Komplexes („Sandwich“) kommt (Abb. 4). Dabei wird das zu detektierende 

Antigen zunächst an einen primären Antikörper (PAK) gebunden und anschließend mit einem 

sekundären Antikörper (SAK) markiert, der seinerseits an Biotin gekoppelt ist. Im Folgenden wird ein 

Streptavidin-Peroxidase-Konjugat zugeführt, dessen Streptavidin-Einheit an das Biotin-Molekül des 

SAK bindet. Peroxidase ist ein Enzym, das die Reduktion von Peroxiden katalysiert. Sein Substrat, 

ABTS, wird im nächsten Schritt zugegeben. ABTS ist ein Redoxindikator, der leicht in stabile Radikale 

gespalten werden kann. Diese Radikale können photometrisch nachgewiesen werden. Damit wird die 

Anwesenheit des Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplexes angezeigt und kann anhand einer 

Eichkurve, die mithilfe von Standardlösungen mit bekannter Antigenkonzentration erstellt wird, 

quantifiziert werden. 

Durch die hohe Bindungsstärke und Spezifität der Wechselwirkung zwischen Antigenen und 

Antikörpern sind die Immunoassays, zu denen der ELISA-Test zählt, als hoch spezifisch und 

hinsichtlich der nachzuweisenden Analytmenge als äußerst sensitiv anzusehen (Gey 2008).  
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Zur Vorbereitung wurden die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte mit dem PAK beschichtet. Dazu 

wurden die Antikörper mit 0,05 M Carbonatpuffer verdünnt und ein Volumen von 50 µl in jedes Loch 

pipettiert. Anschließend wurden die Platten abgedeckt und über Nacht bei 4 °C (RNase 7) bzw. bei RT 

(hBD-3) inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Flüssigkeit aus den Versuchsfeldern verworfen und 

durch 200 µl einer Blockierungslösung ersetzt. Bei diesem Schritt, der der Absättigung nicht besetzter 

Bindungsstellen in den Vertiefungen der Mikrotiterplatte dient, betrug die Inkubationszeit für    

RNase 7 eine Stunde bei 37 °C, für hBD-3 zwei Stunden bei RT. 

Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Flüssigkeit entfernt und die Kavitäten der Platte dreimal 

mit Waschpuffer in einem Waschgerät für Mikrotiterplatten gewaschen.  

Parallel wurden aus einer Stammlösung mit bekannter Antigen-Konzentration durch serielle 

Verdünnung Standardlösungen in den Konzentrationen 40 bis 0,3125 ng/ml für RNase 7 und 80 bis 

1,25 ng/ml für hBD-3 erstellt. Zur Herstellung der Lösungen wurde das zur Zellkultur verwendete 

Medium mit 1 % (w/v) BSA versetzt und steril filtiert. Diese Lösung wurde außerdem als Negativ-

Kontrolle pipettiert. 

Die zu untersuchenden Proben wurden zeitnah aufgetaut, gemischt und 8 Min. lang bei 22 °C und 

1000 UpM zentrifugiert, um Messfehler durch Zellbestandteile zu verhindern.  

Nach Entfernen der Blockierungslösung folgte das Aufbringen von je 50 µl der zu untersuchenden 

Kulturüberstände und Standards pro Vertiefung. Dabei wurden die Proben doppelt, die 

Standardlösungen und Negativ-Kontrollen dreifach eingesetzt. Nach dem Antigen-Auftrag wurden die 

Platten bei RT für eine halbe Stunde (RNase 7) bzw. zwei Stunden (hBD-3) inkubiert. 

Es folgte ein weiterer Waschschritt (3x), nach dem 50 µl des SAK aufgebracht wurden. Anschließend 

folgten 30 Min. Inkubation bei 37 °C (RNase7) bzw. eine Stunde bei RT (hBD-3). 

Im Folgenden wurden 50 µl des Streptavidin-POD-Konjugats aufgetragen. Vorher wurde die 

Flüssigkeit aus den Versuchsfeldern entfernt und die Mikrotiterplatte erneut dreimal gewaschen, 

danach wurde 30 Min. lang bei 37 °C (RNase7) bzw. bei RT (hBD-3) inkubiert. 

Abb. 4 Schematische Darstellung des Prinzips eines Sandwich-ELISA.  
[Quelle: modifiziert nach „Biochemie“ W. Müller-Esterl, 2004 (Elsevier Verlag 1. Auflage), S. 114] 



Anschließend wurde die Flüssigkeit verworfen, die Platte sechsmal gewaschen und 50 µl ABTS in jede 

Vertiefung pipettiert. Bei homoylitscher Spaltung von ABTS 

gefärbtes Radikal-Kation, dessen Extinktion bei 405 nm photometrisch nachweisbar ist.

Nachdem ein makroskopisch sichtbarer Farbumschlag erfolgt war, wurde mit einem 

Mikrotiterplatten-Photometer bei 405 nm Wellenlänge und einer Referenzwellenlänge von 492 nm

die Extinktion der Reaktionsansätze bestimmt, bis die optische Dichte des höchsten Standards 

annähernd 1 betrug. 

Anhand der Extinktionsmittelwerte der 

beispielhaft mit Werten eines hBD

Standardkurve konnte dann die Proteinkonzentration der Proben errechnet werden, indem der 

Extinktionswert jeder Probe anstelle der x

Auswertung wurde das Programm Excel 2010 für Windows (Microsoft

verwendet. 

 

2.2.10 Statistische Analyse 

Die Untersuchungsergebnisse wurden mit dem zweiseitigen t

analysiert. Mithilfe dieses Verfahrens, das

gehört, können Mittelwerte zweier Gruppen, die sich hinsic

„stimuliert“ und „nicht stimuliert“) unterscheiden, miteinander verglichen werden 

Dabei gilt als Nullhypothese, dass 

Diskrepanz zwischen den Daten und der Nullhypothese w

Wahrscheinlichkeit angibt, mit der die Prüfgröße den beobachteten oder einen noch 

unwahrscheinlicheren Wert annimmt, wenn die Nullhypothese zutrifft. Werte mit einem p < 0,05 

wurden als statistisch signifikant angesehen, 

Abb. 5 Beispiel einer ELISA-Standardkurve zur Berechnung der Proteinkonzentration.
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Anschließend wurde die Flüssigkeit verworfen, die Platte sechsmal gewaschen und 50 µl ABTS in jede 

. Bei homoylitscher Spaltung von ABTS durch die Peroxidase 

Kation, dessen Extinktion bei 405 nm photometrisch nachweisbar ist.

Nachdem ein makroskopisch sichtbarer Farbumschlag erfolgt war, wurde mit einem 

Photometer bei 405 nm Wellenlänge und einer Referenzwellenlänge von 492 nm

die Extinktion der Reaktionsansätze bestimmt, bis die optische Dichte des höchsten Standards 

Anhand der Extinktionsmittelwerte der Standards wurde eine Standardkurve er

n eines hBD-3-ELISAs abgebildet. Mithilfe der Funktionsgleichung der 

Standardkurve konnte dann die Proteinkonzentration der Proben errechnet werden, indem der 

Extinktionswert jeder Probe anstelle der x-Variablen in die Gleichung eingesetzt wurde

Auswertung wurde das Programm Excel 2010 für Windows (Microsoft® Coporation, Redmond (USA)

Die Untersuchungsergebnisse wurden mit dem zweiseitigen t-Test für unverbundene Sti

Verfahrens, das zu den Hypothesentests mit t-verteilter Testprüfgröße 

gehört, können Mittelwerte zweier Gruppen, die sich hinsichtlich einer nominalen Variable (hier 

„stimuliert“ und „nicht stimuliert“) unterscheiden, miteinander verglichen werden 

Dabei gilt als Nullhypothese, dass die Mittelwerte beider Gruppen gleich sind

Diskrepanz zwischen den Daten und der Nullhypothese wurde der p-Wert herangezogen, der die 

heinlichkeit angibt, mit der die Prüfgröße den beobachteten oder einen noch 

unwahrscheinlicheren Wert annimmt, wenn die Nullhypothese zutrifft. Werte mit einem p < 0,05 

wurden als statistisch signifikant angesehen, was einem Konfidenzintervall von 5

Standardkurve zur Berechnung der Proteinkonzentration.

 

 

Anschließend wurde die Flüssigkeit verworfen, die Platte sechsmal gewaschen und 50 µl ABTS in jede 

durch die Peroxidase entsteht ein grün 

Kation, dessen Extinktion bei 405 nm photometrisch nachweisbar ist. 

Nachdem ein makroskopisch sichtbarer Farbumschlag erfolgt war, wurde mit einem 

Photometer bei 405 nm Wellenlänge und einer Referenzwellenlänge von 492 nm 

die Extinktion der Reaktionsansätze bestimmt, bis die optische Dichte des höchsten Standards 

ardkurve erstellt, in Abb. 5 

Mithilfe der Funktionsgleichung der 

Standardkurve konnte dann die Proteinkonzentration der Proben errechnet werden, indem der 

iablen in die Gleichung eingesetzt wurde. Zur 

Coporation, Redmond (USA)

Test für unverbundene Stichproben 

verteilter Testprüfgröße 

htlich einer nominalen Variable (hier 

„stimuliert“ und „nicht stimuliert“) unterscheiden, miteinander verglichen werden (McDonald 2009). 

sind. Als Maß für die 

Wert herangezogen, der die 

heinlichkeit angibt, mit der die Prüfgröße den beobachteten oder einen noch 

unwahrscheinlicheren Wert annimmt, wenn die Nullhypothese zutrifft. Werte mit einem p < 0,05 

Konfidenzintervall von 5 % entspricht. Damit 

Standardkurve zur Berechnung der Proteinkonzentration. 
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liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit hinsichtlich des Verwerfens der Nullhypothese unter 5 %. Die 

Nullhypothese ist abzulehnen, wenn der beobachtete Wert innerhalb des Konfidenzintervalls liegt.  

Für die statistischen Berechnungen und Grafiken wurde Excel 2010 für Windows verwendet. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Experimenteller Aufbau und Datengewinnung 

Um den Einfluss von Adipokinen auf die Produktion von antimikrobiellen Peptiden (AMP) durch 

Keratinozyten zu untersuchen, wurde im ersten Versuchsteil die Zeitkinetik einer möglichen Reaktion 

analysiert. In Anlehnung an Arbeiten anderer Forschungsgruppen wurden primäre Keratinozyten in 

drei unabhängigen Versuchen mit jeweils einem der vier Adipokine Adiponektin, Leptin, Resistin und 

Visfatin in einer Konzentration von 100 ng/ml für 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. Als Kontrolle 

dienten in Nährmedium kultivierte Keratinozyten. Die stimulierten Proben wurden dabei als Doppel-, 

die Kontrollen als Dreifachansätze angelegt. Mittels quantitativer real-time PCR (RTq-PCR) wurde 

anschließend die relative Gen-Expression der AMP Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 durch die 

Keratinozyten analysiert. Die Ergebnisse der PCR-Untersuchungen zur Zeitkinetik sind in den 

Abbildungen 6 a-d dargestellt. 

 

Im Anschluss an die Untersuchung der mRNA-Expression wurden die Ansätze, die einen Hinweis auf 

einen regulativen Einfluss der Adipokine zeigten, auch hinsichtlich der Protein-Sekretion der 

entsprechenden AMP mittels ELISA untersucht. In den Überständen des dritten unabhängigen 

Versuchs gelang auch nach Wiederholung des Tests kein Nachweis von RNase 7, diese Proben 

wurden mit dem Wert der unteren Nachweisgrenze (0,3 ng/ml) in die grafische und statistische 

Auswertung einbezogen. Die Ergebnisse der ELISA-Tests sind in den Abbildungen 7 a-h dargestellt. 

 

In einem weiteren Versuchsteil wurde die Dosisabhängigkeit des beobachteten Effekts untersucht. 

Dazu wurde exemplarisch das Adipokin Adiponektin gewählt, das in den Zeitkinetik-Versuchen die 

stärkste Expressionsveränderung bewirkte. Hier wurden primäre Keratinozyten für 24, 48 und 72 

Stunden mit verschiedenen Dosierungen (50, 100, 500 und 1000 ng/ml) von Adiponektin inkubiert 

und mittels RTq-PCR die Gen-Expression von Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und -3 untersucht. Die 

Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 8 a-d als Mittelwerte aus zwei unabhängigen 

Versuchen, jeweils mit Doppelansätzen für die stimulierten Proben und Dreifachansätzen für die 

Kontrollen, dargestellt. 

 

Bei der Auswertung der o.g. Untersuchungen fiel auf, dass sich die drei verwendeten Zellchargen 

hinsichtlich des Expressionsniveaus der AMP deutlich voneinander unterschieden. Dieses ist in Abb. 9 

a-f dargestellt. Abgebildet sind die RNase 7- und hBD-3-Expressionen der verschiedenen Zellchargen 

nach Stimulation. 

 



3.2 Zeitkinetik: Ergebnisdarstellung und Analyse 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6 a-d Zeitabhängige mRNA

Inkubation von primären Keratinozyten mit je 100 ng/ml der 

Die Diagramme zeigen die ΔΔ

unabhängigen Experimenten nach Normalisierung mit dem Housekeeping

1000. ** p ≤ 0,01.  
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Zeitkinetik: Ergebnisdarstellung und Analyse  

mRNA-Expression der AMP Psoriasin, RNase 7, hBD

Inkubation von primären Keratinozyten mit je 100 ng/ml der genannten Adipokine.

ΔΔCT-Werte der relativen mRNA-Expression als Mittelwert aus 3 

Experimenten nach Normalisierung mit dem Housekeeping-Gen HPRT. Kontrolle = 

  

 

Expression der AMP Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und hBD-3 nach 

Adipokine. 

Expression als Mittelwert aus 3 

Gen HPRT. Kontrolle = 
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Die Gen-Expression von RNase 7 und hBD-3 ist nach 72-stündiger Inkubation mit Adiponektin und 

Leptin erhöht 

Psoriasin-mRNA-Expression (Abb. 6a) 

Abb. 6 a zeigt die Psoriasin-mRNA-Expression durch primäre Keratinozyten nach Inkubation mit 

Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin für 24, 48 und 72 Stunden als Mittelwert aus drei 

Versuchen. Hier findet sich in dem mit Resistin stimulierten Ansatz nach 48-stündiger Inkubation eine 

Verdopplung der relativen mRNA-Expression (2036) im Vergleich zur Kontrolle (1000). Nach 

Stimulation mit Leptin für 48 Stunden ist die Expression um das 2,8-fache erhöht (2841); diese 

Expressionsänderung ist signifikant (p ≤ 0,01). Die Psoriasin-mRNA-Expression aller anderen Ansätze 

befindet sich im Niveau der Kontrolle. 

 

RNase7-mRNA-Expression (Abb. 6b) 

Bei den mit Adiponektin stimulierten Ansätzen findet sich nach 48 Stunden eine Verdopplung der 

mRNA-Expression (1916) im Vergleich zur Kontrolle (1000), nach 72 Stunden ist die Expression 

siebenfach erhöht (7028). Das gleiche Expressionsmuster findet sich bei den mit Leptin inkubierten 

Proben (nach 48 Stunden Verdopplung: 1935; nach 72 Stunden siebenfache Erhöhung: 7150;              

p = 0,06). In den mit Resistin und Visfatin inkubierten Ansätzen findet sich keine wesentliche 

Expressionsveränderung im Vergleich zur Kontrolle. 

 

hBD-2-mRNA-Expression (Abb. 6c) 

Nach Inkubation mit Adiponektin findet sich sowohl nach 24 als auch nach 72 Stunden eine 

Verdopplung der Expression (1932 bzw. 2225). Auch nach 24-stündiger Inkubation mit Resistin ist die 

mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle um das Dreifache erhöht (3315), nach Stimulation mit 

Leptin für 24 Stunden um das Doppelte (2203). Die hBD-2-mRNA-Expression der weiteren Ansätze 

entspricht der der Kontrolle. 

 

hBD-3-mRNA-Expression (Abb. 6d) 

Hier findet sich bei den mit Adiponektin inkubierten Ansätzen nach 48 Stunden eine sechsfache 

Erhöhung der mRNA-Expression (6204), nach 72 Stunden ist die Expression im Vergleich zur Kontrolle 

33-fach erhöht (33304). Bei den mit Leptin inkubierten Proben findet sich ein ähnliches Muster, hier 

ist die Expression der hBD-3-mRNA nach 48 Stunden 5,8-fach (5778), nach 72 Stunden 28-fach erhöht 

(28525).  

Die Expression der mit Resistin inkubierten Ansätze ist nach 48 Stunden im Vergleich zur Kontrolle 

verdoppelt (2479), bei den mit Visfatin behandelten Proben findet sich eine Verdopplung nach 72 
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Stunden Inkubation (2596). In den weiteren Ansätzen ist die Expression der hBD-3-mRNA im 

Vergleich zur Kontrolle nahezu unverändert. 

 

Zusammenfassend treten im Rahmen dieser Arbeit die Ansätze hervor, die für 72 Stunden mit 

Adiponektin und Leptin inkubiert wurden, da deren relative mRNA-Expression im Vergleich zur 

Expression der Kontrolle deutlich erhöht war (7-fache Induktion von RNase 7, sowie 28- bzw. 33-

fache Induktion von hBD-3 nach Inkubation mit Adiponektin bzw. Leptin). 

Für die Gen-Expression von Psoriasin und hBD-2 konnte keine oder allenfalls eine schwache 

Regulation gezeigt werden.  

  



 

Abb. 7 a-h Proteinkonzentrationen der AMP RNase 7 und hBD

Inkubation von primären Keratinozyten mit 100 ng/ml Adiponektin und Leptin für 48 und 72 Stunden.

Dargestellt sind die Proteinkonzentrationen in ng/ml. Die linke Spalte zeigt Mittelwerte der 

Proteinkonzentration aus drei unabhängigen Versuchen, in der rechten Spalte sind die drei Versuche 

einzeln dargestellt. 
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Proteinkonzentrationen der AMP RNase 7 und hBD-3 in Zellkulturüberständen nach 

von primären Keratinozyten mit 100 ng/ml Adiponektin und Leptin für 48 und 72 Stunden.

Proteinkonzentrationen in ng/ml. Die linke Spalte zeigt Mittelwerte der 

Proteinkonzentration aus drei unabhängigen Versuchen, in der rechten Spalte sind die drei Versuche 

  

 

 

 

3 in Zellkulturüberständen nach 

von primären Keratinozyten mit 100 ng/ml Adiponektin und Leptin für 48 und 72 Stunden. 

Proteinkonzentrationen in ng/ml. Die linke Spalte zeigt Mittelwerte der 

Proteinkonzentration aus drei unabhängigen Versuchen, in der rechten Spalte sind die drei Versuche 
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Die Sekretion von RNase 7 ist nach 72-stündiger Inkubation mit Adiponektin und Leptin erhöht 

In den Experimenten zur Zeitkinetik wiesen die Proben, die für 72 Stunden mit Adiponektin oder 

Leptin behandelt wurden, die deutlichsten Veränderungen hinsichtlich der mRNA-Expression von 

RNase 7 und hBD-3 auf, daher wurde der Proteingehalt in den Zellkulturüberständen dieser und der 

für 48 Stunden inkubierten Proben mittels ELISA untersucht. 

RNase 7-Sekretion (Abb. 7 a-d) 

Der RNase 7-Gehalt der 48 Stunden inkubierten Proben unterscheidet sich nicht von der der 

Kontrolle. Nach 72-stündiger Inkubation zeigte sich in beiden Ansätzen eine Induktion der 

Proteinexpression um das Doppelte (Adiponektin: 1,62 ng/ml; Leptin: 1,59 ng/ml; Kontrolle 0,71 

ng/ml). 

hBD-3-Sekretion (Abb. 7 e-h) 

Es zeigt sich zu keinem Zeitpunkt eine Veränderung der Proteinsekretion der stimulierten Proben im 

Vergleich zur Mediumkontrolle.  
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3.3 Dosiskinetik: Ergebnisdarstellung und Analyse 

Abb. 8  a‐d Dosisabhängige mRNA‐Expression der AMP Psoriasin, RNase 7, hBD‐2 und hBD‐3 nach 

Inkubation von primären Keratinozyten mit Adiponektin in den angegebenen Konzentrationen.  

Dargestellt sind die ΔΔCT‐Werte der  relativen mRNA‐Expression als Mittelwert aus 2 unabhängigen 

Versuchen nach Normalisierung mit dem Housekeeping‐Gen HPRT. Kontrolle = 1000.* p ≤ 0,05.  
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Die Gen-Expression von RNase 7, hBD-2 und hBD-3 wird dosisabhängig durch Adiponektin 

beeinflusst 

Psoriasin-mRNA-Expression (Abb. 8a) 

Nach 72-stündiger Inkubation der Zellen mit 1000 ng/ml Adiponektin ist eine Verdopplung der 

relativen mRNA-Expression (2231) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zu beobachten, diese 

Veränderung ist signifikant (p < 0,05). Die Gen-Expression aller weiteren Ansätze liegt im 

Expressionsniveau der Kontrolle. 

 

RNase 7-mRNA-Expression (Abb. 8b) 

Nach Inkubation mit 50 ng/ml Adiponektin ist keine Veränderung der mRNA-Expression im Vergleich 

zur Kontrolle erkennbar. Die mit 100 ng/ml inkubierten Zellen exprimieren nach 48 Stunden etwa 

3,5mal soviel RNase 7-mRNA (3497) wie die Kontrolle. Nach Stimulation mit 500 ng/ml für 48 

Stunden findet sich eine 7-fache Induktion der RNase 7-mRNA (7358), nach 72 Stunden Inkubation ist 

die Gen-Expression in diesem Ansatz noch knapp 5-fach erhöht (4868). Bei Inkubation mit 1000 

ng/ml ist eine Verdreifachung der mRNA-Expression nach 48 Stunden (2704) nachweisbar, nach 72 

Stunden Stimulation ist die Gen-Expression 9-fach induziert (9182). Der p-Wert dieses 72 Stunden-

Ansatzes liegt bei 0,06 und befindet sich damit nur knapp außerhalb des 95 % -Konfidenzintervalls    

(p < 0,05). 

 

hBD-2-mRNA-Expression (Abb. 8c) 

Bei den mit 100 ng/ml Adiponektin stimulierten Zellen ist eine knapp vervierfachte mRNA-Expression 

(3750) nach 48 Stunden zu beobachten, nach 24 und 72 Stunden besteht kein Unterschied zur 

Kontrolle. Nach Inkubation mit 500 ng/ml des Adipokins induzieren die Zellen nach 48 Stunden hBD-

2-mRNA 3,5-fach im Vergleich zur Kontrolle (3454). Die Gen-Expression nach 72 Stunden ist 

gegenüber der der Kontrolle jedoch unverändert. Bei dem mit 1000 ng/ml behandelten Ansatz findet 

sich nach 48 Stunden eine knappe Verdopplung der mRNA-Expression (1811) gegenüber der 

Kontrolle, nach 72 Stunden ist die Expression verfünffacht (5045). 

 

hBD-3-mRNA-Expression (Abb. 8d) 

Die mit 50 ng/ml Adiponektin inkubierten Zellen produzieren nach 48 Stunden ein Vierfaches der 

relativen mRNA-Expression der Kontrolle (4414), ebenso nach 72 Stunden Inkubation (3755). Bei dem 

mit 100 ng/ml stimulierten Ansatz findet sich nach 48 Stunden ein 4-Faches der Expression der 

Kontrolle (4632). Die mRNA-Expression nach 72-stündiger Inkubation ist gegenüber der Kontrolle 2,6-

fach erhöht (2628). Nach Inkubation mit 500 ng/ml Adiponektin für 48 und 72 Stunden kommt es zu 

einer stärkeren Induktion: nach 48 Stunden ist die Expression 14-fach (14434), nach 72 Stunden 12-
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fach (12528) erhöht. Auch nach Stimulation mit 1000 ng/ml ist die Gen-Expression von hBD-3 

vermehrt. Nach 48 Stunden findet sich eine Erhöhung um den Faktor 3,5 (3507), nach 72 Stunden ist 

die mRNA-Expression gegenüber der Kontrolle 14-fach gesteigert (14406). 

 

Mit Ausnahme der 72 Stunden-Werte der Psoriasin- und RNase 7-Expression nach Inkubation mit 

1000 ng/ml Adiponektin liegen alle Ergebnisse der Dosiskinetik außerhalb des 95 %-

Konfidenzintervalls (p > 0,05) und sind daher statistisch nicht signifikant. 

  



3.4 Expressionsunterschiede zwischen den Keratinozyten

 

Abb. 9 a-f Zeitabhängige RNase 7

verwendeten Zellchargen nach Inkubation von primären Keratinozyten mit 

Adipokinen.  

Dargestellt sind die ΔCT-Werte der relativen mRNA

relativiert wurden, die Expression der Kontrolle ist daher 

wurde mit dem Housekeeping-Gen HPRT normalisiert. 
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Expressionsunterschiede zwischen den Keratinozyten-Chargen 

RNase 7- (linke Spalte) und hBD-3-mRNA Expression (rechte Spalte) 

nach Inkubation von primären Keratinozyten mit 

Werte der relativen mRNA-Expression, die nicht durch die Kontrolle 

relativiert wurden, die Expression der Kontrolle ist daher separat abgebildet. Die mRNA

Gen HPRT normalisiert.  

 

 

 

 

 

 

mRNA Expression (rechte Spalte) der 

nach Inkubation von primären Keratinozyten mit den angegebenen 

Expression, die nicht durch die Kontrolle 

abgebildet. Die mRNA-Expression 
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Verschiedene Keratinozyten-Chargen unterscheiden sich hinsichtlich der Höhe der Gen-Expression 

der analysierten AMP  

Wie unter Abschnitt 3.1 beschrieben, wurden drei unabhängige Versuche zur Zeitkinetik der Wirkung 

von Adipokinen auf die Expression von AMP durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden drei 

verschiedene Chargen von primären Keratinozyten der Firma Promocell, Heidelberg, verwendet. Bei 

der Auswertung der Ergebnisse fällt auf, dass die Chargen sich hinsichtlich ihres durchschnittlichen 

Expressionsniveaus deutlich voneinander unterscheiden. Diese wichtige Beobachtung ist in Abb. 9 a-f 

anhand der RNase 7- und hBD-3-Expression der verschiedenen Zellchargen dargestellt. 

Trotz dieser Unterschiede im generellen Expressionsniveau findet sich in allen drei Versuchen ein 

ähnliches Expressionsmuster, so ist in jedem der Versuche eine erhöhte Expression von RNase 7 und 

hBD-3 nach 72-stündiger Inkubation mit Adiponektin und Leptin nachweisbar. Es zeigt sich, dass die 

Zellen der Charge 2 die höchste durchschnittliche Expression aufweisen, während die Keratinozyten 

aus Versuch 3 eine deutlich geringere AMP-Expression aufweisen als die beiden anderen Chargen. 
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4. Diskussion 

 

Die veränderte Freisetzung von Adipokinen und antimikrobiellen Peptiden (AMP) bei Psoriasis stellt 

aktuell eine Beobachtung dar, deren Bedeutung noch weitgehend unklar ist. Die Veränderungen des 

Adipokin-Profils werden beispielsweise mit der Entwicklung sekundärer, vor allem metabolischer und 

kardiovaskulärer Erkrankungen in Verbindung gebracht, während für die AMP bereits Hinweise auf 

eine Beteiligung an der Pathogenese der Psoriasis vorliegen (Gerdes et al. 2011, Harder et al. 2007). 

Von großer Bedeutung ist, dass die Begleiterkrankungen der Schuppenflechte einen großen Einfluss 

auf die Morbidität und die Mortalität der Erkrankung haben (Mrowietz et al. 2006). 

Vor diesem Hintergrund entstand die Fragestellung der vorliegenden Arbeit, in der untersucht 

werden sollte, ob Adipokine die Freisetzung von antimikrobiellen Peptiden durch Keratinozyten 

direkt beeinflussen können. Bisher gab es in der aktuellen Literatur hierzu keine Daten. Zur 

Untersuchung der Fragestellung wurden Keratinozyten für unterschiedliche Zeiträume mit 

verschiedenen Adipokinen inkubiert und anschließend auf die mRNA-Expression und die Sekretion 

von mehreren antimikrobiellen Peptiden untersucht. 

4.1 Konzentration der verwendeten Adipokine  

Bei der Planung des experimentellen Aufbaus stellte sich die Frage nach der/den zu verwendenden 

Konzentration/en der Adipokine, mit denen die Keratinozyten inkubiert werden sollten. Zur 

Orientierung wurden Arbeiten anderer Forschungsgruppen herangezogen, in denen Zellkulturen – 

optimal Keratinozyten – mit Adipokinen inkubiert wurden. Die bereits bekannten Serumlevel der 

Adipokine wurden hingegen nicht als Richtwerte herangezogen, da diese sich deutlich von den bisher 

in vitro verwendeten Konzentrationen unterschieden: so liegt beispielsweise die durchschnittliche 

Serumkonzentration von Adiponektin im Bereich von 7-18 µg/ml, während für Zellkultur-

Experimente mehrheitlich Konzentrationen im Nanogramm-Bereich verwendet wurden (Considine et 

al. 1996, Adamczak et al. 2003, Ingelsson et al. 2007, Chen et al. 2009). 

Für Adiponektin finden sich verschiedene Arbeiten, in denen Zellen wie Skelett- und glatte 

Muskelzellen mit 100 ng/ml inkubiert wurden (Civitarese et al. 2006, Shin et al. 2008). Kawai und 

Kollegen wiesen bei Inkubation von immortalisierten Keratinozyten mit bis zu 30 µg/ml eine erhöhte 

Apoptoserate nach (Kawai et al. 2008), während Takahashi et al. zeigen konnten dass 

Konzentrationen zwischen 1 und 10 µM keinen Einfluss auf die Proliferation von primären 

Keratinozyten hatten (Takahashi et al. 2010). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass diese 

Konzentrationen die Sekretion verschiedener Mediatorstoffe durch die Zellen beeinflussen können. 
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In Anlehnung an diese Ergebnisse wurde Adiponektin für die Versuche der vorliegenden Arbeit 

zunächst in einer Konzentration von 100 ng/ml verwendet. 

Für Leptin finden sich in der aktuellen Literatur verschiedene Beschreibungen von 

Inkubationsexperimenten mit Keratinozyten, wobei Leptin im Mittel in einer Konzentration von     

100 ng/ml verwendet wurde (Frank et al. 2000, Goren et al. 2003). Kanda und Watanabe 

untersuchten 2008 den Einfluss von Leptin auf die Produktion von humanem β-Defensin (hBD) -2 

durch primäre Keratinozyten und stimulierten die Zellen dazu mit Konzentrationen zwischen 0,1 und 

100 ng/ml (Kanda und Watanabe 2008). Die stärkste in ihrem Experiment gemessene hBD-2-

Expression fanden sie bei der zweithöchsten Konzentration (10 ng/ml), allerdings unter Kostimulation 

mit IL-1β. Das Ergebnis ließ sich also nicht gänzlich auf die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

geplanten Experimente übertragen. Daher wurde entschieden, zunächst eine Leptin-Konzentration 

von 100 ng/ml für die Inkubationsexperimente zu verwenden.  

Für die Adipokine Visfatin und Resistin lagen zu Beginn der experimentellen Arbeit keine Studien zur 

in vitro-Wirkung auf Keratinozyten vor. In Zellkultur-Experimenten mit humanen Gefäßmuskelzellen, 

humanen Endothelzellen und humanen Adipozyten wurden beide Adipokine in Konzentrationen 

verwendet, die durchschnittlich über dem Serumlevel lagen (u.a. Inkubation von Gefäßmuskelzellen 

mit 10-250 ng/ml Visfatin, Romacho et al. 2009, Kultivierung von humanen Adipozyten mit 10-50 

ng/ml Resistin, Kusminski et al. 2007). Hier fanden sich auch in submaximaler Dosierung 

Auswirkungen auf die exkretorischen Funktionen der kultivierten Zellen (Romacho et al. 2009). Beide 

Adipokine wurden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls in einer Konzentration von 100 ng/ml 

verwendet.  

4.2 AMP-Synthese humaner Keratinozyten nach Inkubation mit Adipokinen 

4.2.1 Stimulation mit Adiponektin 

Adiponektin ist das bisher am besten untersuchte Adipokin. Diesem Botenstoff, der hauptsächlich 

von Adipozyten produziert wird, werden vor allem antiinflammatorische und antiatherogene 

Funktionen zugeschrieben. In Übereinstimmung damit finden sich verminderte Adiponektin-Level bei 

Adipositas, welche mit chronisch leichtgradiger Entzündung einhergeht (Arita et al. 1999). Neuere 

Studien zeigen Entsprechendes auch für Psoriasis (Kaur et al. 2008). 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Adiponektin auf die Expression der 

antimikrobiellen Peptide Psoriasin (S100A7), RNase 7, hBD-2 und -3 durch normale humane 

Keratinozyten (NHEK) untersucht. Hierbei zeigte sich in drei unabhängigen Versuchen bei Inkubation 

mit 100 ng/ml eine Zunahme der Expression von RNase 7 und hBD-3 nach 48 (im Mittel 2- bzw. 6-
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fach) und 72 Stunden (7- bzw. 33-fach) Inkubation, für hBD-2 fand sich lediglich eine schwache 

Erhöhung nach 72 Stunden (2-fach), die Expression von Psoriasin war im Vergleich zur Kontrolle 

unverändert. Ein entsprechendes Expressionsmuster fand sich auch in Untersuchungen zur 

Dosisabhängigkeit der Reaktion, hierbei wurden primäre Keratinozyten mit Adiponektin-

Konzentrationen von 50, 100, 500 und 1000 ng/ml inkubiert. Zeit- und dosisabhängig wurde eine 

Zunahme der Expression von RNase 7 und hBD-3 detektiert, wobei sich bei beiden AMP die stärkste 

Expressionsänderung bei einer Stimulation mit 500 ng/ml für 48 und 72 Stunden nachweisen ließ. 

Vermutlich konnte aufgrund der kleinen Stichprobe und deutlichen Expressionsunterschieden 

zwischen den verwendeten Zellchargen kein signifikanter Einfluss von Adiponektin auf die Expression 

der AMP nachgewiesen werden, obwohl in jedem der unabhängigen Versuche ein ähnliches 

Induktionsmuster gefunden wurde. Die Signifikanz der Ergebnisse der Adiponektin-Dosiskinetik ist 

nur eingeschränkt zu beurteilen, da es sich jeweils um Mittelwerte aus lediglich zwei unabhängigen 

Versuchen handelt. Zwar wurde mit dem zweiseitigen t-Test für unabhängige Stichproben ein für       

n ≥ 2 geeigneter Test durchgeführt, bei derart kleinen Stichproben ist die Aussagekraft dennoch 

begrenzt (McDonald 2009). 

Da in allen durchgeführten Versuchen eine analoge Reaktion der Zellen auf die Inkubation mit 

Adiponektin nachweisbar war, lässt sich trotz der fehlenden statistischen Signifikanz vermuten, dass 

es sich nicht um zufällige Abweichungen in der Freisetzung der antimikrobiellen Peptide handelt. Die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können daher durchaus als ein Hinweis auf einen möglichen 

Einfluss von Adiponektin auf die Freisetzung von antimikrobiellen Peptiden durch Keratinozyten 

verstanden werden. 

In der Literatur werden bisher keine Untersuchungen zu dem Einfluss von Adiponektin auf die AMP-

Expression durch Keratinozyten beschrieben. Eine Beeinflussung der AMP-Produktion durch 

Adiponektin ist jedoch durchaus denkbar, zumal dieses Adipokin diverse immunmodulatorische 

Wirkungen hat, die sowohl das angeborene – zu dem die AMP gehören – als auch das erworbene 

Immunsystem betreffen (Stofkova 2009). 

 

Im Hinblick auf diese Ergebnisse stellt sich die Frage, wie sich eine mögliche Beeinflussung der AMP-

Expression durch Adiponektin erklären ließe. Dabei ist zunächst bedeutsam, dass Keratinozyten 

regelhaft den Adiponektin-Rezeptor R1 (AdipoR1) exprimieren (Takahashi et al. 2010), damit also in 

der Lage sind auf eine Stimulation mit dem Adipokin zu reagieren. Der Rezeptor findet sich in allen 

Zelllagen der Epidermis mit einer Betonung der basalen Zellreihen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit implizieren allerdings eher eine indirekte Wirkungsweise des 

Adipokins, da die beobachteten Expressionsveränderungen frühestens nach 48, größtenteils jedoch 

nach 72 Stunden auftreten. Dieser Zeitpunkt spricht gegen einen direkten Effekt, bei dem 
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Veränderungen auf mRNA-Ebene im Allgemeinen spätestens nach 16-24 Stunden zu erwarten wären. 

Es lässt sich also postulieren, dass Adiponektin die Freisetzung eines zweiten Faktors modulieren 

könnte, der seinerseits die AMP-Expression beeinflusst.  

Zu den bisher bekannten Induktoren der AMP-Freisetzung gehören neben Bakterien vor allem 

proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, INF-γ und verschiedene Interleukine, vor allem IL-1β, -17 

und -22. Da die Zellkulturexperimente unter sterilen Bedingungen durchgeführt wurden, stellen die 

verschiedenen von Keratinozyten produzierten Zytokine einen plausiblen Erklärungsansatz für eine 

indirekte Induktion von AMP dar. Dagegen spricht, dass sich das beobachtete Expressionsmuster 

nicht mit den von Keratinozyten produzierten Zytokinen erklären lässt: so setzen die Zellen 

beispielsweise TNF-α frei, was zu einer Induktion von Psoriasin und hBD-2 führen müsste; gleichzeitig 

wird INF-γ nicht von Keratinozyten produziert, wäre aber als einzig bekanntes Zytokin in der Lage, 

hBD-3 zu induzieren (Shirakata 2010).  

Zudem liegen bezüglich des Einflusses von Adiponektin auf Zytokine in der Literatur widersprüchliche 

Ergebnisse vor, die sowohl inhibierende als auch induzierende Effekte auf deren Freisetzung 

beschreiben. Als eine mögliche Erklärung für diese Ergebnisse wird vermutet, dass die 

immunmodulatorischen Wirkungen von Adiponektin gewebs- und rezeptorspezifisch von der 

vorliegenden Isoform abhängig sein könnten, wobei die zirkulierenden Isoformen unterschiedliche 

Oligomere des Peptids darstellen (Stofkova 2009). So zeigten Tilg und Moschen einen 

antiinflammatorischen Einfluss von Adiponektin mit geringem Molekulargewicht auf Monozyten, 

während die Isoform mit hohem Molekulargewicht die Sekretion des proinflammatorischen IL-6 

verstärkte (Tilg und Moschen 2006). Für die Experimente der vorliegenden Arbeit wurde das 

Adiponektin-Monomer verwendet, das sich zu Trimeren und durch Bildung von Disulfidbrücken 

schließlich zu Oligomeren von 12 bis 18 Einzelpeptiden verbinden kann (Stofkova 2009). Sowohl die 

Trimere als auch weitere Oligomere des Adipokins finden sich im Blut, während die Monomer-Form 

vermutlich nur in Adipozyten vorliegt. Inwiefern dies die Ergebnisse der Untersuchungen beeinflusst 

hat, ist unklar, da keine Daten zu dem Einfluss der verschiedenen Isoformen auf Keratinozyten 

vorliegen und darüberhinaus nicht bekannt ist, ob die verwendeten Monomere in der Zellkultur 

oligomerisieren können oder nicht. 

Da für die Mehrzahl der genannten Zytokine überwiegend inhibierende Effekte von Adiponektin 

beschrieben werden und zudem das beobachtete Expressionsmuster nicht durch Zytokine erklärt 

werden kann, scheint es eher unwahrscheinlich, dass sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit 

einer Beeinflussung von AMP-induzierenden Zytokinen durch Adiponektin erklären lassen. Weitere 

Untersuchungen sollten aufklären, ob diese oder andere Moleküle als Mediatoren der hier 

beobachteten Induktion identifiziert werden können. 
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Andere Ergebnisse beschreiben Wachstumsfaktoren als Induktoren einiger AMP. So zeigten Sörensen 

et al. eine vermehrte Freisetzung von hBD-3 als Folge einer Stimulation des „epidermal growth 

factor“ (EGF)-Rezeptors, was in der Arbeit durch Stimulation von humanen Keratinozyten mit 

„transforming growth factor“ (TGF)-α und einer Kombination aus TGF-α und „insuline-like growth 

factor“ (IGF)-1 erreicht wurde (Sörensen et al. 2003). Niyonsaba et al. wiesen eine Induktion von 

Psoriasin nach sechsstündiger Inkubation von Keratinozyten mit EGF oder IGF-1 nach (Niyonsaba et 

al. 2008). Für das AMP RNase 7 findet sich bisher keine direkte Erwähnung einer 

Expressionsregulation durch Wachstumsfaktoren, allerdings wurde nachgewiesen, dass eine IL-1β-

abhängige Induktion der Expression in humanen epithelialen Kornealzellen durch die „transforming 

growth factor β-activated kinase“ (TAK)-1 vermittelt wird (Mohammed et al. 2010). Zu den 

Aktivatoren dieses Enzyms zählt neben TNF-α und IL-1β auch der Wachstumsfaktor TGF-β 

(Yamaguchi et al. 1995, Sato et al. 2005). Auch für das in dieser Arbeit untersuchte AMP hBD-2 liegen 

bisher keine Informationen zu einer möglichen Regulation der Expression durch Wachstumsfaktoren 

vor.  

Dass Adiponektin mit diversen Wachstumsfaktoren interagieren kann, wurde in verschiedenen 

Forschungsarbeiten belegt. Die Ergebnisse sind bezüglich der Richtung der Reaktion widersprüchlich, 

so beschreiben Wang et al. eine vom Oligomerisierungszustand abhängige Bindung von Adiponektin 

an die Wachstumsfaktoren „platelet-derived growth factor“ (PDGF)-BB, „basic fibroblast growth 

factor“ (bFGF) sowie „Heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor“ (HB-EGF) und 

folgern, dass eine antiproliferative Wirkung des Adipokins unter anderem durch die Modulation der 

untersuchten Wachstumsfaktoren zu erklären sei (Wang et al. 2005). In einer anderen Untersuchung 

wurde eine Regulation der Expression von TGF-β-Isoformen in Keratinozyten durch Adiponektin 

beobachtet, dabei wurde TGF-β 1 vermehrt exprimiert, während die Expression der Isoformen TGF-β 

2 und 3 vermindert war (Kawai et al. 2008). Die Autoren vermuten, dass die durch Adiponektin 

hervorgerufene Erhöhung von TGF-β 1 möglicherweise an den beschriebenen antiproliferativen 

Effekten des Adipokins beteiligt sein könnte, da TGF-β einen potenten Inhibitor der Zellproliferation 

darstellt. 

Bekanntermaßen sind vor allem die Wachstumsfaktoren der EGF- und TGF-Familie (u.a. IGF-1, TGF-α, 

TGF-β1) sowie bFGF, VEGF und PDGF an der Wundheilung beteiligt, dabei werden die Faktoren TGF-α 

und -β, bFGF und PDGF auch von Keratinozyten produziert (Barrientos et al. 2008, Shirakata 2010). 

Die bedeutende Rolle, die diesen Botenstoffen bei der Wundheilung zukommt, lässt sich mit einer 

möglichen Beteiligung an der Regulation der AMP-Freisetzung in Einklang bringen: Die 

Abwehrmechanismen der Haut sind nach einer Schädigung der physiologischen Barrierefunktion von 

kritischer Bedeutung für die Protektion gegen die Invasion pathologischer Keime, so dass eine 
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koordinierte und unmittelbare Hochregulation der antimikrobiellen Peptide sinnvoll scheint. Hierbei 

wäre es zweckmäßig, die Induktion der lokalen Abwehr ohne Latenz direkt einzuleiten, wozu eine 

autokrine Stimulation der Keratinozyten durch selbst produzierte Wachstumsfaktoren geeignet 

scheint.  

Diese Annahme wird durch Ergebnisse unserer eigenen Arbeitsgruppe untermauert. So fanden 

Harder und Kollegen eine Expressionszunahme von hBD-3 in vivo nach artifizieller Störung der 

Hautbarriere durch „tape stripping“ und vermuteten, die Induktion von hBD-3 könnte eine 

Konsequenz der Induktion von Wachstumsfaktoren nach Verletzung der Haut sein (Harder et al. 

2010).  

Insgesamt lässt sich an dieser Stelle nur spekulieren, dass Wachstumsfaktoren den in der 

vorliegenden Arbeit beobachteten Anstieg der Expression von RNase 7 und hBD-3 beeinflusst haben 

könnten. Um definitivere Aussagen treffen zu können, sind weiterführende Untersuchungen 

notwendig. Ebenso bleibt unklar, ob es sich bei dem beobachteten Effekt von Adiponektin um eine 

physiologische Wirkung – wie in ähnlicher Form für salivales Leptin im Rahmen der Wundheilung in 

der Mundhöhle beschrieben – oder vielmehr um ein Epiphänomen der Wirkungen des Adipokins 

handelt (Gröschl et al. 2005).  

 

Der Wachstumsfaktor EGF wird nicht von Keratinozyten produziert, war jedoch in einer 

Konzentration von 0,125 ng/ml als rekombinantes Human-EGF in dem verwendeten Kulturmedium 

enthalten. Hier ließe sich mutmaßen dass die Freisetzung der antimikrobiellen Peptide durch das 

enthaltene EGF beeinflusst worden sein könnte, zumal für Psoriasin ein solcher Effekt 

vorbeschrieben ist (Niyonsaba et al. 2008). Niyonsaba und Kollegen verwendeten EGF jedoch in einer 

über 600-fach höheren Konzentration (80 ng/ml). Darüberhinaus wurde in der vorliegenden Arbeit 

keine Veränderung der Psoriasin-Expression detektiert, so dass ein Einfluss des im Kulturmedium 

enthaltenen EGF aufgrund der geringen Konzentration hier kaum wahrscheinlich scheint.  

Der hier beobachtete Anstieg der Expression nach frühestens 48 Stunden spricht insgesamt gegen 

einen direkten Effekt eines in der Kultur enthaltenen Stimulanz. Ob durch ein im Medium 

enthaltenes Agens eine indirekte Stimulation stattgefunden hat, lässt sich nur spekulieren, da bisher 

zu keinem der enthaltenen bioaktiven Stoffe entsprechende Informationen vorliegen.  

 

Ein weiterer Faktor, der zu den beobachteten Unterschieden in der AMP-Expression als Reaktion auf 

die Stimulation mit Adipokinen beigetragen haben könnte, ist der Grad der Differenzierung der 

Keratinozyten. So wurde in verschiedenen Arbeiten belegt, dass die antimikrobiellen Peptide 

Psoriasin und hBD-2 ausschließlich von differenzierten Keratinozyten produziert werden (Harder et 

al. 2004, Martinsson et al. 2005). 
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Gleichzeitig liegen Hinweise dafür vor, dass Adiponektin die Differenzierung von Keratinozyten 

inhibiert. Dies konnten Kawai und Kollegen zeigen, sie untersuchten die Expression von Involukrin, 

einem gängigen Marker der Keratinozyten-Differenzierung, an spontan immortalisierten 

sogenannten HaCaT-Keratinozyten mithilfe von RT-PCR (Kawai et al. 2008). Interessanterweise zeigen 

die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit für Psoriasin und hBD-2 keine Expressionsveränderung nach 

Inkubation mit Adiponektin, während RNase 7 und hBD-3 im Vergleich zur Kontrolle induziert 

werden. 

Hier ließe sich mutmaßen, dass die Expression der beiden abhängig vom Differenzierungsgrad 

exprimierten AMP in den durchgeführten Experimenten deshalb nicht vermehrt war, weil das 

eingesetzte Stimulanz Adiponektin die Differenzierung der Keratinozyten behinderte, und so das 

detektierte Expressionsmuster erklärt werden könnte. Dann müssten jedoch Psoriasin und hBD-2 im 

Vergleich zur normal differenzierten Kontrolle vermindert exprimiert werden, was nicht der Fall war. 

 

Um die aufgestellte Hypothese, es handle sich bei den beobachteten Expressionsveränderungen der 

antimikrobiellen Peptide um einen indirekten Effekt, weitergehend zu untersuchen, wurden im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit zusätzlich einige Vorversuche durchgeführt (Daten nicht 

abgebildet). Dabei wurden Kulturüberstände eines Versuchs, in dem primäre Keratinozyten für        

48 Stunden mit Adiponektin oder mit Leptin inkubiert wurden, ohne weitere Zusätze auf 24 Stunden 

kultivierte Keratinozyten gegeben, diese für weitere 24 Stunden inkubiert und anschließend die 

mRNA-Expression von RNase 7 und hBD-3 mittels RTq-PCR ermittelt. Hier zeigte sich für alle mit 

Kulturüberständen inkubierten Ansätze eine deutliche Expressionsvermehrung um ein Drei- bis 

Neunfaches sowie ebenfalls eine deutliche Vermehrung der mRNA-Expression in den mit Überstand 

aus der Mediumkontrolle inkubierten Kulturen. Aus diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass es zu 

einer Beeinflussung der AMP-Freisetzung durch die Zellkulturbedingungen kommt. Die Einzelheiten 

dieser Einflussnahme müssen in weiteren systematischen Analysen untersucht werden. 

 

In einem weiteren Ansatz wurden die Kulturüberstände der Experimente zur Zeitkinetik mittels ELISA 

auf den Proteingehalt von RNase 7 und hBD-3 untersucht. Der RNase 7-Gehalt der nach 48 Stunden 

Inkubation gewonnenen Überstände von Kontrollen und stimulierten Ansätzen lag unterhalb der 

Nachweisgrenze (≤ 0,3 ng/ml). Nach 72 Stunden war in den Kulturüberständen jedoch doppelt soviel 

Protein wie in den Überständen der Kontrollen nachweisbar. Diese Ergebnisse sind konkordant zu 

den erhobenen mRNA-Daten, die einen Anstieg der Expression von RNase 7-mRNA frühestens nach 

48, hauptsächlich aber nach 72 Stunden Inkubation zeigen, da die Proteinsynthese der mRNA-

Expression nachgeschaltet ist. 
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Der hBD-3-Gehalt der Proben unterschied sich zu keinem Zeitpunkt von dem der Kontrollen, dabei 

lagen die ermittelten Werte knapp oberhalb der Detektionsgrenze (bei einer Detektionsgrenze von 

0,8 ng/ml war durchschnittlich 1,1 ng/ml hBD-3 nachweisbar). Die Ergebnisse der RTq-PCR zeigten 

hingegen eine starke Expressionszunahme nach 48 und 72 Stunden Inkubation mit Adiponektin. 

Ähnliche Diskrepanzen zwischen einem eindeutigen Nachweis von hBD-3-mRNA und fehlendem 

extrazellulären Proteinnachweis sind vorbeschrieben: Harder et al. untersuchten die in vivo-

Expression und -Sekretion verschiedener AMP bei atopischer Dermatitis, Psoriasis und nach 

Verletzung der Hautbarriere, hierzu wurden Hautbiopsien mittels Immunhistologie und 

Hautspüllösungen mittels ELISA analysiert (Harder et al. 2010). Die detektierte Proteinmenge von 

hBD-3 lag trotz starker Expression in den Hautbiopsien in allen untersuchten Spüllösungen unterhalb 

der Detektionsgrenze. Die Autoren vermuten, dass das stark kationische Molekül hBD-3 an negativ 

geladene Strukturen der Keratinozyten gebunden und damit schlecht nachweisbar sein könnte. Die 

ELISA-Daten der vorliegenden Arbeit unterstützen diese Vermutungen. 

 

4.2.2 Stimulation mit Leptin 

Das Adipokin Leptin wird hauptsächlich von Zellen des weißen Fettgewebes produziert, dabei 

korreliert die Höhe des Serumlevels direkt mit dem Fettgehalt des Körpers und der Größe der 

Adipozyten (Gerdes et al. 2011). Allgemein wird Leptin vor allem als proinflammatorisches Adipokin 

beschrieben, dennoch ist der Effekt von Leptin auf die Zytokin-Produktion noch nicht abschließend 

geklärt (Stofkova 2009). 

Eine Beteiligung von Leptin an der Pathogenese der Psoriasis bzw. deren Komorbiditäten wird für 

möglich gehalten, da verschiedene Studien eine Erhöhung des Leptin-Serumlevels vor allem in 

schwer beeinträchtigten Psoriasis-Patienten belegen konnten (Takahashi et al. 2008, Wang et al. 

2008, Cerman et al. 2008, Chen et al. 2008). Cerman et al. konnten darüberhinaus an 

immunhistochemisch untersuchten Hautproben zeigen, dass bei Psoriasis-Patienten mit schwerem 

Krankheitsverlauf die Expression des Leptin-Rezeptors Ob-Rb in Epidermis und Dermis vermehrt ist 

(Cerman et al. 2008).  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Leptin auf die Expression und Sekretion der 

antimikrobiellen Peptide Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und -3 untersucht. Dabei fand sich eine Zunahme 

der Expression von RNase 7 nach 48 (2-fach) und 72 Stunden Inkubation (7-fach, p = 0,06) mit 100 

ng/ml Leptin. Auch die mRNA-Expression von hBD-3 war nach 48- (6-fach) und 72-stündiger (28-fach) 

Inkubation deutlich induziert. Die Expression der AMP Psoriasin und hBD-2 war gegenüber der 

Kontrolle unverändert. Ähnlich zu den mit Adiponektin stimulierten Kulturen konnte jedoch auch für 
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Leptin kein statistisch signifikanter Einfluss auf die Expression der genannten AMP nachgewiesen 

werden. Aufgrund des in allen Versuchen detektierbaren ähnlichen Expressionsmuster scheint es 

aber auch hier durchaus angebracht, von einer Beeinflussung der AMP-Expression durch Leptin 

auszugehen. 

 

Analog zu den bereits diskutierten Ergebnissen zur Stimulation mit Adiponektin ist auch bei der 

Inkubation mit Leptin aufgrund des Zeitprofils davon auszugehen, dass es sich um eine indirekte 

Wirkweise handelt. Auch hier kämen als Mediatoren der Reaktion zum Einen Zytokine in Frage, die 

durch Leptin induziert werden können und darüberhinaus als Induktoren einiger AMP bekannt sind. 

Es gibt jedoch bisher nur wenige Informationen bezüglich einer Beeinflussung der Zytokinfreisetzung 

aus Keratinozyten durch Leptin. Lediglich Takahashi und Kollegen untersuchten diesen 

Zusammenhang und wiesen eine durch Leptin hervorgerufene Zunahme der TNF-α- und IL-6-

Sekretion durch humane Keratinozyten nach, nachdem diese mit UV-B-Strahlung behandelt worden 

waren, um die Freisetzung der beiden Zytokine zu induzieren (Takahashi et al. 2010). 

Ähnlich wie für Adiponektin gilt aber auch hier, dass bisher kein von Keratinozyten produziertes 

Zytokin bekannt ist, das durch Leptin induziert wird und gleichzeitig in der Lage ist, die Expression 

von RNase 7 und hBD-3 zu verstärken, ohne die Freisetzung von Psoriasin und hBD-2 zu beeinflussen. 

Daher scheint eine Vermittlung der Induktion durch o.g. Zytokine eher unwahrscheinlich. Hier sind 

weiterführende Untersuchungen notwendig, um diese oder andere Moleküle als Mediatoren der 

beobachteten Induktion zu identifizieren. 

 

Analog zu Adiponektin ist auch für die Ergebnisse der Stimulation mit Leptin eine Vermittlung der 

Reaktion durch Wachstumsfaktoren denkbar, da auch für Leptin ein induzierender Effekt auf die 

Freisetzung von Wachstumsfaktoren durch verschiedenste Zellarten beschrieben wurde 

(Frankenberry et al. 2004, Shin et al. 2008). Gröschl und Kollegen untersuchten den Einfluss von 

Leptin auf die Freisetzung von Wachstumsfaktoren durch Keratinozyten. Dazu wurden humane orale 

nicht-gingivale Keratinozyten mit rekombinantem und aus humanem Speichel gewonnenem Leptin 

(zwischen 0,1 und 100 ng/ml) inkubiert. Eine zeit- und dosisabhängige Induktion von Keratinozyten-

Wachstumsfaktor (KGF) und EGF konnte auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden 

(Gröschl et al. 2005). Für orale Keratinozyten ist die Synthese von KGF und EGF belegt, für nicht-orale 

Keratinozyten liegen derartige Informationen jedoch nicht vor (Formanek et al. 1999, Gröschl et al. 

2005). Hier wird allgemein angenommen, dass die Zellen nicht in der Lage sind KGF oder EGF zu 

produzieren (Shirakata 2010). Daher ist fraglich, inwiefern sich die Ergebnisse von Gröschl und 

Kollegen auf nicht-orale Keratinozyten übertragen lassen. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen 

dieser Forschungsgruppe finden sich jedoch auch für nicht-orale Keratinozyten verschiedene 
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Arbeiten, die eine Beteiligung von Leptin an der Regulation der Zellproliferation bzw. der 

Wundheilung zeigen konnten (Murad et al. 2003, Takahashi et al. 2010). Ähnlich wie bereits für 

Adiponektin angeführt, scheint eine Regulation der AMP-Produktion durch Wachstumsfaktoren, die 

an den Vorgängen der Wundheilung beteiligt sind, als Erklärung für die hier vorliegenden Ergebnisse 

denkbar, zumal für die AMP Psoriasin, RNase 7 und hBD-3 Hinweise auf eine Regulation durch 

Wachstumsfaktoren vorliegen (Niyonsaba et al. 2008, Sörensen et al. 2003, Mohammed et al. 2010). 

Weiterführende Untersuchungen sind auch hier notwendig.  

 

Kanda und Watanabe untersuchten bisher als Einzige den Einfluss von Leptin auf die Freisetzung 

eines antimikrobiellen Peptids – hBD-2 – durch Keratinozyten, wobei eine Stimulation mit Leptin 

keine Effekte zeigte (Kanda und Watanabe 2008). Dies stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden 

Arbeit überein. In weiterführenden Untersuchungen fanden die Forscher eine Verstärkung der mit IL-

1β induzierten hBD-2-Expression und Sekretion durch Leptin nach Inkubation von primären 

Keratinozyten mit IL-1β (1 ng/ml) und/oder Leptin (0,1 bis 100 ng/ml) für 48 Stunden. Aus diesen 

Ergebnissen wurde gefolgert, dass Leptin die kutane antimikrobielle Abwehr und Entzündung sowie 

die kutane Wundheilung unterstützen könne. In Anlehnung an diese Ergebnisse wurden im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit Vorversuche zum Einfluss einer Ko-Stimulation mit IFN-γ und IL-17 auf die 

durch Adipokine induzierte AMP-Freisetzung durch Keratinozyten durchgeführt (Daten nicht 

abgebildet). Hierbei wurden primäre Keratinozyten für 48 und 72 Stunden mit Leptin oder mit 

Adiponektin inkubiert und jeweils 20 Stunden vor Ende der Inkubation 20 ng/ml IFN-γ und IL-17 

hinzugefügt. Anschließend wurde mittels RTq-PCR die mRNA-Expression der beiden antimikrobiellen 

Peptide RNase 7 und hBD-3 untersucht. Die mRNA-Expression der mit Leptin stimulierten Ansätze 

unterschied sich nicht von der Kontrolle, die ebenfalls mit IFN-γ und IL-17 behandelt wurde. Die mit 

Adiponektin inkubierten Ansätze wiesen im Vergleich zur Kontrolle jedoch eine Zunahme der 

Expression von RNase 7 (2,5-fach) und hBD-3 (3,5-fach) auf. Insgesamt fand sich eine deutlich 

verstärkte mRNA-Expression im Vergleich zu den Experimenten ohne Ko-Stimulation. Um diese 

Regulation der AMP-Induktion weiter im Detail nachzuweisen, sollten weiterführende Ko-

Stimulations-Experimente durchgeführt werden. Warum die gleichzeitige Inkubation mit Leptin in 

diesem Vorversuch nicht zu einer Expressionszunahme führte, lässt sich nur vermuten. Denkbar 

wäre, dass der Einfluss von Leptin auf die Freisetzung der AMP deutlich geringer ausgeprägt ist als es 

die Ergebnisse der Zeitkinetik-Versuche vermuten lassen und dieser Effekt hier durch die Stimulation 

mit den beiden Zytokinen überlagert wird. 
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Die Analyse der Proteinsekretion der beiden AMP RNase 7 und hBD-3, die mittels ELISA in den 

Kulturüberständen der mit Leptin stimulierten Keratinozyten untersucht wurde, zeigte ein 

Sekretionsmuster das dem nach Stimulation mit Adiponektin entsprach: die RNase 7-Werte nach 48 

Stunden lagen unterhalb der Nachweisgrenze, während die 72-Stunden-Werte eine 2-fache 

Induktion zeigten (1,59 versus 0,71 ng/ml). Die Proteinmenge von hBD-3 lag knapp oberhalb der 

Nachweisgrenze und unterschied sich weder nach 48 noch nach 72 Stunden Inkubation von der 

Kontrolle. Analog zu der Stimulation mit Adiponektin lässt sich vermuten, dass nur wenig hBD-3 von 

den Keratinozyten sezerniert wird und zudem die starke positive Ladung des Moleküls zu einer 

Bindung an anionische Strukturen der Zellen führt, so dass das Protein mit wässrigen Flüssigkeiten 

nur schwer auswaschbar ist (Harder et al. 2010).  

 

4.2.3 Stimulation mit Resistin und Visfatin 

Für beide Adipokine konnte in der vorliegenden Arbeit nach Inkubation mit 100 ng/ml kein Einfluss 

auf die Expression der AMP Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und -3 durch Keratinozyten nachgewiesen 

werden, auch in der aktuellen Literatur findet sich kein Hinweis auf einen derartigen Effekt.  

Über die Funktionen der beiden Adipokine ist bisher nur wenig bekannt, beide werden als 

proinflammatorisch beschrieben und treten bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen wie der 

Psoriasis in erhöhten Plasmakonzentrationen auf (Bokarewa et al. 2005, Moschen et al. 2007, Gerdes 

et al. 2011). Auch die Experimente der vorliegenden Arbeit konnten leider nicht zur weiteren 

Aufklärung der Funktionen dieser Adipokine beitragen. 

 

4.2.4 Hohe Variabilität der Expressionshöhe zwischen den verwendeten Zellchargen 

Bei der Auswertung der durchgeführten Experimente fiel auf, dass die verschiedenen Zellchargen 

offensichtlich unterschiedliche Potentiale zur Produktion der AMP besaßen, so unterschieden sich 

alle Inkubationsansätze einschließlich der Kontrollen der einzelnen Versuche bezüglich des 

durchschnittlichen Expressionsniveaus: die relative Expression der AMP in den stimulierten Ansätzen 

streute dabei im Mittel um ein 20-faches und maximal um den Faktor 90, in den Kontrollen fand sich 

sogar ein Unterschied von bis zu zwei Zehnerpotenzen. Bezüglich der Proteinsekretion unterschieden 

sich die einzelnen Chargen weniger stark, die Ergebnisse streuten hier lediglich um den Faktor 4. 

Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen unserer und anderer Arbeitsgruppen, in denen 

sich ebenfalls eindeutige interindividuelle Expressionsunterschiede finden: 

Gläser und Kollegen untersuchten den Einfluss von UV-B-Strahlung auf die Produktion von 

antimikrobiellen Peptiden in Keratinozyten, dabei fanden sie sowohl in vitro als auch in 

Waschlösungen und Stanzbiopsien von Probanden deutliche interindividuelle Unterschiede bezüglich 
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der mRNA- und Proteinexpression der untersuchten AMP (Psoriasin, RNase7, hBD-2 und -3) und auch 

die Reagibilität auf die vorgenommene Bestrahlung war interindividuell unterschiedlich stark 

ausgeprägt (Gläser et al. 2009).  

Große Unterschiede in der Höhe der relativen mRNA-Expression finden sich auch bei Gambichler und 

Kollegen. Diese Arbeitsgruppe untersuchte die differentielle mRNA-Expression der AMP Psoriasin, 

RNase 7, hBD-2 und -3 bei atopischer Dermatitis im Vergleich zu Psoriasis vulgaris und gesunder Haut 

(Gambichler et al. 2008). In die in vivo-Studie waren 18 Kontrollen eingeschlossen, bei denen mittels 

RT-PCR die relative Expression der AMP in Hautbiospien ermittelt wurde. Diese zeigte individuelle 

Unterschiede um bis zu zwei Zehnerpotenzen. Ähnliche Ergebnisse finden sich in weiteren Arbeiten 

dieser Forschergruppe (Gambichler et al. 2006, Gambichler et al. 2009).  

Auch in einer aktuellen Arbeit von Harder et al. findet sich bei Analyse der Ergebnisse eine große 

Variabilität der freigesetzten AMP-Konzentration (Harder et al. 2010). Hier wurden 34 gesunde 

Individuen als Kontrollen herangezogen und Waschlösungen von definierten Körperstellen mittels 

ELISA auf die sezernierte Menge von Psoriasin, RNase 7, hBD-2 und -3 untersucht, die detektierten 

Konzentrationen streuten hierbei um den Faktor 20.  

Die genannten Beispiele belegen deutlich, dass es sowohl in vitro als auch in vivo ausgeprägte 

interindividuelle Unterschiede bezüglich der Expression und Sekretion der AMP gibt. Daher scheint es 

dringend notwendig, in weiterführenden Experimenten eine entsprechend große Stichprobe 

einzuschließen oder ein Gemisch von Keratinozyten verschiedener Spender zu verwenden.  

 

4.2.5 Abschließende Beurteilung 

Im Bezug auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit lässt sich zusammenfassen, dass kein direkter 

Einfluss der Adipokine auf die Freisetzung der untersuchten AMP nachgewiesen werden konnte. 

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Induktion der mRNA-Expression von RNase 7 und hBD-3 in humanen 

Keratinozyten erst nach 48- und 72-stündiger Stimulation mit Adiponektin oder Leptin nachgewiesen 

werden konnte. Dabei gelang es trotz des einheitlichen Expressionsmusters in den meisten Ansätzen 

nicht, statistische Signifikanz zu erreichen, vermutlich aufgrund der hohen Expressionsunterschiede 

der einzelnen Zellchargen und einer zu geringen Stichprobengröße.  

Angesichts des späten Zeitpunkts der detektierten Expressionsveränderung lässt sich ein – 

möglicherweise durch Wachstumsfaktoren oder Zytokine vermittelter – indirekter Effekt der 

Adipokine auf die Keratinozyten vermuten. Auch ein Einfluss der Zellkulturbedingungen auf die AMP-

Expression wäre denkbar, wie ein Vorversuch mit Zellkulturüberständen impliziert.  

Weiterführende Untersuchungen sind notwendig, um die hier gewonnenen Ergebnisse genauer 

einzuordnen.  
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5. Zusammenfassung 

 

In der Haut von Psoriasis-Patienten wurde eine erhöhte Expression und Sekretion von 

antimikrobiellen Peptiden (AMP) nachgewiesen. AMP werden in verschiedenen Epithelien konstitutiv 

oder induzierbar exprimiert und spielen eine große Rolle in der Abwehr von Infektionen durch 

Bakterien, Viren und Pilze. Weiterhin werden diesen Molekülen auch immunmodulatorische 

Funktionen zugeschrieben. Aktuelle Untersuchungen zeigen ferner ein verändertes Profil von 

Adipokinen im peripheren Blut von Psoriasis-Patienten. Adipokine sind von Adipozyten produzierte 

Mediatoren mit vielfältigen metabolischen Wirkungen, außerdem beeinflussen auch sie 

immunologische Vorgänge. Kürzlich konnten erhöhte Serumspiegel von Leptin und Resistin und 

verminderte Konzentrationen von Adiponektin bei Psoriasis-Patienten nachgewiesen werden, 

darüberhinaus wurde eine erhöhte Expression von Visfatin in Hautbiopsien gezeigt.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob Adipokine einen direkten Einfluss auf die 

Freisetzung von AMP durch Keratinozyten aufweisen. Hintergrund für diese Untersuchungen ist die 

bis zum jetzigen Zeitpunkt nur unvollständig verstandene Pathogenese der Psoriasis, in die 

genetische und immunologische Vorgänge involviert sind. Inwiefern die erhöhten AMP und 

Adipokine an den Krankheitsmechanismen beteiligt sind, ist noch unklar. 

Zur Bearbeitung der Fragestellung wurden Zellkulturen primärer Keratinozyten für 24, 48 und 72 

Stunden mit den Adipokinen Adiponektin, Leptin, Resistin und Visfatin inkubiert, als Kontrolle 

dienten nicht stimulierte Zellkulturen. Anschließend wurde mittels quantitativer real-time PCR (RTq-

PCR) die relative mRNA-Expression der AMP Psoriasin (S100A7), RNase 7, humanes β-Defensin (hBD)-

2 und -3 analysiert. Dabei zeigte sich in drei unabhängigen Versuchen mit unterschiedlichen 

Keratinozyten-Chargen eine Induktion der mRNA-Expression von RNase 7 und hBD-3 nach 

Stimulation der Zellen mit Adiponektin und Leptin nach 48 und 72 Stunden.  

Zur ergänzenden Untersuchung der Protein-Sekretion wurden die Überstände der mit Adiponektin 

und Leptin stimulierten Zellkulturen mittels enzymgekoppeltem Immunoadsorptionstest (ELISA) auf 

die Freisetzung von RNase 7 und hBD-3 untersucht. In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 

PCR zeigte sich eine verstärkte Sekretion von RNase 7 nach Inkubation mit Adiponektin und Leptin 

für 72 Stunden. Eine erhöhte Konzentration von hBD-3 ließ sich hingegen nicht nachweisen. 

Um die Dosisabhängigkeit des beobachteten Effekts im Detail zu untersuchen, wurden weiterhin 

Keratinozyten mit verschiedenen Konzentrationen von Adiponektin (50, 100, 500 und 1000 ng/ml) 

stimuliert und in zwei unabhängigen Versuchen über 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. Anschließend 

wurde die relative mRNA-Expression von Psoriasin (S100A7), RNase 7, hBD-2 und -3 mittels RTq-PCR 

analysiert. Im Rahmen dieser Versuche wurde eine dosisabhängige Zunahme der Expression von 
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RNase 7 und hBD-3 detektiert, wobei die Stimulation mit 500 ng/ml für 48 und 72 Stunden bei 

beiden AMP die stärkste Expressionssteigerung hervorrief. 

Obwohl in allen Experimenten ein analoges Muster einer Induktion gezeigt werden konnte, wurde 

keine statistische Signifikanz erreicht. Ursächlich hierfür könnten eine nicht ausreichend große 

Stichprobe sowie die deutlichen Unterschiede des Expressionsniveaus der verwendeten Zellchargen 

sein. Dieses Phänomen findet sich auch in Arbeiten anderer Autoren.  

Insgesamt spricht der späte Zeitpunkt der Induktion eher für einen indirekten Einfluss der Adipokine 

auf die Expression der AMP in Keratinozyten. Als Mediatoren des beobachteten Effekts könnten 

beispielsweise Zytokine oder Wachstumsfaktoren in Frage kommen, auch könnten die 

Kulturbedingungen bei der Induktion der AMP eine Rolle spielen.  

Abschließend ist festzustellen, dass weitere systematische Untersuchungen notwendig sind, um die 

Bedeutung der Adipokine im Zusammenhang mit der Expression von antimikrobiellen Peptiden in 

Keratinozyten weiter zu analysieren. 
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